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Resumo  

Estudos recentes demonstram que a eferocitose de células apoptóticas 

infectadas por células dendríticas (CD) resulta na ativação de clones de linfócitos T 

CD4+ autorreativos e o desenvolvimento de doenças autoimunes. O processamento 

e apresentação de peptídeos próprios oriundos das células apoptóticas via MHC, 

associado a presença do patógeno, permite a indução de um fenótipo imunogênico 

nessas CD, e, portanto, propiciando o ambiente favorável para ativação de clones 

autorreativos. A infecção pelo vírus Zika (ZIKV) vem sendo amplamente estudada 

devido às complicações neuronais no desenvolvimento fetal e em adultos, como a 

microcefalia e síndrome de Guillain-Barré, respectivamente. Considerando que a 

infecção pelo ZIKV induz intensa morte celular por apoptose em diferentes tipos 

celulares, a hipótese deste estudo fundamenta-se que a fagocitose de células 

apoptóticas infectadas pelo ZIKV levaria a ativação de CD com um perfil imunogênico. 

Para investigar o efeito da eferocitose na ativação de células dendríticas, inicialmente 

duas cepas viras e diferentes linhagens celulares foram testadas para obtenção de 

células infectadas por ZIKV. O potencial de infecção das cepas virais ZIKV PE243 

(linhagem asiática isolada no Brasil) e ZIKV MR766 (linhagem africana isolada em 

Uganda) foram testadas utilizando cinco linhagens celulares:  HaCaT, A549, Huh7.5, 

C6 e SH-SY5Y. As linhagens HaCaT, A549 e C6 apresentaram baixa infectividade, 

enquanto as linhagens Huh7.5 e SH-SY5Y mostraram alta taxa de infecção pela cepa 

ZIKV PE234. A eferocitose de células Huh7.5 infectadas pelo ZIKV não foi capaz de 

induzir um aumento na expressão de moléculas de MHC-II em células dendríticas 

derivadas de medula óssea (BMDC) e apresentou uma produção mista de Il-6 e IL-

10, sugerindo um perfil não definido. No entanto, a eferocitose de células da linhagem 

neuronal SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV levou ao aumento na expressão das 

moléculas CD86 e MHC-II nas BMDC, além de uma maior produção das citocinas IL-

1β, IL-6 e TGF-β quando comparada ao controle de células SH-SY5Y não infectadas. 

Esse perfil de BMDC e de citocinas inflamatórias após a eferocitose de SH-SY5Y 

infectadas pelo ZIKV reforça nossa hipótese inicial, ou seja, que apresenta potencial 

para ativar células T autorreativas. No entanto, novos experimentos utilizando células 

T isoladas de animais transgênicos OT-II serão necessários para confirmar essa 

hipótese.  

Palavras-chave: vírus Zika; eferocitose; ativação celular  



 

Abstract 

 

Recent studies show that phagocytosis of infected apoptotic cells by dendritic 

cells (CD) results in activation of self-reactive CD4+ T lymphocytes clones and the 

development of autoimmune diseases. The processing of self-peptides associated with 

the presence of the pathogen inside the apoptotic cells allows the induction of an 

immunogenic phenotype in these dendritic cells, thus providing a favorable 

environment for activation of self-reactive T CD4+ clones. Zika virus (ZIKV) infection 

has been widely studied due to neuronal complications in fetal development and in 

adults such as microcephaly and Guillain-Barré syndrome, respectively. Considering 

that ZIKV infection induces intense apoptotic cell death in different cell types, the 

hypothesis of this study was that the phagocytosis of ZIKV infected apoptotic cells 

would lead to activation of dendritic cells in an immunogenic profile. To investigate the 

effect of efferocytosis of infected cells on dendritic cell activation, two strains and 

different cell lineages were tested to obtain ZIKV infected cells.  Infection potential of 

viral strains ZIKV PE243 (Asian strain isolated in Brazil) and ZIKV MR766 (African 

strain isolated in Uganda) were tested using five cell lineages: HaCaT, A549, Huh7.5, 

C6 e SH-SY5Y. HaCaT, A549 and C6 cell lineages showed low susceptibility to the 

ZIKV PE243 strain while Huh7.5 and SH-SY5Y showed high infection rate. 

Efferocytosis of ZIKV infected Huh7.5 cells was not able to induce an increase in MHCII 

molecule expression in bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) and a mixed 

cytokine production of IL-6 and IL-10, indicating non defined profile. However, the 

eferocytosis of cells from the ZIKV infected SH-SY5Y neuronal lineage caused a higher 

expression of CD86 and MHCII molecules in BMDC, as well as a higher production of 

IL-1β, IL-6 and TGF-β cytokines when compared to uninfected SH-SY5Y cells. This 

immunogenic profile of BMDC and inflammatory cytokines produced after the coculture 

of ZIKV-infected SH-SY5Y confirms our initial hypothesis, that there is potential to 

activate autoreactive T cells. However, further experiments will be performed using T 

cells isolated from OT-II transgenic animals to confirm this hypothesis. 

Keywords: Zika vírus; efferocytosis; cell activation 
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1. Introdução 

 

1.1 Fagocitose de células apoptóticas e ativação de linfócitos T CD4+ 

 

A apoptose, morte celular programada, é um processo fisiológico que ocorre 

em situações homeostáticas contribuindo para o desenvolvimento e remodelamento 

tecidual. A fagocitose das células apoptóticas (AC), denominado eferocitose, ocorre 

por fagócitos profissionais, como macrófagos e células dendríticas (CD), assim como 

por fagócitos não profissionais, como células epiteliais, e é imprescindível para a 

manutenção da homeostase tecidual e prevenção de processos inflamatórios(1). 

Apesar do elevado número de células que entram em apoptose diariamente, essas 

AC raramente são encontradas no tecido, uma vez que são rapidamente removidas 

pelos fagócitos. Entretanto, em situações não fisiológicas, como por exemplo durante 

quadros de Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica ou mediante a inalação de 

substâncias tóxicas e fumaça de cigarro, pode ocorrer o acúmulo de AC no tecido 

acometido (2). 

O processo eficiente de eferocitose depende de fatores que facilitam o 

recrutamento de fagócitos e o reconhecimento efetivo das AC. No momento em que 

essas células iniciam o processo apoptótico, são liberados sinais solúveis 

quimioatraentes chamados de find-me, como adenosina mono, di e trifosfato (AMP, 

ADP e ATP), quimiocinas como a fractalcina e fosfolipídeos como a esfingosina 1-

fosfato, que promovem o encontro entre os fagócitos e as AC (3). 

  Uma das principais moléculas envolvidas no reconhecimento de AC por 

fagócitos é a fosfatidilserina (PS), também conhecida como um sinal de eat-me (1). 

Esses fosfolipídeos, durante o processo de apoptose, passam a ser expostos em 



 

maior quantidade e na forma de cluster na superfície externa da membrana celular 

(4). O reconhecimento de PS pode ocorrer pela interação com receptores como BAI 1 

(brain specific angiogenesis inhibitor 1), stabilin 2 (5), RAGE (Receptor for advanced 

glycation end products) (6) e TIM1/3/4 (T cell immunoglobulin mucin domain) (7, 8). 

Greenberg, et al. (9) demonstraram que o receptor scavenger CD36 também está 

envolvido nos processos de eferocitose via moléculas de PS oxidadas, assim como 

outros receptores scavenger, como SR-A, SR-B (10).  

A fagocitose de AC não infectadas resulta na liberação de mediadores 

antiinflamatórios como TGF-β (tumor growing fator beta), interleucina (IL) 10, 

prostaglandina E2 (PGE2) e fator de ativação plaquetária, assim como na inibição de 

mediadores inflamatórios como TNF-α (tumor necrosis fator alpha), IL-1, IL-8 e 

leucotrieno C4 (11, 12). 

Além das condições fisiológicas e doenças inflamatórias estéreis, o acúmulo de 

AC também ocorre durante processos infecciosos. A entrada de microrganismos nos 

tecidos induz um intenso influxo de neutrófilos e monócitos que, após fagocitarem o 

patógeno e exercerem suas funções efetoras morrem contendo em seu interior o 

patógeno ou fragmentos de patógenos, PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 

Pattern). Tem sido demonstrado que os patógenos podem induzir diferentes padrões 

de morte celular, como a apoptose, necrose ou piroptose (13) e que a fagocitose 

dessas células mortas infectadas pode levar a ativação de macrófagos, assim como 

de CD e linfócitos (14-16).  

Dados recentes obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram, in vitro e 

in vivo, que a fagocitose de células apoptóticas infectadas (iACs) com Escherichia coli, 

por CD, resulta na produção de IL-1β, IL-6, TGF-β e IL-23. Além disso, essas CD são 



 

mais hábeis em migrar para os linfonodos quando comparados à fagocitose de AC 

não infectadas (16).  

Ao fagocitar os corpos apoptóticos infectados, os receptores de 

reconhecimento padrão (PRR), que são recrutados para o fagossoma durante o 

processo eferocítico, reconhecem os PAMPs e, consequentemente, induzem a 

maturação de CD aumentando a expressão de moléculas co-estimuladoras que, 

associadas à maior apresentação de peptídeos antigênicos em moléculas do 

Complexo principal de histocompatibilidade (MHC), levam à ativação de linfócitos T e 

a indução  da resposta adaptativa (17). Subramanian e colaboradores demonstraram 

que a  fagocitose de células apoptóticas infectadas com vírus Herpes Simplex 1, por 

CD CD11c+CD8α+, resulta na ativação das mesmas e apresentação de peptídeos 

virais tanto via de MHC II, quanto via MHC I, através de apresentação cruzada, 

induzindo a diferenciação de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ capazes de controlar 

a replicação viral  (18, 19).  

Durante o processamento das iAC, a CD é capaz de apresentar tanto peptídeos 

oriundos do patógeno quanto peptídeos próprios provenientes da iAC, uma vez que 

são processados da mesma forma sem distinção (20).  A apresentação desses 

peptídeos próprios associados ao microambiente inflamatório proveniente do quadro 

infeccioso pode ter uma resposta indesejada. A infecção por Citrobacter rodentium é 

conhecida por induzir apoptose nas células do cólon de camundongos, levando a um 

quadro de colite infecciosa. Utilizando animais transgênicos que suas células 

expressam peptídeos de ovoalbumina (OVA) e infectados por C. rodentium, ao 

receberem linfócitos TCD4+ de animais OT-II, Campisi e colaboradores 

demonstraram que, além da ativação de clones específicos para o patógeno, clones 

autorreativos também foram ativados apenas após a infecção. Ainda, 60% destes 



 

animais trangênicos desenvolveram colite autoimune e apresentaram anticorpos IgA 

específicos para OVA. Para comprovar o efeito da eferocitose nesse processo, a 

inibição farmacológica da fagocitose de células apoptóticas do cólon diminuiu 

drasticamente a diferenciação de linfócitos Th17 autorreativos (21). Desta forma, 

considerando que o desenvolvimento de autoimunidades pode ser desencadeado a 

partir de quadros de infecção, este estudo demonstrou pela primeira vez, que a 

fagocitose e processamento iAC leva à apresentação de peptídeos próprios, que em 

microambiente inflamatório, associado a predisposições genéticas, poderia favorecer 

o desenvolvimento de autoimunidades. 

 

1.2. Vírus Zika e apoptose celular 

 

O Zika (ZIKV) é um vírus membro da família Flaviviridae e sua transmissão em 

humanos ocorre principalmente pela picada de insetos vetores (mosquitos do gênero 

Aedes spp. infectados) e por vias menos recorrentes, como a transmissão congênita, 

sexual e por transfusão de sangue (22, 23). A infecção em adultos é caracterizada por 

dores de cabeça leves, febre baixa, mal-estar, dores leves nas articulações, 

conjuntivite, coceira e exantema maculopapular. Em gestantes infectadas pode 

ocorrer a transmissão vertical do vírus e os fetos podem desenvolver a síndrome 

congênita do vírus Zika, com apresentação de microcefalia e outras alterações 

durante o desenvolvimento neurológico (24). Embora indivíduos infectados possam 

ser assintomáticos ou apresentar apenas sintomas brandos da doença, a infecção tem 

ganhado atenção pelos casos de transmissão congênita e complicações neurológicas, 

mesmo que ainda não comprovada a correlação, tais como a síndrome de Guillain-

Barré (GBS) e encefalomielite disseminada aguda (25, 26). 



 

Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o ZIKV infecta diferentes 

linhagens celulares e múltiplos tecidos do hospedeiro, utilizando de linfonodos e do 

líquido cefalorraquidiano como “santuários” anatômicos para persistir e evadir das 

respostas de defesa do organismo (27, 28). Além disso, o ZIKV também é capaz de 

infectar células precursoras neurais, causando a morte destas células por apoptose 

via ativação do receptor Toll-like-3 e caspase-3 e, dessa forma, compromete o ciclo 

celular e o desenvolvimento das mesmas (29, 30).  

A infecção preferencial de células progenitoras neurais está possivelmente 

relacionada à alta expressão do receptor Axl tirosina quinase, da família de receptores 

TAM, na membrana celular o qual é necessário para a entrada do vírus e também 

para a modulação da resposta imune inata nessas células. A atividade quinase da Axl 

leva a supressão da via de sinalização de interferon tipo 1, a qual é importante na 

defesa contra infecções por vírus (31, 32). Recentemente, foi demonstrada a 

importância da participação do receptor Axl também na indução da apoptose da 

micróglia de camundongos infectados, em que animais Ifnar-/-/Axl-/-, deficientes para 

os receptores de Interferon e Axl, infectados apresentam maior sobrevivência e menor 

patogênese(33).  Além disso, foi demonstrado que as células da epiderme e derme, 

incluindo macrófagos e células dendríticas residentes, tecido em que ocorre a picada 

do mosquito e entrada do vírus, são permissivas a infecção pelo ZIKV (34, 35).   

Até o momento, não há estudos que correlacionem o intenso acúmulo de 

células neuronais apoptóticas durante a infecção por ZIKV e uma possível ativação 

de clones de linfócitos T autorreativos, que justifique o desenvolvimento de 

neuropatias, como a GBS (26, 36). A GBS é uma polirradiculoneuropatia 

desmielinizante inflamatória aguda, a qual pode ocorrer após quadros de infecções 

bacterianas, como Campylobacter jejuni, e virais, incluindo vírus dengue (DENV) e 



 

ZIKV (37). Na maioria dos casos, destaca-se o papel de autoanticorpos 

antiglicolipídeos, favorecendo a destruição de neurônios periféricos. Entretanto, nos 

casos de GBS relacionados à infecção pelo ZIKV, menos de 50% dos indivíduos 

apresentam autoanticorpos, sugerindo a participação de outros componentes nessa 

neuropatia (38). Recentemente foi demonstrada que a infecção ex vivo de neurônios 

sensoriais periféricos de camundongos adultos resulta em um aumento de morte de 

células da glia por duas cepas africanas de ZIKV, reforçando um possível 

envolvimento da eferocitose dessas iACs com o desenvolvimento de GBS (39).  

A resposta de linfócitos T citotóxicos (LTC) durante a infecção pelo ZIKV foi 

prioridade nos estudos realizados até o momento e poucos trabalhos analisaram a 

ativação de células T CD4+ (40). Pardy e colaboradores demonstraram que, em 

camundongos adultos, a infecção pelo ZIKV induz uma resposta do padrão Th1, com 

células produtoras de IFN-γ e TNF-α, que contribuem com a ativação robusta de LTC 

(41). Entretanto, apesar dos relatos de desenvolvimento de neuropatias associadas à 

infecção pelo ZIKV e a indução de apoptose em células infectadas, ainda não foi 

estabelecida uma possível correlação entre a eferocitose de iAC por CD e a ativação 

de clones de linfócitos T CD4+ autorreativos, favorecendo o desenvolvimento de 

autoimunidades.  

 

 

  



 

 

2. Hipótese de estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Hipótese de estudo. Neste estudo que pós a eferocitose de células apoptóticas 
infectadas pelo vírus Zika, as células dendríticas apresentariam um perfil imunogênico, 
sugerindo que seriam capazes de ativar de clones autorreativos de linfócitos T CD4+. 



 

3. Objetivo 

Avaliar o perfil de ativação de BMDC após a fagocitose de células apoptóticas 

infectadas pelo ZIKV. 

 

Objetivos específicos: 

1. Avaliar a infectividade pelas cepas PE243 e MR766 de Zika vírus nas linhagens 

celulares HaCaT, Huh7.5, A549, C6 glia e SH-SY5Y;  

2. Caracterizar o perfil de ativação e maturação das BMDC durante o processo de 

fagocitose de células apoptóticas infectadas pelo ZIKV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. Material e métodos 

4.1. Cultivo celular  

Células HaCaT (RRID:CVCL_0038), A549 (ATCC® CCL-185™), C6 glia 

(ATCC® CCL-107™) e Huh7.5 (RRID:CVCL_7927) foram mantidas em meio DMEM 

(Lonza) suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e gentamicina (Gibco) 0,1% 

em incubadora à 37°C e 5% CO2. A linhagem celular SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) 

foi mantida em meio DMEM-F12 (Lonza) suplementado com SFB 10% e gentamicina 

0,1%. As células oriundas de Aedes albopictus C6/36 foram mantidas em meio 

Leibovitz's L-15 suplementado com SFB 10%, triptose e gentamicina em incubadora 

“Bio-Oxygen Demand” (BOD) à 28°C.  

Células dendríticas foram diferenciadas de medula óssea (BMDC) a partir da 

extração de células progenitoras da medula de tíbia e fêmur de camundongos 

C57BL/6J, com aproximadamente 5-8 semanas, na presença de Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 20 ng/mL por 7 dias e 1x106 

células/mL, com troca de meio nos  3 e 6, suplementado com SFB 10% e 

gentamicina 0,1% (42). A utilização dos animais foi aprovada pelo Comitê de Ética 

CEUA/FCFAr 08/2018. 

 

4.2. Cultivo viral 

Durante o estudo foram utilizadas duas cepas do ZIKV: PE243 de linhagem 

asiática e isolada no Estado de Pernambuco, Brasil no ano de 2015 e a cepa original 

do vírus, MR766 de linhagem africana, isolada em Uganda em 1947. As cepas foram 

cedidas pelo Laboratório de Virologia Molecular do Instituo Carlos Chagas, Fiocruz - 

Paraná. Células C6/36 foram cultivadas em meio completo SFB 10% em BOD a 28°C 



 

até atingir a confluência de 70%. As garrafas de cultura T175 foram lavadas duas 

vezes com PBS e inóculos das cepas ZIKV PE243 e ZIKV MR766, foram utilizados 

separadamente, para infectar (MOI 0,1) as células durante 7 dias à 28ºC. O 

sobrenadante da garrafa foi centrifugado, dividido em alíquotas e congelado a -80°C. 

Uma terceira garrafa de cultivo de células C6/36, não infectadas com meio L-15 

completo, foi mantida concomitante às garrafas infectadas. O sobrenadante da cultura 

não infectada (Mock) também foi centrifugado, dividido em alíquotas de congelado a 

-80°C. O Mock foi utilizado como controle negativo durante todo o trabalho. 

 

4.3. Titulação dos estoques virais 

Um total de 1x105 células C6/36 por poço foi adicionado a placas de 24 poços 

e, após aderência por 24h, uma alíquota de cada estoque viral foram diluídas em meio 

L-15 sem soro de forma seriada até a diluição final de 10-9. Uma alíquota de cada 

diluição viral, Mock ou somente meio foi adicionada às placas em duplicata e 

incubadas por 1 hora em BOD a 27ºC. Após a incubação, o sobrenadante foi retirado 

e adicionado o meio de cobertura (1:1 de meio L-15, 10% SFB, 0,52% triptose, 0,5 μg/ 

mL gentamicina e carboximetilcelulose 3,2%) para que a disseminação das partículas 

virais ocorresse horizontalmente apenas, permitindo a formação de focos e a leitura 

correta da titulação. Após incubação de 7 dias a 27°C em BOD., o meio de cobertura 

foi retirado, os poços foram lavados com PBS e paraformaldeído (PFA) 3% foi 

adicionado e as células foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente para 

fixação das células e inativação das partículas virais. Os poços foram lavados com 

PBS e 0,5% Triton X-100 em PBS foi adicionado por 4 minutos para permeabilização 

celular. Em seguida, as células foram lavadas,  tratadas com o anticorpo 4G2 (anti-

proteína E de Flavivírus) primário (1:400) por 1 hora a 37°C e em seguida incubadas 



 

com anticorpo secundário anti-IgG camundongo conjugado com fosfatase alcalina na 

diluição de 1:7500 por 1 hora a 37°C e 5% CO2. Após a revelação com solução 

NBT:BCIP em tampão para reação de fosfatase alcalina, as unidades formadoras de 

foco (UFF) foram contadas e a titulação calculada utilizando a fórmula:  

𝑈𝐹𝐹

𝑚𝐿
=  

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑛º 𝑓𝑜𝑐𝑜𝑠

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜 (𝑚𝐿)
 𝑥 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 

 

 

4.4. Ensaio de infecção  

Os ensaios de infecção foram realizados utilizando células de linhagem HaCaT, 

A549, Huh7.5, C6 e SH-SY5Y com as duas cepas do vírus, ZIKV PE243 e ZIKV 

MR766. 105 células/poço foram adicionadas em placa de 24 poços durante 24 horas. 

Após aderência, os poços foram lavados e os inóculos virais foram adicionados em 

MOI 0.1, 1 e 10 por 1:30 h a 37°C e 5% CO2 e retirado o inóculo. Novo meio completo 

foi adicionado e após 24, 48 e 72 h de incubação a 37ºC e 5% de CO2, as células 

foram lavadas com PBS, e então tripsinizadas 0,25%. Posteriormente, as células 

foram transferidas para uma placa de 96 poços de fundo “U”, centrifugada e o 

sobrenadante desprezado. As células foram recuperadas, fixadas e permeabilizadas 

utilizando o kit de CytoFix e CytoPerm (BD Biosciences) seguindo as especificações 

do fabricante. Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo 4G2-FITC 

(1:600). A taxa de infecção foi verificada por citometria de fluxo (BD FACSCanto e BD 

FACSVerse). 

 



 

4.5. Irradiação de UVC em células infectadas pelo ZIKV 

Com o intuito de induzir e padronizar a apoptose em células infectadas, foi 

realizada a irradiação com ultravioleta C (UVC) 5mJ utilizando o equipamento Bio-Link 

(Vilber Lourmat). Após a irradiação, as células foram incubadas por 4 horas para que 

houvesse as células tivesse uma a taxa de apoptose (Anexina-V+) e necrose (7AAD+) 

padronizada, a qual foi avaliada por citometria de fluxo. 

 

4.6. Avaliação da taxa de apoptose e indução de apoptose 

A porcentagem de morte celular (apoptose/necrose) foi avaliada após 24, 48 e 

72 horas de infecção pela marcação Anexina-V-FITC e 7-AAD (BD Biosciences) e a 

aquisição realizada em citômetro de fluxo (BD FACSCanto e BD FACSVerse).  

 

4.7. Ensaio de eferocitose e determinação do estado de ativação de BMDCs 

Para avalição da eferocitose, após o período de infecção, as células 

apoptóticas infectadas pelo ZIKV e células apoptóticas não infectadas foram divididas 

pela metade. 50% das células foram marcadas com carboxifluoresceína succinimidil 

éster (CFSE) (5uM), cocultivadas com BMDC na proporção de 1 BMDC para 3 células 

apoptóticas (1:3), e incubadas 18 horas. Após esse período, as células foram 

marcadas com o corante Fixable Viability Stain 780 para avaliar a viabilidade das CD 

e excluir células mortas. Após a marcação, as Cd foram fixadas com PBS/PFA 4% por 

15 minutos a 4°C e feita marcação com anticorpos anti-CD11c por 40 minutos a 4°C 

para avaliar da taxa de eferocitose por BMDC. O restante das iACs foram cocultivadas 

com BMDC por 18 horas, marcadas com Fixable Viability Stain 780 por 10 minutos a 

temperatura ambiente e fixadas com PFA 4% por 15 minutos a 4°C. Foi feito o 



 

bloqueio prévio de ligações inespecíficas prévio com FcBlock (BD Biosciences) por 15 

minutos a 4°C e foram utilizados os anticorpos anti-CD11c, anti-Ia[b] (MHC de classe 

II) e anti-CD86 em SFB 2% por 40 minutos a 4°C.  

As etapas de infecção e marcação com CFSE do ensaio de eferocitose da 

linhagem SH-SY5Y foram realizadas no Laboratório de Virologia Molecular do Instituto 

Carlos Chagas em Curitiba e então fixação com PFA 4% para realização dos ensaios 

de cocultura.  

 

4.8. Quantificação de citocinas  

Após 18h de cocultura, o sobrenadante foi recolhido para quantificação de 

citocinas produzidas por BMDC durante a eferocitose de células apoptóticas 

infectadas. A quantificação foi realizada pelo método de ELISA utilizando os kits de 

IL-1β (BD Biosciences – limite de detecção 1000 – 15,62 pg/ml), IL-6 (BD Biosciences 

– limite de detecção 1000 – 15,62 pg/ml), TGF- β (R&D – limite de detecção 2000 – 

31,25 pg/ml), TNF-α (BD Biosciences – limite de detecção 1000 – 15,62 pg/ml) e IL-

10 (BD Biosciences – limite de detecção 2000 – 31,25 pg/ml) , leitura da absorbância 

em 450nm foi mensurada em um leitor de placas Epoch (Biotek). 

 

4.9. Análise dos resultados 

A análise dos dados de citometria de fluxo foi feita pelo software FCS Express 

4 (De Novo) ou FlowJo (Tree Star). Os resultados foram analisados utilizando o 

programa estatístico Prism 6.0 (GraphPad Software). Para as comparações entre dois 

grupos experimentais foram utilizados o teste de Student’s t e para as comparações 

entre três ou mais grupos experimentais foi aplicado a análise de variância ANOVA 



 

seguido de teste de comparação múltipla Dunnett ou Tukey. Os resultados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média. 

 

 

5. Resultados 

5.1. Taxa de infecção de diferentes linhagens celulares pelas cepas ZIIKV 

PE243 e ZIKV MR766. 

Para obtenção das células apoptóticas infectadas com vírus ZIKA (ZIKV-iAC) 

foi necessário avaliar a suscetibilidade à infecção pelo vírus utilizando diferentes 

linhagens celulares. Para tanto, as linhagens HaCaT, A549, Huh7.5 humanas foram 

testadas quanto a infectividade pelo ZIKV. Para a padronização da infecção nessas 

linhagens celulares foram utilizados diferentes MOI por um período de 24 e 48 horas. 

A porcentagem de células positivas para o ZIKV foi avaliada pela marcação 

intracelular, utilizando o anticorpo 4G2-FITC, específico para proteína E de flavivírus.  

Inicialmente, foi avaliada a infecção da linhagem celular HaCaT pela cepa ZIKV 

PE243, a qual apresentou uma baixa porcentagem de células positivas para FITC 

(aproximadamente 3%), independente do MOI utilizado (Fig. 2A). Em relação a 

infectividade das células A549 pelas cepas virais ZIKV PE243 e ZIKV MR766, 

utilizando MOI de 0,1, 1 e 10, foi observada uma maior suscetibilidade à infecção 

utilizando o MOI de 10, com 31,4% para ZIKV PE243 e 41% para ZIKV MR766 (Fig. 

2B). A linhagem Huh7.5 apresentou a maior taxa de infecção, quando comparada a 

outras linhagens, sendo 50,23% para ZIKV PE243 e 78,43 para ZIKV MR766, 

utilizando o MOI 0,1 (Fig. 2C).  
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Figura 2. Taxa de infecção das linhagens HaCaT, A549 e Huh7.5 pelo ZIKV. Células das 
linhagens HaCaT, A549 e Huh7.5 submetidas à infecção com as cepas ZIKV PE243 e ZIKV 
MR766 de ZIKV por 48h e MOI de 0,1, 1 e 10. As células foram marcadas intracelularmente com 
anticorpo 4G2-FITC e analisadas por citometria de fluxo. As taxas de infecção são representadas 
pela porcentagem de células FITC+. Resultado de um experimento em triplicata para as linhagens 
Huh7.5 e A549; e para HaCaT um experimento somente. 



 

 

5.2 Taxa de infecção pela cepa ZIKV PE243 utilizando linhagens neuronais 

 Optamos por avaliar a suscetibilidade de linhagens neuronais ao ZIKV devido 

a nossa hipótese de estudo que visa correlacionar uma possível associação na 

ativação das células T autorreativas por células dendríticas durante os processos de 

eferocitose desencadeando, portanto, neuropatias associadas ao ZIKV. Duas 

linhagens neuronais foram avaliadas, a SH-SY5Y, linhagem de neuroblastoma 

humano e que já teve suscetibilidade demonstrada previamente (43), e a C6, linhagem 

de glioma de rato. Apenas a cepa ZIKV PE234 foi utilizada nos experimentos 

subsequentes devido a associação com o desenvolvimento de neuropatias, fenômeno 

não observado com a cepa ZIKV MR766. 

A suscetibilidade a infecção pela cepa ZIKV PE234 em ambas linhagens foi 

determinada utilizando MOI de 1 e/ou 10, nas subsequentes 48 horas de infecção. A 

linhagem C6 foi avaliada somente com MOI de 10 a fim de induzir o máximo de 

infecção e foi observado 14,02% de células 4G2-FITC. As células SH-SY5Y 

mostraram-se mais suscetíveis a infecção por PE243 após 48h, apresentando 78,19% 

e 71,58% de positividade para 4G2-FITC utilizando MOI de 1 e 10, respectivamente. 
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Figura 3. Taxa de infecção de células das linhagens neuronais SH-SY5Y e C6 pelo ZIKV. 
Células das linhagens C6 e SH-SY5Y submetidas à infecção com a cepa ZIKV PE243 por 48h. 
As células foram marcadas intracelularmente com anticorpo 4G2-FITC e analisadas por 
citometria de fluxo. A taxa de infecção é representada pela porcentagem de células FITC+. 
Resultado de dois experimentos independentes feitos em triplicata técnica para a linhagem 
SH-SY5Y; para linhagem C6 um experimento em duplicata técnica. 



 

5.3 Suscetibilidade de BMDC a infecção pelo ZIKV 

Foi demonstrado que as CD humanas são suscetíveis a infecção pelo ZIKV, 

podendo funcionar como reservatório para o vírus e, portanto, serem ativadas devido 

a infecção pelo vírus. Portanto, além das linhagens celulares, a suscetibilidade de 

BMDC à infecção por ZIKV foi também avaliada, uma vez que, durante o cocultivo de 

ZIKV-iAC, poderia ocorrer a infecção direta pelo vírus, representando uma crítica 

inerente a essa condição experimental. Dessa forma, BMDC foram incubadas com 

ambas as cepas, ZIKV PE243 e ZIKV MR766, utilizando MOI de 10, por 48 horas. A 

infectividade das cepas de ZIKV nessas células foi inferior a 1% (Fig. 4), descartando, 

portanto, a possibilidade da infecção direta em células dendríticas de camundongos 

C57BL/6J durante a eferocitose de células infectadas, e, portanto, uma possível 

indução da ativação de BMDC 

Mediante aos resultados obtidos, as linhagens HaCaT, A549 e C6 glia não 

foram utilizadas nos experimentos subsequentes devido à baixa suscetibilidade a 

ambas cepas do ZIKV. No entanto, as taxas de infecção pela cepa ZIKV PE243 nas 

linhagens Huh7.5 e SH-SY5Y mostraram-se promissoras para dar continuidade aos 

experimentos de eferocitose.  

  



 

 

 

 

  

Figura 4. Suscetibilidade de BMDC à infecção pelo ZIKV. BMDC foram submetidas à infecção 
com cepas ZIKV PE243 e ZIKV MR766 por 48h e MOI de 10. As células foram marcadas 
intracelularmente com anticorpo 4G2-FITC. Os resultados foram analisados por citometria de fluxo 
para positividade em FITC e a taxa de infecção estão representadas nos gráficos de densidade 
pela porcentagem de células FITC+. Um experimento realizado em duplicata. 



 

5.4 Avaliação do padrão de morte celular mediante a infecção pelo ZIKV na 

linhagem SH-SY5Y  

Estudos prévios demonstram que a infecção pelo ZIKV induz apoptose em 

alguns tipos celulares, principalmente as células neuronais (44, 45). Após comprovar 

a suscetibilidade da linhagem SH-SY5Y ao ZIKV, o próximo passo foi determinar a 

taxa de apoptose e necrose dessas células infectadas em diferentes tempos de 

infecção. Utilizando a cepa ZIKV PE243 e MOI de 1, o padrão de morte celular foi 

avaliado utilizando a marcação de Anexina-V e 7AAD. A apoptose precoce é 

representada por An+/7AAD- (Fig. 5A), a apoptose tardia por An+/7AAD+ (Fig. 5B) e a 

necrose celular por An-/7AAD+ (Fig. 5C). A porcentagem de células viáveis foi 

considerada por An-/7AAD- (Fig. 5D). Ao contrário do esperado, a infecção pelo ZIKV 

não resultou no aumento significativo na morte celular, apoptose ou necrose, nas 

primeiras 72 h de infecção, quando comparado a condição de células cultivadas 

apenas na presença de Mock (realizado em placas de 24 poços).  

Devido à necessidade de grande quantidade de células apoptóticas para 

realização dos ensaios de cocultura, o ensaio de infecção foi escalonado para garrafas 

de cultivo de 150 cm2 para obtenção de ZIKV-iAC e o padrão de morte celular foi 

novamente avaliado após 48h de infecção. Foi observada uma tendência de aumento 

na taxa de apoptose na linhagem SH-SY5Y, quando comparado ao Mock. Além disso, 

após 48 h de infecção na linhagem SH-SY5Y a taxa de células viáveis (An-/7AAD-) foi 

maior na condição Mock quando comparado a condição infectada. Ao utilizar a garrafa 

de cultivo para infectar as células, diminuímos a morte celular induzida por outros 

fatores que não a infecção por ZIKV. Não foram observadas diferenças significativas 

na porcentagem de células apoptóticas tardias e necróticas (An+/7AAD+ e An-



 

/7AAD+) entre as condições experimentais utilizando células infectadas com ZIKV ou 

incubadas com Mock.   
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Figura 5. Taxa de apoptose de células SH-SY5Y após infecção pelo ZIKV. Células da 

linhagem SH-SY5Y foram submetidas à infecção com a cepa ZIKV PE243 por 24, 48 e 72h 

(MOI de 1). (a-d) As células foram marcadas com Anexina-V e 7AAD e a analisadas por 

citometria de fluxo. Dados de um experimento em triplicata. (e) Gráfico de densidade 

representativo das condições Mock e ZIKV-iAC da garrafa de cultura após 48h. 



 

5.5 Avaliação de fagocitose de células Huh7.5 infectadas com ZIKV por BMDC 

Após obter uma alta taxa de infecção da cepa ZIKV PE243 na linhagem Huh7.5, 

foi realizado um ensaio de eferocitose por BMDC concomitante a determinação do 

padrão de morte celular após infecção e irradiação UVC. As células da linhagem 

Huh7.5 foram infectadas utilizando MOI de 10 por 24 h, irradiadas e então cocultivadas 

com BMDC, por 18 h. Como controle, as células infectadas ou incubadas com Mock 

foram submetidas a irradiação para determinar a porcentagem de morte celular nas 

diferentes condições experimentais. Entretanto, não foi possível avaliar a morte celular 

após as 24h devido a problemas na marcação de Anexina-V e 7-AAD.  

Diferente do que esperávamos inicialmente, a taxa de eferocitose de células 

Huh7.5 infectadas (ZIKV e ZIKV-UVC) foi semelhante a eferocitose de células na 

presença de Mock. Entretanto, observamos uma tendência de aumento na eferocitose 

de células na presença de Mock irradiadas com UVC (Mock-UVC), sugerindo que 

tanto a infecção, quanto o tratamento das células infectadas com 5 mJ de UVC não 

induziu um aumento na expressão de moléculas de PS e com isso, uma menor taxa 

de eferocitose (Fig. 6). No entanto, não houve diferença na porcentagem de CD duplo 

positivas (CD11c+/MHCII+) após a eferocitose de ZIKV-UVC, quando comparado com 

a condição Mock-UVC. A Median Fluorescent Intensity (MFI) observada indica uma 

diminuição na expressão de MHC-II em células CD11c+ após a eferocitose de AC-

UVC, em comparação as outras condições experimentais (dados não mostrados).  

Além disso, para avaliar o perfil de ativação de BMDC após a eferocitose, as 

citocinas IL-1β, IL-6 e IL-10 foram quantificadas no sobrenadante das coculturas pelo 

método de ELISA (Fig. 8). Independente da irradiação com UVC, a eferocitose de 

células infectadas por BMDC resultou em uma tendência de aumento na produção de 

IL-6 e IL-10, quando comparado com as condições de eferocitose de células não 



 

infectadas (Mock e Mock-UVC). O aumento nos níveis dessas citocinas mostrou-se 

ainda mais pronunciado em relação a IL-10, visto que foi observado um aumento de 

3-4 vezes, quando comparado com as condições de células infectadas (ZIKV e ZIKV-

UVC), em relação ao cocultivo com células não infectadas (Mock e Mock-UVC). 
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Figura 6. Perfil de eferocitose de células Huh7.5 infectadas pelo ZIKV. Células na 

presença de Mock (Mock), células na presença de Mock e irradiadas com UVC (Mock-

UVC), células infectadas (ZIKV) e células infectadas e irradiadas com UVC (ZIKV-UVC) 

foram previamente marcadas com CFSE e cocultivadas com BMDC por 18h. A taxa de 

eferocitose foi avaliada por citometria de fluxo, indicada pela porcentagem de células 

CD11c positivas para CFSE. Dados representados em gráficos de densidade obtidos de 

um experimento. 

 

        



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expressão de MHC-II após eferocitose de células Huh7.5 por BMDC. Mock, 

Mock-UVC, ZIKV e ZIKV-UVC foram co-cultivadas com BMDC e a ativação foi 

demonstrada pelo (MFI) de (I-A(b)). Foi feito um gating de BMDC viáveis para analisar sua 

ativação através do MFI. Dados referentes a um experimento sem replicata experimental. 
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Figura 8. Eferocitose de células Huh7.5 infectadas pelo ZIKV induz maior produção 

de IL-6 e IL10. Mock, Mock-UVC, ZIKV e ZIKV-UVC foram cocultivadas com BMDC. Os 

sobrenadantes da cocultura foram utilizados para quantificação das citocinas IL-1β, Il-6 

e IL-10 por ELISA. Dados referente a um experimento sem replicata experimental. 
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5.6 Avaliação da eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV por 

BMDC  

Após confirmar a taxa de infectividade e o padrão de morte celular mediante a 

infecção pela cepa ZIKV PE243 de ZIKV, as BMDC foram cocultivadas na presença 

das linhagens SH-SY5Y infectadas e não infectadas com ZIKV PE243. As células SH-

SY5Y foram infectadas utilizando o inóculo de MOI de 1 e Mock, por 48h, e então 

conjugadas com CFSE para caracterização da porcentagem de eferocitose por 

BMDC.  

Não foi observada diferença na porcentagem de BMDC viáveis hábeis em 

fagocitar células na presença de Mock (Mock) ou células infectadas pelo ZIKV (ZIKV-

iAC) (Fig. 9), ou seja, aproximadamente 30-40% de BMDC (CD11c) foram positivas 

para CFSE (CD11c+/CFSE+).  

Além disso, a expressão de células CD11c, positivas pra CD86 e MHC-II, foi 

avaliada como parâmetro de ativação de BMDC. Essas moléculas passam a ser 

expressas em maior quantidade após a ativação e maturação de BMDC, as quais são 

essenciais durante o processo de ativação de linfócitos TCD4+. Quando avaliado o 

perfil de expressão dessas moléculas após o cocultivo com SH-SY5Y ZIKV-iAC, as 

BMDC apresentaram um aumento significativo na porcentagem de células CD11c+ 

viáveis expressando CD86 e MHC-II (Fig. 9 A), quando comparado à condição Mock, 

demonstrando ativação dessas BMDC. Além do aumento na porcentagem de células 

expressando essas moléculas, houve o aumento significativo da expressão pela MFI 

de CD86, 1,34 vez maior, e MHC-II, 1,51 vez maior, após a eferocitose de ZIKV-iAC 

compara a condição Mock (Fig.9 B e C).  



 

A produção de citocinas é outro parâmetro importante para a avaliação da 

ativação das BMDC, tanto a concentração quanto o perfil dessas citocinas estão 

associados aos subtipos de linfócitos T CD4+. A eferocitose de SH-SY5Y ZIKV-iAC 

por BMDC resultou no aumento na produção de IL-1β, IL-6 e TGF-β, quando 

comparado à condição Mock, indicando a ativação das BMDC e liberação de citocinas 

inflamatórias e anti-inflamatória. Não foi observada diferença na produção de IL-10 e 

TNF-α entre as condições. 
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Figura 9.  Células neurais infectadas com Zika não induzem aumento na taxa de 

eferocitose por BMDC. Após o cocultivo com (ZIKV-iAC) e (Mock), avaliamos a taxa de 

eferocitose das BMDC pela. A taxa de eferocitose é dada pela porcentagem de células 

CD11c+CFSE+ e representada em gráfico de densidade. Dados de um experimento em 

triplicata experimental. 
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Figura 10.  BMDC apresentam maior ativação após cocultivo com ZIKV-iAC. Após o 

cocultivo com ZIKV-iAC e Mock, avaliamos o perfil de ativação das BMDC pela expressão 

de MHCII e CD86. A porcentagem de células CD86+MHCII+ (a) é relativa as células CD11c 

pré-selecionada entre células viáveis. MFI das moléculas CD86 e MHCII de cada molécula 

(b) em histograma representativo (c). Dados de um experimento em triplicata experimental. 

 

 

Figura 11. Eferocitose de SH-SY5Y ZIKV-iAC por BMDC tem maior produção 

de IL-1β, IL-6 e TGF-β. Células não infectadas (Mock) e infectadas (ZIKV-iAC) 

foram cocultivadas com BMDC e feita a quantificação das citocinas IL-1β, IL-6, IL-

10, TGF-β e TNF-α  do sobrenadante por ELISA. Dados de um experimento em 

triplicata experimental. 

 

 

 

 

 



 

6. Discussão 

O desenvolvimento de neuropatias em adultos associadas a infecção pelo ZIKV 

ainda não foi elucidado, tão pouco o impacto da eferocitose de células apoptóticas 

infectadas pelo vírus no desencadeamento dessas patologias. A hipótese desse 

estudo baseou-se que a infecção pelo ZIKV induz intensa morte celular por apoptose 

em diversos tipos celulares, incluindo células neuronais, e que o clereance dessas 

células por BMDC induz um perfil imunogênico associado a produção de citocinas 

inflamatórias capaz de ativar linfócitos T CD4+ autorreativos associados as 

neuropatias. A demonstração desse fenômeno explicaria como o ZIKV causa, por 

exemplo, a Síndrome de Guillain-Barré, abrindo possibilidades para estudos mais 

detalhados, incluindo formas de prevenção e tratamento das neuropatias.  

O primeiro desafio deste trabalho foi definir uma linhagem celular como fonte 

de célula apoptótica infectada e padronizar a obtenção destas células. No início deste 

trabalho havia poucas publicações sobre a suscetibilidade de diferentes linhagens ao 

ZIKV e menos ainda sobre a cepa ZIKV PE243. Inicialmente, a linhagem celular 

HaCaT foi escolhida como possível fonte de ZIKV-iAC devido ao relato de que 

queratinócitos humanos são suscetíveis à infecção (34) e por serem a principal porta 

de entrada do vírus no organismo através da picada do inseto. Entretanto, ainda não 

há relatos da infectividade do ZIKV nesta linhagem e, diferente do que esperávamos 

incialmente, a linhagem imortalizada mostrou-se resistente ao vírus e, portanto, com 

baixa taxa de infecção. A linhagem HaCaT possivelmente não expressa receptores 

necessários para a entrada do vírus, como por exemplo receptores da família 

TIM/TAM (32, 33), impedindo a infecção ou expressa fatores que impedem a 

replicação viral. Recentes estudos demonstram que outros tipos celulares também 

apresentam suscetibilidade a infecção pelo ZIKV, incluindo as linhagens A549, Huh7.5 



 

e SH-SY5Y (46). Dessa forma, avaliamos a suscetibilidade dessas linhagens 

celulares, com adição da C6 proveniente de glioma de rato, frente as duas cepas de 

ZIKV MR766 e PE243, das linhagens africana e asiática, respectivamente. Dentre 

essas linhagens conseguimos reproduzir a alta taxa de infecção nas linhagens 

Huh7.5, hepatocarcinoma humano, e SH-SY5Y, neuroblastoma humano.  

Após identificar a linhagem celular Huh7.5 como suscetível a infecção pelo 

ZIKV e, portanto, uma boa fonte de células apoptóticas, o ensaio de eferocitose foi 

realizado seguindo os parâmetros da infecção de 24 horas, utilizando MOI de 10. A 

irradiação UVC nesta linhagem aparentemente não foi capaz de induzir apoptose, 

uma vez que não foram observadas diferenças em relação a porcentagem de células 

apoptóticas fagocitadas (CD11c+CFSE+) entre os grupos irradiados e não irradiados. 

Além disso, as células Huh7.5 infectadas e irradiadas apresentaram uma tendência 

de redução na taxa de eferocitose, quando comparada as células não infectadas e 

irradiadas, indicando que a infecção pode induzir resistência dessas células à indução 

de apoptose. Essa diminuição ou resistência a indução a apoptose pode estar 

relacionada ao ciclo do vírus, no qual nas primeiras 24h após infecção ocorre uma 

ativação da família de proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, impedindo que a célula se 

torne apoptótica para que partículas virais sejam produzidas e liberadas (47).  

Em relação à produção de citocinas produzidas por BMDC durante o cocultivo 

de iACs foi observado uma tendência ao aumento das citocinas IL-10 e IL-6 nas 

condições de células Huh7.5 infectadas, algo ainda não relatado na literatura nessas 

condições, mas já descrito nas infecções pelo ZIKV diretamente em monócitos 

humanos (48). Por não ter sido observada uma diferença significativa quanto a 

produção dessas citocinas entre os cocultivos de ZIKV-iAC e Mock-UVC, acreditamos 

que o tempo de infecção de 24h utilizado para a linhagem Huh7.5 não tenha sido 



 

suficiente para induzir alterações severas nas células infectadas para ativação de 

BMDC após a eferocitose. Ainda são necessárias replicatas experimentais com um 

tempo maior de infecção, provavelmente 48 h como foi observado posteriormente com 

a linhagem SH-SY5Y, para que possamos definir o perfil de ativação dessas BMDC. 

Mediante aos resultados consistentes de suscetibilidade na linhagem neuronal 

SH-SY5Y pela cepa ZIKV PE243, foi feita a cinética dos níveis de apoptose após 24h, 

48h e 72h de infecção com MOI 1. Diferente do que já foi demonstrado em estudos 

prévios na literatura (43), não foi observada uma diminuição na viabilidade celular 

após a infecção pelo ZIKV na linhagem SH-SY5Y a partir de 48h, quando avaliada em 

uma alta confluência celular na placa de 24 poços. Entretanto, quando realizamos a 

infecção utilizando a confluência adequada em um frasco de cultivo celular, nossos 

resultados confirmaram os obtidos previamente por Luplertlop e colaboradores (43), 

ou seja, foi possível observar a diminuição da viabilidade da linhagem SH-SY5Y 

infectada, quando comparada ao Mock. 

Sabe-se que o reconhecimento de partículas virais, por exemplo material 

genético e proteínas, por PRR como TLR3, TLR7 e TLR8  pode resultar na ativação 

de fagócitos, como as células dendríticas(49-51). Nossos resultados demonstram que 

o cocultivo com células SH-SY5Y apoptóticas infectadas resultou na ativação de 

BMDC, resultando no aumento da expressão das moléculas CD86 e MHC-II, algo 

ainda não relatado na literatura, bem como a produção das citocinas IL-1β e IL-6, 

quando comparado a condição Mock. Portanto, possivelmente a ativação de BMDC 

após a eferocitose de ZIKV-iAC ocorre pelos componentes virais ou padrões 

moleculares associados ao dano (DAMP) por PRR nos interior do fagolissosomo (52, 

53). A maior produção de TGF-β na presença do ZIKV pode estar associada a maior 

porcentagem de células apoptóticas na condição infectada. A produção dessa 



 

citocinas deve-se possivelmente ao reconhecimento de PS via receptores eferocíticos 

como stabilin-2, BAI-1, TIM-4 expressos por BMDC que resulta na produção de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β, com o intuito suprimir a inflamação e 

manter a homeostasia (54), levando a ativação de células T reguladoras (11). 

Entretanto, na presença de IL-1β e IL-6, juntamente com TGF- β, associado a uma 

maior ativação das BMDC, poderia levar a ativação de linfócitos T CD4+ naive no 

subtipo Th17 (55, 56), o qual é descrito por ter participação importantíssima em 

doenças autoimunes como esclerose múltipla, artrite reumatoide, psoríase e doenças 

inflamatórias intestinais (57, 58).  

Em modelos experimentais de infecção, utilizando camundongos suscetíveis 

ao ZIKV, foi demonstrado o aumento de aproximadamente 4 vezes na população de 

células T CD4+ produtoras de IFNγ, indicando um predomínio do perfil de células Th1, 

e um aumento de 2 vezes nas células T CD4+ produtoras de IL-17, sugerindo também 

um perfil Th17 (59, 60). Acreditamos que não foi observado o perfil de citocinas para 

ativação de clones Th1 porque provavelmente é induzido pelo reconhecimento do 

ZIKV por outras células além das CD, como células NK e células epiteliais, crucias no 

reconhecimento e defesa contra diversos vírus (61).  

Ao utilizar células dendríticas de camundongos foi possível excluir a detecção 

de citocinas provenientes das linhagens humanas e de uma possível infecção das 

BMDC pelo ZIKV presente no cocultivo, uma vez que essas células mostraram-se 

resistentes ao vírus, ao contrário das CD humanas (62, 63). Essas características 

suportam a hipótese do impacto da eferocitose de células infectadas na geração de 

um microambiente inflamatório, uma vez que somente após o processamento do 

conteúdo da célula apoptótica infectada pelo ZIKV houve a ativação e maior produção 

de citocinas. Vale ressaltar que a suscetibilidade da CD humana a cepa asiática pode 



 

também ser decisiva para que ocorra uma maior ativação dessa célula e 

consequentemente a ativação de linfócitos T CD4+ autorreativos em humanos, sendo 

um importante ponto a ser avaliado também. 

A linhagem SH-SY5Y mostrou-se de fácil manuseio, suscetível a infecção pelo 

ZIKV, sem necessidade de indução da apoptose por radiação UVC ou farmacológica 

(64) e corrobora com nossa hipótese de estudo por se tratar de uma célula neuronal. 

Os ensaios de cocultivo ainda necessitam de alguns controles como o uso de CD 

humanas e o bloqueio da eferocitose pelo do uso de microbeads de Anexina-V e 

bloqueadores de receptores envolvidos na fagocitose de AC. Além disso, novos 

experimentos serão  necessários para realização da cultura de linfócitos T CD4+ naive 

com o sobrenadante proveniente do cocultivo para avaliar a ativação de subtipos Th 

para confirmar a importância do perfil de citocinas produzido pelas BMDC. 

 

 

  



 

7. Conclusões 

• A suscetibilidade das linhagens Huh7.5 e SH-SY5Y a cepa PE243 possibilitou 

o uso dessas células na realização de experimentos como estes que foram 

propostos. 

• A maior expressão de moléculas CD86 e MHCII em BMDC e a maior produção 

de citocinas IL-1β, IL-6 e TGF-β após o cocultivo com células SH-SY5Y 

infectadas pelo ZIKV sugere que a presença do vírus é um fator diferencial para 

a modulação do perfil dessas BMDC. 
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Anexos  

 

 Anexo A. Estratégias de “gating” 

 

Para a aquisição de eventos na citometria de fluxo foram utilizadas estratégias 

de gating para cada experimento. Para avaliar a taxa de infecção dos diferentes tipos 

celulares foram feitas as exclusões de debris e doublets e definida a população 

positiva para FITC+ a partir da condição Mock. No caso da avaliação da taxa de 

infecção das BMDC foi feito a mesma estratégia com a exclusão de células CD11c 

negativas. 

 

Para a avaliação da taxa de apoptose celular foram excluídos debris  somente, 

uma vez que todo conteúdo celular das condições seria utilizado nos experimentos de 

cocultivo. 



 

 

A avaliação da taxa de fagocitose e de ativação de BMDC foram adquiridas 

utilizando a estratégia de eliminação de doublets e debris, eliminação de células 

positivas para Fixable Viability Stain 780 e de células CD11c negativas, com o intuito 

de selecionar BMDC viáveis. 

 

 

 


