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Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-10 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. 

131 

Figura 92 
Influência do atazanavir (1µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. 
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Figura 93 
Influência do atazanavir (3µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença de 0,1 Moi do vírus Zika. 
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Figura 94 
Influência do atazanavir (1µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. 
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Figura 95 
Influência do atazanavir (3µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. 
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Figura 96 
Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-8 pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. 
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Figura 97 137 
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Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-8 pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. 
Figura 98 
Influência do atazanavir (1 µM) na produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 
24h na presença do vírus Zika (MOI 0,1). 
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Figura 99 
Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença do vírus Zika (MOI 0,1). 
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Figura 100 
Influência do atazanavir (1 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença do vírus Zika (MOI 1). 
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Figura 101 
Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença do vírus Zika (MOI 1). 
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Figura 102 
Influência do APDC sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h. 
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Figura 103 
Influência do APDC sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h 
na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. 
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Figura 104 
Influência da diapocinina sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 
24h. 
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Figura 105 
Influência diapocinina sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h 
na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. 
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RESUMO 
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Mesmo sendo relativamente novo, o vírus Zika descoberto em 1947 foi 

protagonista de diversos surtos, dentre eles o do Brasil (2015) com grande 

impacto onde foi identificado, causando microcefalia e desordens neurológicas 

que chamaram a atenção para a sua patogenia. Drogas antirretrovirais como o 

atazanavir, que são inibidores de protease, possuem atividade contra o vírus 

Zika, entretanto, pouco se sabe sobre sua ação em neuroblastos infectados ou 

não, e se são capazes de modificar vias imunológicas que culminem em 

inflamação. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do atazanavir na 

viabilidade e na produção de radicais livres e na produção de citocinas por 

linhagens de neuroblastos infectados pelo vírus Zika. A melhor compreensão 

desses efeitos poderá contribuir para acrescentar novas medidas terapêuticas 

para diminuir a morbidade da infecção pelo vírus Zika. Para o estudo utilizou-se 

duas titulações (MOI 0,1 e 1) da isolado do vírus Zika PE/243, duas 

concentrações do medicamento atazanavir (1 e 3 µM) e neuroblastos SK-N-BE 

(2). Para avaliar a viabilidade celular utilizou-se o método de redução do MTT 

por espectofotometria e por citometria de fluxo avaliou-se a expressão da 

caspase-3 por teste antígeno-anticorpo, a morte celular por anexina/iodeto de 

propídio por citometria de fluxo, a produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio pelas sondas DCF-DA e DAF-2DA, respectivamente, e a dosagem 

das citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e FNT por Kit CBA/BD.  Nossos 

dados mostraram que: 1) a infecção pelo o vírus Zika reduziu a viabilidade dos 

neuroblastos e 1 µM de atazanavir reverteu parcialmente essa toxicidade 2) a 

infecção com 1 MOI do vírus Zika causou a morte por necrose e aumentou a 

expressão de caspase-3, no entanto, a incubação dos neuroblastos com 1 µM 

de atazanavir reduziu essa expressão;  3) tanto a inibição quanto a indução da 

via do NF-B afetaram a viabilidade dos neuroblastos, na presença ou ausência 

da infecção; 4) a inibição da autofagia causou a redução da viabilidade dos 

neuroblastos, sendo esta mais evidente na presença da infecção; 5) a infecção 

pelo vírus Zika inibiu a produção de EROs pelos neuroblastos, mas esta foi 

parcialmente revertida pelo atazanavir; 6) na presença da infecção 0,1 MOI do 

vírus reduziu a produção de ERNs e mesmo o atazanavir não foi capaz de 

reverter essa redução; 7) na presença de 1 MOI do vírus, houve aumento na 

produção de IL-1, FNT e mais expressiva de IL-6 e IL-8, enquanto houve redução 

de IL-12p70; 8) o inibidor da produção de ERNs diminuiu acentuadamente a 

viabilidade da célula, já indutores das EROs também reduziram a viabilidade dos 

neuroblastos. No conjunto, os resultados sugerem que o atazanavir na 

concentração 1 µM pode ser um medicamento promissor para proteger o 

neuroblasto na infecção pelo vírus Zika, contribuindo para diminuir o risco de 

microcefalia pela diminuição do risco de morte dos neuroblastos na vigência da 

infecção em gestantes. Entretanto, os é preciso dar continuidade aos estudos 

para verificar se a ação protetora do Atazanavir nos neuroblastos que 

observamos in vitro vai persistir em mulheres gestantes infectadas pelo vírus 

Zika, e se o tratamento poderia prevenir as malformações fetais. 
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Even though it is relatively new, the Zika virus discovered in 1947 was the 

protagonist of several outbreaks, among them, the one in Brazil (2015) with great 

impact, causing microcephaly and neurological disorders that drew attention to 

its pathogenesis. Antiretroviral drugs such as atazanavir, which are protease 

inhibitors, have activity against the Zika virus, however, little is known about their 

action on infected neuroblasts, and whether they are able to modify immune 

pathways that culminate in inflammation. The objective of this work was to 

evaluate the influence of atazanavir on viability and production of free radicals 

and cytokines by neuroblast in vitro. A better understanding of these effects may 

contribute to the addition of novel therapeutic to reduce the morbidity of Zika virus 

infection. Two titrations (MOI 0.1 and 1) of the Zika virus isolate PE/243 were 

used, two concentrations of the drug atazanavir (1 and 3 µM) and neuroblasts 

SK-N-BE (2). To evaluate cell viability, the MTT reduction method was used by 

spectrophotometry and by flow cytometry, the expression of caspase-3 was 

evaluated by antigen-antibody test, cell death by annexin/propidium iodide by 

flow cytometry, the production of reactive oxygen and nitrogen species by the 

probes DCF-DA and DAF-2DA, respectively, and cytokines IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-12p70 and TNF were evaluated by CBA/BD Kit. Our data showed that: 1) 

infection by the Zika virus reduced the viability of neuroblasts and 1 µM atazanavir 

partially reversed this toxicity 2) infection with MOI 1 of the Zika virus caused 

death by necrosis and increased expression of caspase-3, however, incubation 

of neuroblasts with 1 µM atazanavir reduced this expression; 3) both inhibition 

and induction of the NF-kB pathway affected the viability of neuroblasts, in the 

presence or absence of the infection; 4) the inhibition of autophagy caused a 

reduction in the viability of neuroblasts, the latter being more evident in the 

presence of the infection; 5) infection by the Zika virus inhibited the production of 

ROS by neuroblasts, but this was partially reversed by atazanavir; 6) in the 

presence of the infection 0.1 MOI of the virus reduced the production of RNS and 

even atazanavir was not able to reverse this reduction; 7) in the presence of 1 

MOI of the virus, there was an increase in the production of IL-1, TNF and more 

expressive of IL-6 and IL-8, while there was a reduction in IL-12p70; 8) the 

inhibitor of the production of RNS markedly decreased the viability of the cell, 

while ROS inductors also reduced the viability of neuroblasts. Taken together, 

the results suggest that atazanavir at a concentration of 1 µM may be a promising 
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drug in Zika virus infection to protect neuroblasts, contributing to reduce the risk 

of microcephaly by decreasing the risk of death of neuroblasts during infection in 

pregnant women. However, it is required the continuity of studies to verify 

whether the protective action of atazanavir on neuroblasts observed in vitro would 

persist in pregnant women infected with the Zika virus and in the prevention of 

fetal malformations. 

 

Keywords: Neuroblast, Zika, atazanavir, RNS, ROS and cytokines 
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1.1 Histórico, epidemiologia e vetor 

O vírus Zika foi descrito pela primeira vez no ano de 1947, em Uganda, 

detectado em macacos Rhesus encontrados em uma floresta chamada Zika, de 

onde originou-se o nome do vírus (Dick, Kitchen & Haddow 1952). O motivo do 

estudo em tal floresta foi devido à alta incidência de imunidade à febre amarela 

em macacos da região. Testes de neutralização mostraram que o vírus Zika não 

tinha relação com o vírus da febre amarela, dengue, tampouco com vírus de 

encefalomielite de camundongos (Dick, Kitchen & Haddow 1952; WHO 2017). 

Em 1948, o vírus também foi isolado do mosquito Aedes africanus (Dick 

1952). Em 1952 observou-se que alguns pacientes apresentavam anticorpos 

contra o vírus Zika, que foram isoladas de macacos e mosquitos, chamando a 

atenção para a possibilidade de infecção em humanos (Smithburn 1952). Porém, 

durante uma epidemia de icterícia em 1954, Macnamara avaliou três pacientes 

africanos do sexo masculino, e observou que dois apresentavam danos no 

fígado, e todos os três pacientes estavam infectados com o vírus Zika, sendo 

que o autor considerou a doença causada pelo vírus Zika como de gravidade 

moderada. 

 Em 2007 houve propagação do vírus pela África e Ásia, ocasionando um 

grande surto da infecção pelo vírus Zika nas ilhas de Yap. Em 2013-2014 houve 

alguns surtos em outras ilhas do pacífico como Polinésia Francesa, Ilhas da 

Páscoa e Ilhas Cook. Em 2015 houve um grande surto no Brasil, com 

aparecimento de casos de microcefalia quando a infecção ocorria na gestante e 

síndrome de Guillain-Barré associados ao quadro clínico da infecção pelo vírus 

Zika. Em 2016 a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a doença como 

uma emergência de saúde pública internacional (WHO 2017).  

O surto no Brasil alertou para fato de que a infecção pelo vírus Zika era 

um problema de saúde pública internacional, visto a grande área do país e 

possibilidades de propagação. No Brasil, além de já ter endemicamente Dengue 

e Chikungunya, ambos transmitidos pelo mesmo vetor, propagou-se o vírus Zika 

também. Os casos de microcefalia descritos no Brasil indicaram a gravidade da 

doença (Brasil 2016). Em 2018, 6.371 prováveis casos de doença pelo vírus Zika 

foram notificados no país, os quais 2.616 foram confirmados. A região Sudeste 
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e Nordeste apresentaram o maior número de casos, seguidos do Centro-Oeste 

e Norte do país (Brasil 2018). 

O vetor mais importante é o Aedes aegypti por possuir uma ampla 

distribuição geográfica em locais tropicais e subtropicais, sua predominância é 

no Brasil e sudeste da Ásia, mesmo assim ainda é encontrado em regiões dos 

EUA e da Europa (Kraemer et al. 2015). A fêmea do mosquito é responsável por 

diversas doenças, como Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela, mostrando 

o enorme impacto na saúde pública que o mosquito pode causar. Os mosquitos 

localizam o hospedeiro através de diversos sensores, como calor, CO2, odores 

do corpo, dentre outros. A forma larvária e de pupa acontece na água, podendo 

ficar dormentes por meses (Mathews, 2019). 

 

1.2 Vírus 

O vírus Zika pertence à família Flaviviridae, sendo esta família de vírus 

também responsável por outros agentes de relevância clínica, como Dengue e 

Febre Amarela. O vírus pode ser transmitido por vetores, que são mosquitos do 

gênero Aedes, transfusão sanguínea ou por contato sexual (Nunes, Carlini, 

Marinowic et al. 2016).  

O vírus Zika é um vírus de ARN fita simples positiva (+), contendo 10.794 

kilobases, possui também uma fase de leitura que será clivada por proteases 

das células do hospedeiro originando a proteína C que se encontra no capsídeo. 

A glicoproteína E está envolvida na formação da partícula viral, além disso, 

possui 7 proteínas não estruturais, classificadas como NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B e NS5 (Kuno & Chang 2007).  

A proteína NS1 está relacionada com a replicação e infecção, ela se 

associa a lipídeos e forma homodímeros na porção intracelular. A interação 

dessa proteína com os constituintes do sistema imunitário inato ou adaptativo 

está associada aos mecanismos de evasão do patógeno, assim como com sua 

patogênese, esse processo acontece pela secreção da partícula lipoprotéica 

hexamérica (sNS1). Essa partícula pode ligar-se ao complexo C4/C4b e inibir a 

ativação da via clássica do complemento. Esses dados foram observados nos 

vírus Dengue e Oeste do Nilo. Entretanto, pelo fato do vírus Zika ser um 

Flavivírus e possuir estruturas semelhantes, foi sugerido que a NS1 tenha 
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mecanismos semelhantes no vírus Zika (Avirutnan et al. 2010, Amorim et al. 

2014, Shi & Gao 2017). Há algumas diferenças entre a proteína NS1 do vírus 

Zika quando comparada com a de outros Flavivírus. Entre elas, a diferença no 

potencial eletrostático, e é sugerido que essas características que diferenciam o 

vírus Zika de outros Flavivírus possam ter relação com o seu tropismo por 

neurônios e com a facilidade que o vírus tem de atravessar a barreira hemato-

encefálica (Akey et al. 2014).  

O vírus Zika é extremamente dependente da protease e helicase 

NS2B/NS3, já que ele usa este complexo para processamento de poliproteínas.     

Alguns autores sugerem que este possa ser um bom alvo para drogas, 

aproveitando-se dessa íntima dependência pelo vírus do complexo enzimático 

(Tian et al. 2016, Shi & Gao 2017).  

A proteína NS5 é a maior proteína presente no vírus, sua função está 

relacionada com a replicação genômica. Ela permite estabilidade do vírus e 

evasão do sistema imunitário do hospedeiro. Interessantemente, essa proteína 

pode agir como um antagonista da resposta por interferons do hospedeiro 

(Kumar et al. 2016). Essa proteína também foi sugerida como um possível alvo 

para eliminar o vírus, desde que haja cuidados específicos para que ao atuar 

sobre a N-metiltransferase a droga também não acabe influenciando as ARN N-

metiltransferases do hospedeiro (Zhang et al. 2016). 

 

1.3 Imunidade 

A resposta inata contra vírus em geral, segue o padrão clássico de defesa 

antiviral pelos interferons do tipo 1, que são produzidos por células infectadas, 

ou até mesmo por células dendríticas. Os receptores semelhantes a Toll (TLRs) 

endossomais reconhecem os ARNs e ADNs virais, e após esse reconhecimento 

desencadeiam a ativação de receptores citoplasmáticos que irão estimular a 

produção de fatores de transcrição de interferons, levando a produção dos 

mesmos (Yan & Chen 2012; Dixit & Kagan 2013). Outro mecanismo da resposta 

imunitária inata contra vírus é pelas células citotóxicas naturais (Natural Killer - 

NK). Alguns vírus utilizam como mecanismo de escape das células T citolíticas 

(CTL) a menor expressão do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

de classe 1. O reconhecimento da molécula do complexo principal de 
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histocompatibildiade (MHC) da classe 1 alterada pela expressão da partícula 

viral é que permite que as células NK sejam liberadas de seu estado normal de 

inibição, levando a morte da célula infectada. Na falta do MHC, o mecanismo 

citotóxico permanece inibido, não matando a célula infectada pelo vírus (Rouse 

& Sehrawat 2010; Yan & Chen 2012; Dixit & Kagan 2013). 

Já a resposta imunitária adaptativa é mediada por anticorpos e linfócitos 

T citotóxicos (CTL). Os anticorpos irão impedir a ligação do vírus na célula do 

hospedeiro. A ligação do anticorpo acontece com os antígenos do capsídeo viral 

ou com o envelope viral. Essa ligação impede a infecção da célula, bem como a 

disseminação viral (Rouse & Sehrawat 2010; Yan & Chen 2012).  

A resposta mediada por CTLs ocorre pelo processamento de peptídeos 

virais pela via de processamento do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

do tipo 1 ou pela fagocitose de células infectadas, mas que culminará na 

apresentação por moléculas de MHC de classe 1 aos linfócitos TCD8+. Os 

linfócitos TCD4+ auxiliares orquestram essa resposta pela secreção de citocinas 

que permitirão a completa maturação dos linfócitos TCD8+ em linfóticos T 

citolíticos (CTL) (Yan & Chen 2012). O prolongado efeito dos CTLs na resposta 

antiviral pode desencadear processos inflamatórios prolongados que lesarão os 

tecidos, levando a imunopatologia do processo (Rouse & Sehrawat 2010).  

Já a resposta imunitária específica ao vírus Zika parece ocorrer pelo 

desencadeamento de resposta pelos linfócitos TCD4+ e TCD8+ para as 

proteínas do envelope (glicoproteína E) e NS2A. Foi observado também que a 

resposta pelos linfócitos TCD8+ são imprescindíveis no clearence viral nos  

tecidos nervosos, observada por experimentos que mostraram que 

camundongos C57/BL6 nocautes para essas células (LTCD8+) apresentaram 

uma infecção mais agressiva pelo vírus Zika (Elong Ngono et al. 2017). 

Entretanto, o excesso de resposta pelas células TCD8+ pode também estar 

associada com a destruição dos tecidos neurais na infecção pelo vírus Zika, pois 

o linfócito mata o neurônio infectado pelo vírus.  

Outro fator que pode interferir na resposta imunitária, é a infecção prévia 

pelo vírus Dengue. Foi descrito que há reação cruzada nas respostas de 

linfócitos T, podendo ser um processo imunopatológico ou protetor, embora este 

mecanismo ainda não esteja bem esclarecido. O que irá determinar 

imunopatologia ou proteção nas respostas por linfócitos T será o grau de reação 
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cruzada, número de linfócitos T funcionais, carga viral e sequência das infecções 

(Grifoni et al. 2017; Slon Campos, Mongkolsapaya & Screaton 2018). 

O vírus Zika também pode infectar células do sistema imunitário, como o 

monócito. Dessa forma, o vírus pode chegar a locais considerados 

imunologicamente privilegiados, como a placenta e a barreira hemato-encefálica, 

foi também observado que ele pode infectar monócitos CD14+ e CD16+, sendo 

que o monócito passaria atuar então como um cavalo de Tróia (Michlmayr et al. 

2017). O monócito acaba atuando como um disseminador da infecção. Foi 

observado que alguns Flavivírus, como o Dengue, utilizam o mecanismo de 

fagocitose de células apoptóticas para este fim. Este mecanismo utiliza duas 

proteínas (TIM e TAM) pertencentes a famílias de receptores transmembrana 

envolvidas no englobamento fagocítico dependente de fosfatidilserina (Meertens 

et al. 2012).  

 

1.4 Patogenia 

A infecção pelo vírus Zika geralmente é assintomática, e na maioria dos 

casos sintomáticos, apresenta sintomas brandos, como febre baixa ou ausente, 

exantema, prurido, hiperemia conjuntival sem secreção ou prurido e poliartralgia. 

Entretanto, acometimentos neurológicos como a síndrome de Guillain-Barré e 

mielite aguda foram observados em pacientes jovens e adultos (Hamel et al. 

2015, Mécharles et al. 2016).  

 Comprometimento neuronal foi demostrado em seres humanos pelo 

acompanhamento ultrassonográfico do cérebro de um feto, cuja mãe foi 

infectada pelo vírus Zika na décima primeira semana de gestação, e mostrou 

uma grande diminuição do perímetro cefálico do feto, que passou do percentil 47 

para o percentil 24 num período de 4 semanas, entre a décima sexta e a vigésima 

semana de gestação. O exame microscópico post-mortem obtido desse feto 

mostrou abundante quantidade de neurônios apoptóticos na área do córtex 

parietal (Driggers et al. 2016), sugerindo um papel para a apoptose no 

desenvolvimento da microcefalia. Entretanto, os mecanismos fisiopatogênicos 

que determinam essa imensa destruição tecidual do sistema nervoso não estão 

ainda esclarecidos.   
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O acometimento cerebral ocasionado pelo vírus Zika também foi 

observado ao infectar fetos de camundongos, comparando o tamanho do córtex 

cerebral de camundongos infectados com os não infectados, os autores 

observaram que o córtex do grupo infectado estava significantemente menor do 

que o do grupo controle, mostrando o tropismo do vírus para este determinado 

tecido e para células neurais ainda em desenvolvimento (Nguyen et al. 2016). 

Interessantemente, após a entrada do vírus pela barreira hemato-encefálica, 

notou-se que astrócitos e a retina também estavam infectados pelo vírus Zika, 

quando observado em camundongos (Van Den Pol et al. 2017).  

Os neurônios já desenvolvidos possuem uma certa resistência ao vírus; 

experimentações in vitro mostraram que o vírus Zika possui tropismo para os 

neurônios ainda em desenvolvimento, entretanto, apesar de certa resistência, 

isso não impede totalmente a infecção de neurônios desenvolvidos, 

corroborando com as características clínicas apresentadas, pois embora a 

maioria dos pacientes é assintomática, podem ocorrer formas mais graves com 

comprometimento neurológico, como a mielite e a síndrome de Guillain-Barré 

(Hughes et al. 2016, Gorshkov et al. 2019). 

Em humanos, foi observado que o vírus Zika utiliza, como mecanismo de 

escape da resposta imune, a proteína NS5 para antagonizar a resposta protetora 

pelo interferon do tipo 1, levando a quebra do STAT2 que é uma molécula 

sinalizadora para receptores associados a essas respostas (Miner & Diamond 

2017). O vírus persiste em alguns fluídos corporais por meses, sendo que no 

sêmen pôde ser observado até 6 meses após o aparente clearance viral (Baud 

et al. 2017, Huits et al. 2017).  

 

1.5 Citocinas 

As citocinas pertencem a um grande grupo de proteínas que são 

secretadas ou permanecem ligadas à membrana celular, agem como 

mediadores na comunicação entre as células e possuem muitas estruturas e 

funções, dentre elas, regular e coordenar as atividades do sistema imunitário. As 

células do sistema imunitário secretam muitas citocinas e também expressam 

seus receptores específicos que irão sinalizar para as diversas funções dessas 

proteínas (Ramani et al. 2015). As células do sistema nervoso central e periférico 
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também são capazes de produzir citocinas e seus receptores e essas citocinas 

são muito importantes na neuromodulação (Szelényi, 2001).  As citocinas 

contribuem para diversas funções no sistema nervoso central, como reparo 

tecidual e atividade sináptica (Pugazhenthi et al. 2013) e podem modular ação, 

diferenciação e sobrevida de células neuronais (Szelényi, 2001). A comunicação 

entre o sistema nervoso e o sistema imune é bidirecional e muitas das moléculas 

utilizadas nessa comunicação são as citocinas. E as citocinas podem atuar de 

modo autócrine, parácrine ou endócrina (Szelényi, 2001).   

O fator de necrose tumoral (FNT) medeia a resposta inflamatória aguda a 

microrganismos infecciosos. Ele é produzido por macrófagos, células 

dendríticas, micróglia e outros tipos celulares. Seus efeitos pró-inflamatórios 

estão caracterizados pela adesão entre leucócitos e células endoteliais, indução 

do óxido nítrico sintase, e funciona como uma citocina de fase aguda, sendo uma 

das primeiras a induzir efeitos de cascata em boa parte das infecções (Wong et 

al. 2011). O FNT-α está aumentado em pacientes infectados com o vírus Zika, 

sendo provavelmente devido ao processo agudo da infecção. Foi também 

observado que em um paciente infectado com vírus Zika que desenvolveu 

fibrilação atrial, que os níveis séricos dessa citocina estavam aumentados em 

comparação com outros pacientes infectados com vírus Zika, mas que não 

apresentavam fibrilação atrial (Abdalla et al. 2018).  

O FNT está associado com a excitabilidade neuronal; foi observado em 

culturas de neurônios hipocampais que a citocina aumenta a corrente de cálcio 

nas células, e o aumento dessa citocina no cérebro também está associado ao 

aumento de convulsões (Galic, 2012).  

Os neurônios expressam receptores para o FNT, mas não está bem 

esclarecido se eles produzem a citocina (Szelényi, 2001), também não está 

esclarecido o papel do vírus Zika na produção do FNT pelas células cerebrais. 

A IL-1β é outra citocina inflamatória e exerce um papel tanto na ativação 

da inflamação quanto na coagulação, sendo que seus níveis estão aumentados 

em pacientes com a síndrome do choque do Dengue, e foi observado que a 

sua presença induz a fibrinólise, podendo piorar o prognóstico em pacientes 

com infecção pelo vírus Dengue (Suharti et al. 2002). Foi questionado se, por 

também ser uma infecção causada por um Flavivírus, os níveis dessa citocina 

estariam aumentados na presença da infecção pelo vírus Zika. 
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Interessantemente, observou-se que os seus níveis estavam relacionados 

positivamente com a carga viral em pacientes infectados pelo vírus Zika 

(Terzian et al. 2017). Seus níveis elevados também estão associados a falha e 

disfunção de órgãos em infecções graves (Bozza et al. 2007). 

IL-1, regula a secreção de glutamato, importante neurotransmissor. Além 

disso, a IL-1β pode atuar como um potente regulador do gene transportador de 

serotonina (Zhu et al, 2006). É também observada uma dicotomia na ação da 

citocina dependendo de sua concentração, visto que, em dosagens baixas 

liberadas no curso de uma infecção, estão associadas com letargia, enquanto 

altos níveis estão associados com o aumento da excitabilidade neuronal (Galic, 

2012). A IL-1β é produzida pelos neurônios, que também apresentam receptores 

para essa citocina (Szelényi, 2001). 

Outra importante citocina envolvida em respostas inflamatórias é a IL-6, 

que pode ter efeito tanto local quanto sistêmico. Sua ação no fígado irá induzir a 

produção de mediadores inflamatórios, estimulando a produção de neutrófilos, 

além de uma mudança para o ramo Th17 dos linfócitos T CD4+ (Tanaka, 

Narazaki & Kishimoto 2016). Assim como a IL-1β, a IL-6 também tem papel na 

ativação da inflamação e da coagulação. Foi observado em pacientes, que os 

seus níveis estão aumentados na fase aguda da infecção pelo vírus Zika, 

permanecendo relativamente alta ainda na fase de recuperação (Tappe et al. 

2016). A IL-6 pode ser secretada por células do sistema imune e por células 

que não pertencem a este sistema, como os neurônios e astrócitos (Märs et al, 

1998). Os neurônios tanto produzem a citocina como também apresentam 

receptores para essa citocina (Szelényi, 2001). Tem sido mostrado que a IL-6 

atua como um fator neurotrófico, é importante na diferenciação dos 

oligodendrócitos e na regeneração de nervos periféricos (Rothaug, 2016). 

Existem duas vias de ativação da célula pela IL-6; uma via que ocorre 

pela ligação da IL-6 diretamente ao seu receptor na superfície da célula, que é 

chamada sinalização clássica e pela a trans-sinalização, que é mediada pela 

ligação do receptor solúvel da IL-6 (IL-6rs) que se liga à própria IL-6 e esse 

conjunto medeia a ligação à molécula gp130 na superfície da célula, e induz a 

sinalização celular, sendo que a maioria das células expressam a gp130.   O 

receptor da IL-6 é cortado pela molécula ADAM 10 e 17 e eliminado como 

receptor solúvel. A ativação da célula pela trans-sinalização está associada 
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com neurodegeneração, e a via clássica está relacionada com a regeneração 

do tecido neuronal (Rothaug, 2016).  

A ação da IL-8 está principalmente envolvida na quimiotaxia de 

neutrófilos. A produção da IL-8 pode ser induzida tanto pelo FNT-α quanto pela 

IL-1β em células endoteliais, células do sistema imunitário e células epiteliais. 

(Wong et al. 2011). O seu papel na infecção pelo vírus Zika está associado à 

sua produção excessiva, associada às duas citocinas inflamatórias FNT-α e IL-

1β, determinando desordens neurológicas nos pacientes (Beaver et al. 2018). 

Ela também tem sido considerada um marcador de mal prognóstico, e também, 

está extremamente elevada em grávidas cujos fetos apresentavam alguma 

anormalidade decorrente da infecção pelo vírus Zika (Kam et al. 2017). 

A IL-8 pode também ser produzida por neurônios e astrócitos, quando 

há um estímulo pró-inflamatório, particularmente pelo FNT e IL-1, por aumento 

das concentrações citosólicas de Ca²+, ou pela resposta ao Fas ligante. Suas 

concentrações aumentam consideravelmente no cérebro, sendo inclusive 

frequentemente presente em gliomas (Brat et al, 2005). 

A IL-12 é outra citocina que compõe o ramo de citocinas pró-inflamatórias, 

sua ação estimula a produção de INF-, e aumenta a citotoxicidade pelas células 

NK e linfócitos T citolíticos, promovendo também a diferenciação para o ramo 

Th1. Sua composição é de um heterodímero com as subunidades, 35 kD (p35) 

e 40 kD (p40) (Beadling & Slifka 2006). Ela será produzida em resposta à ligação 

ao TLR ou outros receptores de reconhecimento de padrão, estes induzidos por 

estímulos como ácido lipoteicoico, lipopolissacáride (LPS) e infecções virais 

(Podlaski et al. 1992).  

A IL-12 possui uma importância central na resposta a patógenos 

intracelulares, foi mostrado em camundongos que a deficiência desta citocina ou 

de seu receptor leva a uma resposta imunitária mediada por células deficiente e 

uma maior susceptibilidade a infecções (Gee et al. 2009). Foi observado em 

pacientes infectados pelo vírus Zika, que os níveis séricos desta citocina não 

tiveram alterações significativas na fase aguda e na convalescente (Tappe et al. 

2016). Entretanto, observou-se sua presença em micróglias infectadas pelo vírus 

Zika, indicando neuroinflamação (Lum et al. 2017). Foi observado em um estudo 

conduzido por Hikawa e cols (2004) que os neurônios podem controlar a 

resposta imune mediada por células pela secreção de IL-12.  
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A IL-10 atua como um regulador da resposta imunitária, ela inibe 

macrófagos ativados e células dendríticas, mantendo o controle da resposta 

imune inata e mediada por células. A ligação ao receptor da IL-10 ativa a via da 

STAT3, em consequência da associação das Janus quinases (JAK1 e TYK2). 

Foi observado tanto em camundongos quanto em humanos que mutações no 

gene da IL-10, que não ativam corretamente o STAT3, causam diversas 

patologias autoinflamatórias, infiltração e dano tecidual (Schmetterer & Pickl 

2017). Ela pode inibir também a atividade de citocinas inflamatórias como o FNT-

α, IL-1β e IL-8. Sua atividade na infecção pelo vírus Zika foi observada em 

pacientes que apresentaram níveis elevados dessa citocina na fase febril da 

doença, semelhante ao que é observado na infecção por Dengue. Entretanto, 

também tem sido sugerido que altos níveis dessa citocina na infecção pelo vírus 

Zika está associada a ausência de desordens neurológicas (Tappe et al. 2016; 

Terzian et al. 2017; Kam et al. 2017; Beaver et al. 2018).  

Os neurônios produzem e apresentam receptores para a IL-10. Esta 

citocina é também encontrada em astrócitos, micróglias e oligodendrócitos, sua 

principal função quando encontra-se em torno dos neurônios é a proteção contra 

a neurodegeneração, causada por níveis altos de glutamato, ou por excesso de 

inflamação (Zhou et al, 2009). Ela pode agir pela via do NF-B modulando a 

resposta da célula e evitando a apoptose. 

 

1.6 Via do NF-B 

O fator de transcrição NF-B desempenha um papel fundamental na 

ativação de linfócitos, inflamação e sobrevivência de células. Ele pode ser 

ativado por vários fatores, entre eles, por diversas citocinas ou por receptores 

semelhantes ao Toll (TLRs) e possui papel crucial nas respostas imunitárias, 

tanto inata quanto adaptativa. Todas as proteínas da via do NF-B possuem um 

domínio comum chamado de domínio de homologia Rel, que é o domínio de 

ligação ao ADN. Para que este fator de transcrição possa ativar a expressão de 

genes no ADN, ele precisa ligar-se ao ADN, no local que contêm um domínio de 

ativação, que se liga ao Rel (Napetschnig & Wu 2013). Das 5 proteínas que 

compõem o NF-B, 3 possuem os domínios Rel e domínios de ativação, são elas 

p65/RelA, RelB, e c-Rel. As outras duas proteínas NF-κB1/p50 e NF-κB2/p52, 
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possuem o domínio Rel, mas sem o domínio de ativação. A p50 ao ligar-se com 

o RelA ou o c-rel, forma heterodímeros ativos, considerados canônicos. Eles 

localizam-se no citoplasma ligados a um inibidor do NF-B, o IBα. Essa via só 

será ativada através de receptores de sinalização, os quais, direcionarão a 

resposta induzida para a inflamação ou ativação de linfócitos (Perkins 2007).  

Ao ocorrer a sinalização, a ubiquitina ligase E3 irá adicionar a proteína 

NEMO ou IKK uma cadeia de ubiquitina. A NEMO pertence a um complexo 

enzimático chamado cinase IB ou IKK, este complexo possui duas subunidades 

IKKα e IKKβ, ambas com o potencial de serem cinases ativas. Ao ser 

poliubiqutinada, a IBα, será degradada no proteassoma e então o NF-B será 

liberado para entrar no núcleo (Mitchell, Vargas & Hoffmann 2016).  

O FNT possui diversos receptores, denominados TRAFs, e estes podem 

ativar a via canônica do NF-B. 

A via de sinalização do NF-B, possui também outra via de ativação, 

denominado não canônico. A p52 em conjunto com o RelB ao serem ativados, 

participam da formação de órgãos linfoides e também da sobrevivência de 

linfócitos B imaturos. Os receptores envolvidos na ativação dessa segunda via 

são o LTβR (receptor de linfotoxina β) e o BAFFR (Receptor BAFF), isso irá ativar 

o complexo enzimático IKK, levando à ubiquitinação e degradação do dímero 

NF-κB-RelB, liberando sua forma ativa (Perkins 2007; Mitchell, Vargas & 

Hoffmann 2016). 

A ação do vírus Zika nessa via, foi sugerida em um estudo envolvendo 

células humanas (monócitos) e de camundongos. Observou-se que o 

reconhecimento do genoma viral ativou o complexo IKK, levando a ubiquitinação 

e clivagem do complexo NF-B e IBα, ativando assim o NF-B e levando a 

produção da pro-IL-1β. A proteína viral NS5 se ligou ao NLRP3, ativando o 

inflamassoma, e posteriormente clivou a pro-IL-1β, levando a secreção de IL-

1β, induzindo assim a inflamação no hospedeiro (Wang et al. 2018). 

 

1.7 Radicais de Oxigênio 

Os radicais de oxigênio são naturalmente produzidos pelo organismo, seja 

pelo metabolismo das mitocôndrias, ou pelos macrófagos e neutrófilos e 

convertem o oxigênio em espécies reativas de oxigênio (EROs), esse sistema é 
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ativado pela enzima chamada fagócito oxidase, e esta enzima pode ser ativada 

pelos TLRs, IFN- e outros estímulos, e ela reduz o oxigênio em EROs (Cruvinel 

et al. 2010). Esta enzima também pode agir como uma bomba de elétrons, 

gerando um movimento de íons para o vacúolo fagocítico, pela criação de um 

gradiente eletroquímico na membrana do vacúolo, de forma que o pH será 

aumentado e ativará enzimas como a elastase (Murray & Wynn 2011).  

Foi observado que o Aedes aegypti ao se alimentar ativa uma resposta 

oxidante no seu intestino, similar ao EROs. Foi mostrado que essa resposta no 

mosquito foi benéfica para o vírus Dengue, aumentando sua prevalência, 

entretanto, foi neutra para o vírus Zika (Oliveira et al. 2017). O estresse oxidativo 

é importante também na patogenia determinada pela infecção pelo vírus Zika. 

Foi observado em camundongos que o estresse oxidativo leva a lesão testicular, 

e pode ser amenizado pelo tratamento dos animais com Ebselen, que é uma 

droga antioxidante (Simanjuntak et al. 2018). Tem sido observado que o aumento 

do peróxido de hidrogênio determinada por infecção viral pode levar a morte 

celular por mecanismo independente das caspases (Figura 1). 
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Figura 1: Atividade viral na célula e princípio de oxiptose. Fonte: Kesavardhana & Kanneganti 
(2018). 

Pela sua íntima relação com a inflamação e dano celular, acreditava-se 

que as EROs não teriam uma relação positiva com o crescimento e 

desenvolvimento neuronal (Oswald et al. 2018). Entretanto, observou-se que as 

EROs estavam associadas com a ativação da via de sinalização JNK/AP-1, que 

está relacionada a função neuronal (Milton & Sweeney, 2012). Foi observado 

que o H2O2 é necessário para a indução de fatores de crescimento dos terminais 

sinápticos (Oswald et al. 2018). Então, sugere-se que as EROs agem como 

mensageiros secundários na regulação do desenvolvimento neuronal. 

 

1.8 Óxido Nítrico 

Pela ação da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), os macrófagos 

podem produzir espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico (NO). Essa 

enzima irá catalisar a conversão de arginina em citrulina, sendo assim, o gás NO 
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será liberado. O NO pode ser combinado ao ânion superóxido, dentro dos 

fagolisossomas, formando peroxinitritos para então eliminar os microrganismos 

(Murray & Wynn 2011). 

Algumas mutações na porção Fc dos anticorpos foram estudadas para 

avaliar uma possível melhoria na resposta excessiva no Dengue e Zika. 

Interessantemente, observou-se que uma mutação na porção Fc da IgG irá 

suprimir a resposta exagerada de anticorpos, porém, irá diminuir as respostas 

pelo NO, gerando assim uma resposta ineficiente aos vírus (Munjal et al. 2017). 

Em níveis fisiológicos, a produção de NO é importante para o 

desenvolvimento, maturação neuronal e plasticidade (Tricoire & Vitalis, 2012). O 

NO irá ativar a guanilil ciclase, responsável pela conversão do GTP em cGMP, 

consequentemente a ativação da proteína cinase G, isso irá ativar diversos 

subfatores que em consequência da ativação da via NO/cGMP irá induzir o 

desenvolvimento neuronal, modulação sináptica, memória e aprendizado (Gallo 

& Iadecola, 2011). Entretanto, o aumento exacerbado do NO desencadeará 

estresse celular, levando a inflamação e consequentemente eventual perda da 

célula. 

 

 

 

 

1.9 Antirretrovirais 

O uso de antirretrovirais como o atazanavir (ATZ) marcaram a mudança 

na infecção pelo VIH, considerada uma das doenças mais devastadoras da 

década de 80/90, que até então era conhecida como uma patogenia de morte 

certa (Braun et al. 2014). O ATZ é um inibidor de protease do VIH. Inibindo 

seletivamente o processamento específico pelo vírus das proteínas virais Gag-

Pol nas células infectadas, impedindo em consequência, a formação de vírus 

maturos e a infeção de novas células (Piliero, 2004). 

O vírus Zika mostrou-se susceptível a droga ribavirina, usada no 

tratamento para Hepatite C, sugerindo que drogas que inibem as ARN 

polimerases virais podem ter potencial para impedir a proliferação do vírus e 
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inibir consequentemente a infecção, porém, drogas como a ribavirina não podem 

ser usadas por gestantes (Kamiyama et al. 2017). 

O possível uso de antirretrovirais já utilizados no mercado como o ATZ, 

poderia facilitar o tratamento contra a infecção pelo vírus Zika,  pois são drogas 

já utilizadas em mulheres gestantes (Hirschel et al. 2017).  Ademais, já foi 

observado que essas drogas modulam a via do NFB (Alves et al. 2015), 

podendo potencialmente modificar a evolução da infecção pelo vírus Zika (Figura 

2).  

Foi observado que a combinação medicamentosa lopinavir/ritonavir pode 

inibir a interação das proteases do vírus Zika NS2B-NS3, sendo assim, o 

atazanavir que também é um inibidor de protease com atividades semelhantes 

ao lopinavir pode ter efeitos similares (Yuan et al. 2017). A combinação 

lopinavir/ritonavir está associada a indução de resistência a insulina, enquanto o 

atazanavir não apresentou este efeito  (Noor et al. 2006). 

 

Figura 2: Efeito sugerido dos antirretrovirais no vírus Zika e na atividade inflamatória. Adaptado 
de Wang et al. 2018; Alves et al. 2015; Yuan et al. 2017. 
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1.10 Morte Celular Neuronal 

A apoptose é um tipo de morte celular programada, acontecendo 

naturalmente no organismo. Não há extravasamento do conteúdo intracelular, 

ocorrerá redução de tamanho, condensação do cromossomo e fragmentação do 

ADN (Toné et al. 2007). Ocorrem sinais que induzem a atividade apoptótica na 

célula, sejam eles intrínsecos ou extrínsecos. Alguns dos estímulos internos são 

caracterizados pela ativação da p53 e aumento de fatores apoptóticos advindos 

da classe da Bcl-2 (Roos & Kaina, 2006). O estímulo externo pode acontecer por 

meio de células do sistema imunitário que induzem a apoptose, como a interação 

Fas/FasL. Seja pela via intrínseca ou extrínseca, ocorrerá mudanças na 

permeabilidade mitocondrial, isso liberará fatores apoptóticos, como o citocromo 

C, que irá induzir a ativação das caspases, como por exemplo a caspase-3, 

tendo como papel a clivagem de diversos tipos de substratos proteicos (Tiwari et 

al. 2011). 

A necrose é outro tipo de morte celular, em que diferentemente da 

apoptose, há aumento do tamanho da célula e extravasamento do conteúdo 

celular. Os estímulos que induzem uma necrose podem ser diversos, sendo eles: 

agentes infecciosos, hipóxia, radiação e ativação do complexo RIP1-RIP3-MLKL 

(Caccamo et al. 2017; Adigun et al. 2020). Diferentemente do que ocorre na 

apoptose, a necrose é caracterizada por ativação do sistema imunitário e 

indução de fatores inflamatórios, podendo levar a uma perda extensiva do tecido 

acometido.  

A morte celular em neurônios é um fenômeno relativamente natural e está 

associada com a neurogênese, desde que a morte de neurônios seja 

acompanhada pela formação e maturação de novos neurônios, e que essa morte 

não esteja relacionada com processos patológicos (Chi et al. 2018). Os 

neurônios são células caracteristicamente resistentes ao estresse e fatores que 

induzam apoptose; quanto mais maduros estejam os neurônios mais resistentes 

serão. Interessantemente, em um experimento realizado em ratos os autores 

observaram que quanto mais maduro fosse o neurônio melhor seria a 

recuperação de uma axotomia (Snider et al. 1992; Kole et al. 2013). 
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O surto de infecção pelo vírus Zika no Brasil foi alarmante, com muitos 

casos de microcefalia ocasionados pela infecção pelo vírus Zika em gestantes 

(Brasil 2016). O Zika é um vírus relativamente novo (descoberto em 1947) e 

apesar de ter sido descrito como uma infecção de gravidade moderada, pode 

apresentar formas graves, como a microcefalia. O vírus possui tropismo por 

neurônios, principalmente os que ainda estão em formação, porém, isso não 

descarta o risco de infecção em neurônios maduros, consequentemente 

necessitamos de investigações de possíveis novas drogas para o seu controle. 

A investigação de medicamento com potencial antiviral e que já é utilizado no 

tratamento para outros vírus ARN, como o atazanavir, e que já é utilizado na 

prática clínica em mulheres gestantes, poderia favorecer principalmente as 

mulheres grávidas, já que essa droga não oferece risco a saúde da criança.  

A provável interferência do vírus Zika nas vias inflamatórias intracelulares, 

pode modificar as vias de ativação, levando ao excesso de resposta inflamatória, 

consequentemente estressando as células, e interferindo no processo de 

replicação viral. A investigação da atuação do vírus Zika e do atazanavir em 

neuroblastos poderia elucidar as vias de lesão da célula ocasionada pela 

infecção e se o atazanavir poderia ter alguma ação protetora neuronal, o que 

poderia prevenir casos de microcefalia ocasionados pelo vírus Zika. 

Foi observado que o atazanavir apresenta efeito contra o vírus Zika (Yuan 

et al. 2017), entretanto, pouco se sabe por quais mecanismos o vírus Zika 

poderia exercer a toxicidade observada para os neuroblastos e se o atazanavir 

poderia proteger contra a lesão neuronal ocasionada pelo vírus. A elucidação 

destes fatores pode contribuir para esclarecer os mecanismos de lesão neuronal 

pelo vírus Zika e a se há indícios que o atazanavir poderia contribuir para diminuir 

a lesão por esse Flavivírus. 
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 Geral 

O objetivo do presente projeto é avaliar os mecanismos de lesão neuronal 

pelo vírus Zika e a influência do medicamento atazanavir nas vias inflamatórias 

em neuroblastos humanos de linhagem imortalizada infectados ou não pelo vírus 

Zika.  

 

 Específico 

1. Esclarecer os mecanismos de toxicidade neuronal pelo vírus Zika 

e se o atazanavir modifica a viabilidade de neuroblastos durante a 

infecção com o vírus Zika. 

2. Avaliar a influência da infecção com o vírus Zika na produção de 

radicais de oxigênio e nitrogênio e verificar se o tratamento das 

células com atazanavir modifica essa resposta. 

3. Avaliar a influência da infecção com o vírus Zika na produção de 

das citocinas inflamatórias pelos neuroblastos e verificar se o 

tratamento das células com atazanavir modifica essa resposta. 
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4.1 Delineamento Experimental   

 

 

4.2 Neuroblasto SK-N-BE (2) 

A célula de linhagem de neuroblastoma SK-N-BE (2), foi coletada em 1972 

de uma biópsia de medula óssea de uma criança com neuroblastoma 

disseminado após repetidas sessões de radioterapia e quimioterapia. A 

morfologia das células varia, sendo algumas com longos processos e outras com 

formatos epitelioides (Figura 3).  

Os neuroblastos foram cultivados em uma mistura de dois meios, 

seguindo a proporção de 1:1, Eagle’s Minimum Modified Medium (EMEM) 

(ATCC) + DMEM F12 (ATCC) e suplementados com 10% de soro fetal bovino. 
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Figura 3: Neuroblastos SK-N-BE (2), à esquerda aumento de 20x, à direita aumento de 40x. 
Cultura à fresco. Fotos capturadas pelo microscópio Nikon Eclipse Ts2. 

  

4.3 Células Vero 

Células Vero são comumente utilizadas em ensaios virais para a titulação 

devido a sua alta susceptibilidade a diversas cepas virais. É uma célula aderente 

e com formato epitelial. Foi iniciado seu cultivo em células de Rim de um Macaco 

Verde Africano pelos pesquisados Yasumura e Kawakita em Chiba, Japão. 

 

4.4 Células C6/36 

 Linhagem celular originária de mosquito Aedes albopictus, provenientes 

do banco de materiais biológicos da Renê Rachou - FIOCRUZ, MG, gentilmente 

cedidos pelo pesquisador Dr. Alexandre Vieira Machado.  As células foram 

mantidas em cultivo, e foram utilizadas quando alcançou a confluência de 70-

80% para replicação viral por 6 dias. O meio de cultura utilizado para crescimento 

dessas células foi o Leibovitz’s L-15 Medium (Gibco), suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco) e 10 ml de penicilina/estreptomicina (Gibco), com 

pH 7,6, em estufa a 28ºC. 

 

4.5 Vírus Zika 

O isolado do vírus (ZIKV PE 243) utilizado, foi doada pelo pesquisador 

Dr. Alexandre Vieira Machado, do Instituto Renê Rachou-FIOCRUZ- MG. A 

multiplicação do vírus foi feita nas células C6/36, por 6 dias. A cultura foi 
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centrifugada e do sobrenadante foram feitas alíquotas de 100 µl, que foram 

congeladas em freezer -80º.   Duas dessas alíquotas foram tituladas. 

 

4.6 Cultivo de células e preparo para a titulação 

As células C6/36 foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Sigma, St.Louis, MO, USA), suplementadas com 10% de soro 

fetal bovino (Gibco), 1% de gentamicina (Gibco), 1% de aminoácidos não-

essenciais (Sigma), 1% de NCTC-109 (Sigma) e 1% de bicarbonato de sódio, 

mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2.  

As células C6/36 foram cultivadas até que o frasco de cultura estivesse 

preenchido com uma monocamada de células de em torno 95%, após isso, as 

células então foram infectadas pelo vírus Zika. (Contreras & Arumugaswami 

2016).   

 

4.7 Titulação Viral 

Foi realizada uma adaptação do protocolo descrito por Baer & Kehn-Hall 

(2014). Foram utilizadas células C6/36 para manter o cultivo do vírus Zika. Para 

a titulação foram utililizadas células Vero. Foram realizadas duas passagens do 

vírus Zika em células Vero para então realizar a titulação.  Para a titulação, foram 

utilizadas placas de 6 poços (KASVI), em cada poço foram distribuídas 1,5 x 105 

de células Vero, que estavam em condições descritas no item 4.5, em seguida 

levadas para a estufa a 37 ºC e deixadas para aderência por 24 horas. Em 

seguida, diluições seriadas do vírus foram preparadas em meio DMEM (Sigma), 

em triplicatas de 200 μL. Após retirar as células da estufa a 37ºC com 5% de 

CO2, foi retirado o meio e acrescentado 200 μL das diluições seriadas do vírus 

Zika e incubados por mais 1 hora em estufa 37ºC com 5% de CO2 e agitadas 

levemente de 15 em 15 minutos. Após isso, foi acrescentado o meio semissólido 

(CMC – Carboximetilcelulose a 1,5% + DMEM [Sigma]) e então a placa foi 

incubada por 6 dias em estufa 37ºC com 5% de CO2. Após esse período, o meio 

semissólido foi retirado da placa e acrescentado o fixador (formaldeído a 10% 

[Sigma]) por 1 hora. Após a fixação, foi feita a coloração com cristal de violeta 

1% por 15 min. Em seguida as placas foram lavadas em água e permitido a 
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secagem em estufa. Após secar, as placas presentes na confluência das células 

Vero formadas pela ação viral (Figura 4) foram contadas para determinar a 

titulação viral conforme o cálculo: 

Título = P x F x 10 x (PFU/mL) 

P: Média do número de placas obtido na diluição em que se contou as placas 

F: Fator de correção para expressar o título de PFU/mL (1000 μL / volume do 

inóculo). 

10: Diluição em que as placas foram contadas. 

 

Figura 4: Placa de titulação. Cada poço representa uma diluição do vírus Zika, cada ponto em 
vermelho observado no poço representa uma formação de placa viral que é representada no 
cálculo do tópico 4.7. 

 

4.8 Infecção dos neuroblastos 

Para a infecção dos neuroblastos, foram separadas placas de 24 poços 

estéreis, e cada em cada poço foi colocado 1 x 105 de células (SK-N-BE (2)) 

junto com o meio característico da célula descrito no item 4.5, em seguida as 

células foram infectadas com o vírus Zika, com MOI (multiplicidade de infecção) 

de 0.1 e 1, para então dar início aos experimentos. O MOI é o índice que indica 

o número de vírions colocado por cada célula. Então, o MOI de 1 indica que foi 
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colocado 1 vírion para cada célula presente na determinada amostra, mas não 

necessariamente indica que somente 1 vírion irá infectar uma célula. 

4.9 Microscopia eletrônica de transmissão 

Foram separados 1 x 107 neuroblastos para a microscopia de 

transmissão, seguiram os mesmos procedimentos de cultivo e infecção descritos 

acima, sendo utilizado apenas 1 de MOI. Após adsorção do vírus por 1 hora, as 

células ficaram expostas ao total de 3 horas ao vírus, então foram retiradas da 

garrafa de cultura e centrifugadas a 700 rpm por 5 minutos para obtenção do 

pellet para a microscopia. A amostra foi fixada com fixador Karnovisky (2% 

glutaraldeído, 2% paraformaldeído, 3% sacarose, 5mM de CaCl2 em solução 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2) por 24 horas e em seguida, lavada 2x 

com tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 (15 minutos cada etapa). No 

momento da pós-fixação a amostra passou uma hora em tubo de 1,5 mL com 

tetróxido de ósmio + ferricianeto de potássio, na concentração 1:1. 

Posteriormente, o material foi lavado com água destilada, por duas vezes e após 

isso seguiu a etapa de desidratação com gradientes de acetona (30%, 50%, 

70%, 90%, 100%, 100%), por 8 minutos em cada uma das etapas. A etapa 

subsequente é a de infiltração gradual de resina Spurr, substituindo a acetona 

na proporção seguindo respectivamente, 2:1 (6 horas ou overnight), 1:1 (6 

horas), 1:2 (6 horas ou overnight) e resina pura por até 6 horas. No momento de 

emblocar o material, foi preciso deixá-lo em resina pura, em tubo de 1,5 mL, na 

estufa a 65ºC por 48 horas. Por fim, realizou-se os cortes semifinos, com 5 μm 

de espessura e cora-se o material com azul de toluidina para escolha das regiões 

de interesse. Depois de cortes ultrafinos de 50 nm, com ultramicrótomo EM UC7 

(Leica, Alemanha) colocou-se sobre telas de cobre de 300 mesh, os quais foram 

contrastados com acetato de uranila a 3% por 10 minutos. O Material foi 

observado em microscopia eletrônica de transmissão (MET) em microscópio 

Jeol 1011 (Jeol, Japão). 

 

4.10 Determinação de óxido nítrico 

Foram incubados 1 x 105 neuroblastos por poço em placa de 96 poços, 

infectadas ou não com o vírus Zika (MOI 0,1 e 1). As células foram tratadas ou 
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não com atazanavir na concentração de 1 e 3 µM (Yuan et al. 2017), como 

controle positivo foi utilizado 10 ng/ml de lipopolissacáride (LPS). As células 

foram incubadas por 24 horas em câmara úmida a 37ºC em 5% de CO2. Em 

seguida foram incubados por 30 minutos com a sonda de 2-diacetato 

diaminoflurosceína (DAF-2DA), sendo clivados e formando 3,4-

diaminoflurosceína (DAF-2). O DAF-2 é retido na célula e reage com o NO na 

presença de oxigênio, gerando triazolodiaminoflurosceína (DAF-2T), um 

composto altamente fluorescente. A análise foi realizada no citômetro de fluxo 

BD LRS FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, 

seguido de análise estatística pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad 

Software – San Diego, EUA). 

 

4.11 Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio 

Foram incubados 1 x 105 neuroblastos por poço em placa de 96 poços, 

infectadas ou não com o vírus Zika (MOI 0,1 e 1). As células foram tratadas ou 

não com atazanavir na concentração de 1 e 3 µM (Yuan et al. 2017), com 

controle positivo utilizando 20 nM Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA). As 

células foram incubadas por 24 horas em câmara úmida a 37ºC em 5% de CO2 

e, em seguida, foram incubadas por 1 hora com a sonda 2’-

7’diclorodihidrofluoesceína diacetato (DCF-DA, que é permeável à membrana 

celular e não fluorescente), para avaliação da produção de peróxido de 

hidrogênio por citometria de fluxo. Na presença de ROS, este composto é 

oxidado no interior da célula e produz um composto fluorescente, 2’-7’-

diclorofluoresceína (DCF), que permanece intracelular (Eruslanov & Kusmartsev 

2010). A análise foi realizada no citômetro de fluxo BD LRS FORTESSA, e o 

refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, seguido de análise 

estatística pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad Software – San Diego, 

EUA). 

 

4.12 Determinação das citocinas  
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As citocinas foram determinadas por citometria de fluxo no sobrenadante 

das culturas de neuroblastos e quantificadas, utilizando kit comercializado. 

Foram quantificadas as citocinas: IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, FNT e IL-12p70. 

Para avaliar o efeito do tratamento com o atazanavir na produção de 

citocinas pelos neuroblastos, foram incubadas 1 x105 células por poço, por 24h, 

em placa de 24 poços, estéreis. Foram retirados 50 μl do sobrenadante das 

culturas e foram quantificadas as concentrações da IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, FNT 

e IL-12p70 por citometria de fluxo, conforme instruções do fabricante. Foi 

utilizado o kit comercial “Human Inflammatory Cytokines Kit BD Cytometric Bead 

Array (CBA)”. Os experimentos e a leitura foram feitos uma vez em duplicata 

para cada ponto após homogeneização das amostras. As amostras foram lidas 

no citômetro de fluxo BD LRS FORTESSA, e analisadas pelo software FCAP 

Array v3.0 para Windows. 

 

4.13 Detecção de proteínas Caspase-3 

A detecção e a quantificação das proteínas Caspase-3 (Sigma) foram 

determinadas por reação antígeno-anticorpo marcado com fluorocromo e com 

detecção por citometria de fluxo. Para isto, as células foram primeiro aderidas e 

infectadas como descrito pelo item 4.5, seguido pelo tratamento com o 

atazanavir. Após estas etapas, as células foram fixadas com paraformaldeído 

1% (Sigma), bloqueadas com albumina bovina (Sigma) e permeabilizadas com 

Tween, após estas etapas, em cada poço foi adicionado 1µL do anticorpo 

primário, diluído em 200µL de solução de 1% de BSA em STF, pH 7,2, por 24 

horas a 6°C. Passado este período, as células foram novamente lavadas duas 

vezes com STF por 5 minutos, para remoção do excesso de anticorpo primário, 

seguido de nova incubação com a solução de 0,2% de triton X-100 em STF por 

15 minutos em temperatura ambiente. Após este procedimento, as células foram 

lavadas duas vezes com STF por 5 minutos, e então encubadas com 0,2µL do 

anticorpo secundário marcado com fluorocromo FITC, diluído em solução de 1% 

de BSA em STF, incubados por 2 horas ao abrigo da luz, em câmara úmida a 

37°C e 5% de CO2. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com STF, 

e foi adicionado 200µL da solução STF/BSA, seguido de homogeneização para 

soltar as células aderentes do fundo da placa, e realizada a leitura foi feita em 
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citometria de fluxo. A análise foi realizada pelo citômetro de fluxo BD LRS 

FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, seguido 

de análise estatística pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad Software – 

San Diego, EUA). 

 

4.14 Avaliação da morte dos neuroblastos por anexina/iodeto de 

propídio 

Foi realizado o teste de avaliação da morte celular por apoptose/necrose 

pelos marcados anexina e iodeto de propídio, por citometria de fluxo. Os 

neuroblastos foram incubados por 24 horas, infectados ou não com o vírus Zika 

(MOI 0,1 e 1) e tratados ou não com as duas concentrações do atazanavir (1 e 

3 µM). 

Para isto, foram incubadas 1 x 105 células por poço em placa estéril de 96 

poços de fundo chato, com meio DMEM (Sigma) sem o acréscimo de soro fetal 

bovino, em câmara úmida por 2 horas, para adesão das células ao fundo da 

placa. Passado o tempo de adesão, o sobrenadante foi desprezado para 

remoção das células não aderidas.  

Passado o tempo de tratamento, o sobrenadante e as células foram 

transferidas para tubo cônico de 1,5mL e centrifugadas a 700 RPM por 5 

minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi suspenso em 100µL 

de STF à 37°C e ambientado por 5 minutos. Após isto, foi acrescentado em cada 

tubo 2µL do marcador iodeto de propídio, seguido de incubação por 15 minutos 

à temperatura ambiente. Após este tempo, foi acrescentado 400µL de STF e 

analisado em citômetro de fluxo.  

A população de células foi dividida entre células vivas e células mortas, 

dependendo da intensidade de fluorescência apresentada. O experimento foi 

realizado em três triplicatas, e a viabilidade celular foi calculada pela frequência 

de células em cada grupo. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo 

BD LRS FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, 

seguido de análise estatística pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad 

Software – San Diego, EUA). 
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4.15 Avaliação da viabilidade por MTT 

Para determinar a viabilidade dos neuroblastos, foi realizado o teste de 

citotoxicidade por redução do tetrazólio (MTT), onde as células foram incubadas 

por 24 horas. Para avaliar o efeito protetor do atazanavir (1 e 3 µM), o mesmo 

teste também foi realizado em neuroblastos infectados pelo Zika Vírus com MOI 

0,1 e MOI 1, com tempo de adsorção de 1 hora. Para verificar se as EROs e 

ERNs e a via do NF-kB e a autofagia seriam importantes na viabilidade dos 

neuroblastos, alguns grupos foram incubados por 3 horas com inibidores e 

estímulos. 

Reagente Ação 

APDC Inibidor de ERNs 

Diapocinina Inibidor de EROs 

PP242 Indutor de autofagia 

Pepstatina Inibidor da autofagia 

JSH-23 Inibidor da p65 

PMA Indutor do NFkB 

LPS Indutor de inflamação 

Zymosan A Indutor de inflamação 

 

4.16 Análise Estatística 

Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism para Windows 

(GraphPad Software – San Diego, USA). Para avaliar a normalidade da amostra 

foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. De acordo com a normalidade ou 

não das amostras foi utilizado teste paramétrico ou não paramétrico, 

respectivamente. Quando avaliados quatro grupos o teste utilizado foi ANOVA 

seguido de teste de Tukey para comparação múltipla entre os grupos, para 

amostras com distribuição normal. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo 

método de comparação múltipla de Dunn foi utilizado quando a distribuição das 

amostras não era normal. Para comparação entre dois grupos, foi utilizado o 

teste t quando a distribuição das amostras foi normal, ou o teste de Mann-

Whitney quando a distribuição não foi normal. A comparação entre as variáveis 
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foi considerada estatisticamente significante quando a diferença probabilística 

de ocorrência devida ao acaso foi menor do que 5% (p < 0,05). 
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5.0 Aspectos morfológicos por microscopia eletrônica de 

transmissão 

Para assegurar que o vírus estava infectando a célula, as células após a 

infecção foram preparadas conforme descrito no item (4.9) e analisadas no 

microscópio Jeol JEM-1011.  

Observamos intensa presença do vírus no citoplasma do neuroblasto 

(Figura 5 e 6). Também observamos que a presença do vírus induziu necrose no 

neuroblasto (Figura 7). 

 

 

Figura 5: Avaliação da presença da infecção pelo vírus Zika em neuroblastos. Observa-se presença do vírus no 
citoplasma da célula. Setas brancas: Vírus Zika. 
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Figura 6: Avaliação da presença da infecção pelo vírus Zika em neuroblastos. Observa-se 
presença do vírus no citoplasma da célula. Setas brancas: Vírus Zika, N: Núcleo, C: Citoplasma. 

 

C 

N 
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Figura 7: Avaliação da infecção do vírus Zika no neuroblasto. Observamos a presença de 
necrose no neuroblasto, perda de continuidade do citoplasma, indicando aumento da 
permeabilidade, vacuolização do núcleo e necrose. 

 

 

 

5.1 Avaliação da viabilidade dos neuroblastos pelo teste do 

MTT 

Para verificar o efeito direto do vírus Zika e se o atazanavir poderia ter um 

efeito protetor na viabilidade dos neuroblastos, foi realizado o ensaio do MTT 

após incubação das células por 24 horas, utilizando o vírus nas proporções de 

MOI 0,1 e 1 e o atazanavir na concentração de 1 e 3 µM. Observamos que o 
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vírus Zika reduziu a viabilidade das células em ambas as proporções utilizadas 

(p=0,0006, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) (Figura 8).  
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Figura 8: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 
24h, pelo teste do MTT e lida em espectrofotômetro. Houve redução da viabilidade em ambas as 
proporções do vírus (p=0,0006, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

Interessantemente, o atazanavir teve efeito protetor na concentração de 

1 µM, porém, mostrou efeito tóxico na concentração de 3 µM (p<0,0001, ANOVA 

seguido do método de comparação de Tukey) (Figura 9). 
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Figura 9: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h, 
avaliada pelo teste do MTT e lida em espectrofotômetro. Na concentração de 1 µM o atazanavir 
aumentou a viabilidade dos neuroblastos. Entretanto, observou-se efeito tóxico na concentração 
de 3 µM (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

Quando os neuroblastos foram incubados com o vírus Zika (0,1 MOI) junto 

com o medicamento atazanavir (1 e 3 µM), observamos recuperação parcial da 

depressão da viabilidade celular ocasionada pelo vírus Zika isoladamente, tanto 

para 1 e 3 µM do atazanavir (p<0,0001, ANOVA seguido do método de 

comparação de Tukey) (Figuras 10 A e B). Entretanto, quando foi avaliado 
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utilizando 1 MOI do vírus Zika, o atazanavir foi incapaz de reverter a toxicidade 

causada pelo vírus (Figuras 10 C e D),  
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Figura 10: Influência do tratamento com o atazanavir (1 e 3 µM) sobre a viabilidade dos 
neuroblastos incubados com o vírus Zika (MOI 0,1 e 1) em cultura por 24h, pelo teste do MTT, 
lida em espectrofotômetro. Houve recuperação parcial da viabilidade pelo tratamento com 1 e 
com 3 µM do atazanavir. O atazanavir não recuperou a viabilidade para a concentração de 1 MOI 
do vírus. Em A; p<0,0001, ANOVA seguido do teste de Tukey (Zika+atz > Zika); Em B: p=0,0037, 
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn.  (p=0,021, Zika+atz > Zika- Mann-Whitney). Em C: O 
Virus Zika e o atazanavir foram tóxicos para os neuroblastos; Em D: Atazanavir não alterou a 
viabilidade dos neuroblastos incubados com o vírus Zika>. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 Em síntese, o vírus Zika foi capaz de reduzir a viabilidade das células nos 

dois MOI. O atazanavir protegeu a célula na concentração 1 µM e foi tóxico na 

concentração 3 µM. O atazanavir 1 µM melhorou a viabilidade da célula na 

presença do vírus Zika em ambas as MOI. 

 

5.2 Avaliação da morte celular por anexina/iodeto de propídio 

Para melhor esclarecer o tipo de morte neuronal determinada pelo vírus 

Zika e a influência do atazanavir dependendo do tipo de morte celular por 

apoptose ou necrose foi avaliada a expressão de anexina e iodeto de propídio 
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nos neuroblastos, A expressão de anexina pelos neuroblastos foi realizada por 

citometria de fluxo, utilizando kit de Anexina/Iodeto de propídio (BD) para a 

detecção do tipo de morte celular que poderia estar acontecendo, após 24 horas 

de incubação com o vírus Zika com MOI 0,1 e 1, e também do medicamento na 

concentração de 1 e 3 µM. Não observamos diferença estatística na expressão 

de anexina, que avalia a morte por apoptose, em neuroblastos quando incubados 

com 0,1 ou 1 MOI do vírus Zika (Figura 11).  Indicando, portanto, que a morte 

celular dos neuroblastos determinada pelo vírus não ocorre preferencialmente 

por indução de apoptose. 
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Figura 11: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na apoptose dos neuroblastos em cultura por 
24h. A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de propídio e lida em citometria de 
fluxo. Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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O atazanavir também não modificou a porcentagem de células que 

estavam morrendo por apoptose. Não observamos diferença estatística entre os 

grupos (Figura 12). 
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Figura 12: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na apoptose dos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de propídio e lida em citometria de fluxo. 
Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Entretanto, quando foram incubados com os neuroblastos o vírus Zika (0,1 

MOI) e o atazanavir simultaneamente, observamos que houve redução da morte 

celular por apoptose dos neuroblastos para 0,1 MOI do vírus Zika (p=0,0122, 

teste t), como também em comparação com o grupo Meio (p=0,0215, teste t) 

(Figura 13).  Porém, esse efeito não foi observado quando uma maior proporção 

do vírus (1 MOI) foi utilizada em cultura (Figura 14).  
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Figura 13: Influência do vírus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 e 3 µM) na apoptose dos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de 
propídio e lida em citometria de fluxo. O atazanavir reduziu a morte celular no grupo MOI 0,1 + 
ATZ 1 quando comparado com o grupo MOI 0,1 e Meio (p=0,0122, teste t) (p=0,0215, teste t), 
respectivamente. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 

valores mínimos e máximos. 
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Figura 14: Influência do vírus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 e 3 µM) na apoptose dos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de 
propídio e lida em citometria de fluxo. Não houve diferença significativa. Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

O marcador nuclear iodeto de propídio é utilizado para distinguir se a 

morte celular foi por apoptose ou por necrose. O iodeto de propídio insere-se no 

ADN se a membrana celular estiver permeável, ou seja, o reagente não penetra 

na célula cuja membrana celular está intacta, portanto, sua presença no núcleo 

indica que houve perda da permeabilidade celular. Observamos aumento da 

expressão de iodeto de propídio quando foi utilizado 1 MOI do vírus Zika, 

sugerindo que a morte dos neuroblastos para uma concentração maior do vírus 

deve estar ocorrendo preferencialmente por necrose celular (p<0,0128, ANOVA 

seguido do método de comparação Tukey) (Figura 15). 
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Figura 15: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de propídio e lida em citometria de fluxo. 
Observamos aumento da expressão de iodeto de propídio no grupo MOI 1 (p<0,0128, ANOVA 
seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Quando avaliamos a influência do atazanavir na expressão de iodeto de 

propídio, não observamos diferença estatística entre os grupos (Figura 16). 

Meio ATZ 1 ATZ 3

150

160

170

180

190

200

P
I 
(M

F
I)

 

Figura 16: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de propídio e lida em citometria de fluxo. 
Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao avaliarmos se na presença do atazanavir o vírus Zika na proporção de 

0,1 MOI influenciaria a expressão do iodeto de propídio, observamos que, o 

grupo MOI 0,1 + ATZ 3 apresentou maior expressão do iodeto de propídio do 

que quando comparado com todos os outros grupos [com o grupo Meio 

(p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey), ATZ 1 

(p<0,0212, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey), ATZ 3 
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(p<0,0082, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) e MOI 0,1 

(p<0,0140, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey)] (Figura 17). 
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Figura 17: Influência do vírus Zika (MOI 0,1) do atazanavir (1 e 3 µM) na necrose dos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de 
propídio e lida em citometria de fluxo. Observamos maior expressão de iodeto de propídio no 
grupo MOI 0,1 + ATZ 3 quando comparados com o MOI 0,1 (p<0,0140), ATZ 3 (p<0,0082), ATZ 
1 (p<0,0212) e Meio (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

Quando a expressão do iodeto de propídio foi testada na presença de 1 

MOI do vírus Zika, observamos que a sua associação com o medicamento 

atazanavir na concentração de 1 µM aumentou a expressão de iodeto de 

propídio quando comparado com o grupo não infectado e não tratado (Meio) 

(p<0,0249, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). 

Interessantemente, quando usado na concentração de 3 µM do Atazanavir, 

houve diminuição da expressão do marcador quando comparado com o grupo 
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MOI 1 e MOI 1 + ATZ 1 (p<0,0067, ANOVA seguido do método de comparação 

de Tukey) (Figura 18). 
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Figura 18: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h 
na presença de 1 MOI do vírus ZIKA. A determinação foi realizada por Kit de Anexina/Iodeto de 
propídio e lida em citometria de fluxo. Observamos aumento da expressão de iodeto de propídio 
ao comparar o grupo Meio com o MOI 1 + ATZ 1 (p<0,0249, ANOVA seguido do método de 
comparação de Tukey), interessantemente na maior proporção do medicamento observamos 
redução na expressão do marcador (p<0,0067, ANOVA seguido do método de comparação de 
Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores 
mínimos e máximos. 

 

 

 Em síntese, o atazanavir 1 µM reduziu a quantidade do marcador de 

apoptose nas células na presença do vírus Zika na MOI 0,1. Já para o marcador 

iodeto de propídio, observamos aumento do marcador na presença do 

atazanavir 3 µM e do vírus 0,1, entretanto, houve menor detecção do marcador 

quando a proporção do vírus foi 1. 

 

5.4 Avaliação da expressão de Caspase-3 
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Para verificar o efeito do vírus Zika e do atazanavir na produção de 

Caspase-3 pelos neuroblastos, foi utilizada reação antígeno-anticorpo para a 

detecção da molécula, após incubação por 24 horas com 0,1 e 1 MOI do vírus 

Zika, com os neuroblastos tratados ou não com o medicamento, nas 

concentrações de 1 e 3 µM, sendo a leitura realizado por citometria de fluxo.  

O aumento da caspase-3 indica que houve dano na célula, e com a 

ativação da caspase-3 diversos substratos celulares serão clivados como a 

polimerase poli (ADP-Ribose), responsável pelo reparo de ADN, e culminando 

no apoptose celular.   

Observamos que na maior proporção do vírus Zika por neuroblasto (grupo 

MOI 1) houve maior porcentagem de células expressando a caspase-3 do que 

no grupo com menor proporção do vírus (grupo MOI 0,1) (p=0,0154, ANOVA 

seguido do método de comparação de Tukey) (Figura 19). 
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Figura 19: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na ativação da caspase-3 nos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por reação antígeno-anticorpo e lida em citometria 
de fluxo. Houve aumento de caspase-3 no grupo MOI 1 quando comparado com o grupo MOI 
0,1 (p=0,0154, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Um dado interessante foi a redução da caspase-3 quando os neuroblastos 

foram tratados por 1µM do atazanavir (grupo ATZ 1), quando comparado com os 

neuroblastos não tratados (grupo Meio) (p=0,0250, ANOVA seguido do método 

de comparação de Tukey) (Figura 20). 
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Figura 20: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na ativação da caspase-3 nos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por reação antígeno-anticorpo e lida em citometria 
de fluxo. O atazanavir na concentração de 1 µM reduziu a caspase-3 quando comparado com o 
grupo Meio (p=0,0250, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Entretanto, quando o atazanavir (1 e 3 µM) foi acrescentado às culturas 

dos neuroblastos junto com 0,1 MOI do vírus ZIKA (grupo MOI 0,1), não 

observamos diferença estatística entre os grupos (Figura 21). 
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Figura 21: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na ativação da caspase-3 dos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença do vírus Zika (MOI 0,1). A determinação foi realizada por reação 
antígeno-anticorpo e lida em citometria de fluxo. Não houve diferença significativa. Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

 

 

Resultado semelhante foi observado quando avaliamos na presença de 

uma proporção maior do vírus (grupo MOI 1) em associação com ambas as 
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proporções do medicamento. Não houve diferença estatística na expressão de 

caspase-3 entre os grupos (Figura 22). 
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Figura 22: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) ativação da caspase-3 nos neuroblastos em cultura 
por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação foi realizada por reação antígeno-
anticorpo e lida em citometria de fluxo. Não houve diferença significativa. Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

Resumindo, a caspase-3 foi encontrada em maior quantidade na 

presença do vírus 0,1 e em menor quantidade na presença do atazanavir 1 µM. 

5.5 Avaliação da influência da via do NF-B na viabilidade dos 

neuroblastos 

Para melhor compreensão de quais os mecanismos de citotoxidade para 

os neuroblastos determinados pelo vírus Zika e a influência do atazanavir nesse 

processo, a viabilidade dos neuroblastos foram estudadas pelo teste do MTT na 

presença do inibidor da via do NFB JSH-23. Para avaliar essa via do NF-B, os 

neuroblastos foram incubadas com o indutor da via (PMA) e com o inibidor (JSH-

23) por 3 horas, e posteriormente incubadas por 24 horas na presença ou 
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ausência do vírus Zika e na presença ou ausência do atazanavir e a viabilidade 

foi avaliada pelo ensaio do MTT, e lida em espectrofotômetro.  

Observamos que na presença do indutor do NF-B a viabilidade dos 

neuroblastos foi reduzida em todos os grupos (p<0,0001, ANOVA seguido do 

método de comparação de Tukey) (Figura 23).  
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Figura 23: Influência do indutor do NF-kB (PMA), na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 e 
1), na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada pelo teste 
do MTT e lida em espectrofotômetro. Houve redução da viabilidade na presença do indutor na 
presença ou não do vírus Zika em ambas as proporções do vírus (p<0,0001, ANOVA seguido do 
método de comparação de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interessantemente, também na presença do inibidor da via do NF-B 

houve redução da viabilidade dos neuroblastos, mas houve um efeito protetor da 
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viabilidade dos neuroblastos quando a inibição com o JSH-23 ocorreu na 

presença da proporção de 1 MOI do vírus Zika (p<0,0001, ANOVA seguido do 

método de comparação de Tukey) (Figura 24). 
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Figura 24: Influência do inibidor do NF-kB (JSH-23) na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por MTT e 
lida em espectrofotômetro. Houve redução da viabilidade na presença do indutor na presença ou 
não do vírus Zika em ambas as proporções (p<0,0001, ANOVA seguido do método de 
comparação de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

Em síntese, tanto o inibidor quanto o indutor reduziram a viabilidade das 

células. 

5.6 Avaliação da influência da autofagia na viabilidade dos 

neuroblastos 

Para avaliar se a autofagia seria importante, as células foram incubadas 

com o indutor (PP242) e com o inibidor (Pepstatina) por 3 horas, e 

posteriormente incubadas para encerrar o ciclo de 24 horas, a viabilidade foi 

avaliada pelo ensaio do MTT e lida em espectrofotômetro. 

Já para a autofagia, não observamos diferença na viabilidade quando o 

indutor foi administrado isolado na célula, também notamos uma redução da 

viabilidade quando administrado o indutor da autofagia com o vírus na proporção 

1 (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) (Figura 25). 



54 
 

 

Meio PP242 MOI 0,1 PP242 + MOI 0,1

70

80

90

100

110

120

24 h

M
T

T
 (

%
)

Meio PP242 MOI 1 PP242 + MOI 1

0

50

100

150

24 h

M
T

T
 (

%
)

 

Figura 25: Influência do indutor da autofagia (PP242) na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por MTT e 
lida em espectrofotômetro. A presença do indutor de autofagia reduziu a viabilidade da célula na 
presença do vírus Zika na proporção MOI 0,1 (p<0,0001, ANOVA seguido do método de 
comparação de Tukey), interessantemente, observamos que na proporção 1 do vírus a sua 
associação com o indutor auxiliou na viabilidade da célula (p<0,0001, ANOVA seguido do método 
de comparação de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Quando administrado o inibidor da autofagia, não observamos diferença 

significativa quando foi administrado isolado, entretanto, observamos redução da 

viabilidade quando o inibidor esteve associado ao vírus em ambas as proporções 

(p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn) (Figura 

26). 
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Figura 26: Influência do inibidor da autofagia (Pepstatina) na presença ou não do vírus Zika (MOI 
0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por 
MTT e lida em espectrofotômetro. Observamos redução da viabilidade dos neuroblastos em 
ambas as proporções do vírus Zika quando associados ao inibidor (p<0,0001, Kruskal-Wallis 
seguido do método de comparação de Dunn), entretanto, para a proporção 1 do vírus Zika, não 
observamos diferença entre este grupo e sua associação com o inibidor. Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

Resumindo, não houve diferença na viabilidade na presença do indutor e 

inibidor isoladamente com a célula, entretanto, o vírus reduziu a viabilidade em 

ambas as proporções para o inibidor e na proporção 0,1 para o indutor. 



55 
 

5.7 Avaliação da influência das ERNs na viabilidade dos 

neuroblastos 

Para verificar o papel das espécies reativas de nitrogênio na viabilidade 

dos neuroblastos na presença do vírus Zika, as células foram incubadas por 3 

horas com o inibidor da produção de espécies reativas de nitrogênio o APDC, e 

com o LPS que promove o estímulo da inflamação. Observamos que a inibição 

das ERNs foi significantemente tóxica para a célula (p<0,0001, Kruskal-Wallis 

seguido do método de comparação de Dunn) (Figura 27).  
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Figura 27: Influência do inibidor de ERNs (APDC) na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 e 
1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada pelo teste 
do MTT e lida em espectrofotômetro. Houve redução drástica da viabilidade na presença do 
inibidor (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão 

representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entretanto, quando usamos na cultura o LPS para estimular a produção 

das espécies reativas de nitrogênio, observamos também redução da viabilidade 
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dos neuroblastos, tanto isoladamente, quanto associado ao vírus Zika em ambas 

as proporções (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de 

Dunn) (Figura 28).  
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Figura 28: Influência do indutor de ERNs (LPS) na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) 
na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por MTT e lida 
em espectrofotômetro. Observa-se redução da viabilidade na presença do indutor de inflamação 
tanto isolado quanto associado ao vírus Zika (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de 
comparação de Dunn). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

Em síntese, a inibição das ERNs foi extremamente tóxica para a célula, o 

seu indutor também reduziu a viabilidade, porém, de forma menos expressiva 

que o inibidor. 

5.8 Avaliação da influência das EROs na viabilidade dos 

neuroblastos 

Para verificar o papel da presença de espécies reativas de oxigênio na 

viabilidade dos neuroblastos, o teste do MTT foi realizado na presença do inibidor 

de produção de EROS a diapocinina e após estímulo para produção de EROs 

com o Zymosan, após incubação dos neuroblastos por 24 horas com ou sem 

MOI 0,1 e 1, na presença ou ausência do inibidor ou do estímulo. Observamos 

que a vírus na proporção 0,1 MOI reduziu a viabilidade dos neuroblastos, e na 

presença do inibidor da produção do EROs, não foi capaz de reverter a inibição 

da viabilidade dos neuroblastos (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do método de 

comparação de Dunn) (Figura 29). O mesmo ocorrendo quando 1 MOI do vírus 

Zika foi testado.  
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Figura 29: Influência do inibidor de EROs (Diapocinina) na presença ou não do vírus Zika (MOI 
0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da viabilidade dos 
neuroblastos foi realizada por teste do MTT e lida em espectrofotômetro. Houve redução da 
viabilidade quando associado o inibidor com o vírus Zika em ambas as proporções (p<0,0001, 
Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados 
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

Menor viabilidade dos neuroblastos também foi observada quando um 

estímulo para produção de EROS feita com o Zymosan. Quando o estímulo foi 

acrescentado à cultura, observamos também redução da viabilidade dos 

neuroblastos, tanto isolado, quanto associado ao vírus Zika em ambas as 

proporções (p<0,0001 ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) 

(Figura 30). 
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Figura 30: Influência do indutor de EROs (Zymosan) na presença ou não do vírus Zika (MOI 0,1 
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada pelo teste 
do MTT e lida em espectrofotômetro. Observamos redução da viabilidade celular no pelo indutor 
isoladamente e também quando associado ao vírus Zika em ambas as proporções (p<0,0001, 
ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). 

Resumindo, houve redução da viabilidade na presença do indutor de 

EROs, o que não foi observado para o inibidor. 

5.9 Avaliação da produção de EROs pelos neuroblastos 
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Os neuroblastos podem produzir radicais de oxigênio que têm funções 

críticas na diferenciação, proliferação e apoptose celular. Para verificar o efeito 

do vírus Zika e do atazanavir na produção de EROs nos neuroblastos, foi 

realizado citometria de fluxo utilizando sondas específicas para a detecção das 

espécies reativas de oxigênio, após incubação por 24 horas com MOI 0,1 e 1 do 

vírus Zika, e também na presença ou ausência do atazanavir, na proporção de 

1 e 3 µM. Observamos que a vírus na proporção 0,1 MOI reduziu a concentração 

de EROs produzida pelos neuroblastos (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do 

método de comparação de Dunn) (Figura 31).  
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Figura 31: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na produção de EROs pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Houve 
redução estatisticamente significante da produção de EROs quando o vírus foi utilizado para a 
proporção de MOI 0,1 (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). 
Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos 
e máximos. 

 

 

 

Observamos que o atazanavir também reduziu a produção de EROs em 

ambas as concentrações (p=0,00013, ANOVA seguido do método de 

comparação de Tukey) (Figura 32). 
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Figura 32: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na produção de EROs pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. O atazanavir 
reduziu a produção de EROs em ambas as concentrações (p=0,00013, ANOVA seguido do 
método de comparação de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

No intuito de verificar se o atazanavir afetaria a produção de EROs após 

a infecção dos neuroblastos pelo vírus Zika, a produção de EROs pelos 

neuroblastos foi avaliada por citometria de fluxo utilizando sondas específicas 

para a detecção das espécies reativas de oxigênio, após incubação de 24 horas 

dos neuroblastos na presença ou ausência do vírus Zika para MOI 0,1 e 1 e na 

e na presença ou ausência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM. 

Observamos que na proporção de 1 µM, o medicamento aumentou a produção 

de EROs quando comparado com o grupo infectado não tratado (p=0,0242, 

Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). O mesmo foi 

observado quando a proporção do medicamento foi maior (p=0,043, Kruskal-

Wallis seguido do método de comparação de Dunn) (Figura 33).  
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Figura 33: Influência do vírus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 µM) na produção de EROs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Houve aumento da produção de EROs no grupo ATZ 1 + MOI 0,1 comparado com o grupo 
MOI 1 (p=0,0242, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Houve aumento 
da produção de EROs no grupo ATZ 3 + MOI 0,1 quando comparado com o grupo MOI 0,1 
(p=0,043, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

Ao aumentar a proporção de vírus, observamos que no grupo ATZ 1 + 

MOI 1 a produção de EROs foi maior que no ATZ 1 (p=0,0103, ANOVA seguido 

do método de comparação de Tukey), porém, na proporção de 3 µM do 

medicamento e na proporção de 1 do vírus, não observamos diferença 

significativa entre os grupos (Figura 34). 
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Figura 34: Influência do vírus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 µM) na produção de EROs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Houve aumento de produção de EROs no grupo ATZ 1 + MOI 1 quando comparado com 
o grupo ATZ 1 (p=0,0103, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
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No intuito de melhor compreender os mecanismos de regulação da 

produção de EROs pelos neuroblastos, foram avaliadas a produção dessas 

espécies reativas pelos neuroblastos na presença de um estímulo para produção 

de EROs pelos neuroblastos com PMA e na presença do inibidor Diapocinina da 

produção de EROs, e avaliado após 24 horas de incubação, e a leitura foi 

realizada em citômetro de fluxo. Observamos que, paradoxalmente, na presença 

do estímulo com o PMA houve menor produção de EROs pelos neuroblastos 

(p<0,0001, teste de Mann-Whitney) (Figura 35).  
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Figura 35: Influência do estímulo (PMA) na produção de EROs pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Houve redução da 
produção de EROs no grupo incubado com o PMA (p=0<0001, Teste de Mann-Whitney). Os 
dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

 

 

 

Observamos que o atazanavir na proporção 3 µM apresentou menor 

produção de EROs quando comparado com o grupo sem tratamento (Meio) 
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(p=0,0106, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn) (Figura 

36). 
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Figura 36: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na presença de estímulo (PMA) na produção de 
EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em 
citometria de fluxo. Houve redução da produção de EROs no grupo ATZ 3 + PMA quando 
comparado com o grupo neuroblasto (p=0,0106, Kruskal-Wallis seguido do método de 
comparação de Dunn). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

 

Já quando na presença do vírus, observamos que em ambas as 

proporções do Zika, a concentração de EROs foi menor quando comparada com 

o grupo dos neuroblastos não infectados (p<0,05, Kruskal-Wallis seguido do 

método de comparação de Dunn) (Figura 37). 
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Figura 37: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na presença de estímulo (PMA) na produção de 
EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em 
citometria de fluxo. Houve redução de produção de EROs em todos os grupos quando 
comparados com o grupo dos neuroblasto não infectados (meio) (p<0,05, Kruskal-Wallis seguido 
do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Quando incubamos os neuroblastos com o inibidor de EROs diapocinina, 

observamos que houve menor produção de EROs pelos neuroblastos tratados 

(p=0,0025, teste t) (Figura 38). 
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Figura 38: Influência do inibidor (Diapocinina) na produção de EROs pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. 
Observamos menor produção de EROs pelos neuroblastos tratados (p=0,0025, Teste t). Os 
dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
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A adição do atazanavir na cultura não foi capaz de aumentar a produção 

de EROs pelos neuroblastos (p<0,05, ANOVA seguido do método de 

comparação de Tukey) (Figura 39). 
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Figura 39: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na presença do inibidor (Diapocinina) na produção 
de EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida 
em citometria de fluxo. O medicamento não foi capaz de aumentar a produção de EROs (p<0,05, 
ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

O mesmo foi observado quando associado ao vírus (Figura 40). 
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Figura 40: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) e inibidor (Diapocinina) na produção de EROs 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em 
citometria de fluxo. Não observamos diferença significativa nos grupos com o vírus Zika em 
ambas as proporções. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Em síntese, houve redução de EROs na presença do vírus (MOI 0,1), e 

também na presença de ambas as concentrações do medicamento. O 

medicamento (1 e 3 µM) reverteu a queda de produção de EROs observada na 

infecção com MOI 0,1. Tanto o inibidor quanto o estímulo reduziram a produção 

de EROs. 

5.10 Avaliação da produção de ERNs pelos neuroblastos 
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No intuito de melhor estudar os fatores envolvidos na produção de ERNs 

dos neuroblastos, as células foram incubadas por 3 horas com estímulo (LPS) e 

inibidor (APDC) da produção de espécies reativas de nitrogênio, e após 24 horas 

a leitura foi realizada em citômetro de fluxo. Ao avaliarmos a influência do vírus 

Zika na produção de ERNs, observamos menor produção de ERNs no grupo 

MOI 0,1 quando comparado aos neuroblastos não infectados (grupo Meio) 

(p<0,043, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey), sendo que a 

maior produção pelo grupo MOI 1 quando comparado ao MOI 0,1 (p<0,002, 

ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) (Figura 41). 
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Figura 41: Influência do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na produção de ERNs pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. 
Observamos menor produção de ERNs no grupo MOI 0,1 quando comparado ao grupo meio 
(p<0,043, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey) e maior produção pelo grupo 
MOI 1 quando comparado ao MOI 0,1 (p<0,002, ANOVA seguido do método de comparação de 
Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores 
mínimos e máximos. 
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O atazanavir não foi capaz de alterar a produção de ERNs pelos 

neuroblastos (Figura 42). 
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Figura 42: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) na produção de ERNs dos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. O atazanavir 
isoladamente em ambas as concentrações não foi capaz de alterar a produção de ERNs. Os 
dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
 

 

 

 

 

Ao associarmos o medicamento com o vírus Zika (MOI 0,1), não 

observamos diferenças significativas. O mesmo foi observado quando 

aumentamos a proporção do medicamento (3 µM) (Figura 43). 
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Figura 43: Influência do vírus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 µM) na produção de ERNs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Observamos menor produção de ERNs no grupo MOI 0,1 quando comparado ao grupo 
meio (p<0,043, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

Não observamos diferença significativa quando aumentamos a proporção 

do vírus Zika (MOI 1) para a proporção 1 µM do atazanavir. Também não 

observamos significância estatística quando a proporção do medicamento foi 

maior (3 µM) (Figura 44). 
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Figura 44: Influência do vírus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 µM) na produção de ERNs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Não observamos significância estatística. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Quando administramos o indutor de ERNs não observamos diferença 

estatística entre os grupos (Figura 45). 
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Figura 45: Influência do indutor (LPS) na produção de ERNs pelos neuroblastos em cultura por 
24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Não observamos 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Também não observamos diferença estatística ao associar o indutor com 

o medicamento (Figura 46). 
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Figura 46: Influência do indutor (LPS) e do atazanavir (1 e 3 µM) na produção de ERNs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Não observamos diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados 
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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O vírus Zika na proporção 0,1 MOI aumentou a produção de ERNs na 

presença do indutor (Figura 47). 
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Figura 47: Influência do indutor (LPS) e do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na produção de ERNs pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Observamos aumento na produção de ERNs no grupo com o indutor e o vírus na proporção 
0,1 MOI (p<0,0045, ANOVA seguido do método de comparação de Tukey), entretanto, o mesmo 
não foi observado na maior proporção do vírus. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

Observamos que não houve diferença estatística na produção de ERNs 

na presença do inibidor (Figura 48). 
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Figura 48: Influência do inibidor (APDC) na produção de ERNs pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Não observamos 
diferença estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Ao associar o medicamento com o inibidor, não observamos diferença 

estatística na produção de ERNs pelos neuroblastos (Figura 49). 
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Figura 49: Influência do inibidor (APDC) e do atazanavir (1 e 3 µM) na produção de ERNs dos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em citometria de 
fluxo. Não observamos diferença estatística. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

Quando associado ao vírus Zika não observamos influência significativa 

do inibidor na produção de ERNs (Figura 50). 
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Figura 50: Influência do inibidor (APDC) e do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) na produção de ERNs 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação foi realizada por sonda e lida em 
citometria de fluxo. Não observamos significância estatística. Os dados estão representados 
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

Em síntese, houve redução de ERNs na presença do vírus (MOI 0,1). O 

medicamento (1 e 3 µM) não alterou a produção. 

5.11 Influência da infecção pelo vírus Zika e do tratamento com 

atazanavir sobre a produção de citocinas 

 IL-1 

Para verificar o efeito da infecção pelo vírus Zika na produção de IL-1 

pelos neuroblastos foi feita a determinação da citocina no sobrenadante das 
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culturas após 24 horas de incubação com 0,1 MOI e 1 MOI do vírus Zika. 

Observamos que a infecção dos neuroblastos aumentou a produção da IL-1 para 

a concentração de 1 MOI do vírus Zika (medianas: de 1,385 para 2,600; 

p=0,0363, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn) (Figura 

51). 
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Figura 51: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-1 

pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-1 foi feita por citometria de fluxo 

por kit CBA. Houve maior produção da IL-1 na presença do MOI 1 quando comparado ao grupo 
Meio (n=5) (p=0,0363, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
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Com o objetivo de verificar se o atazanavir (1 e 3 µM) modificaria a 

concentração da citocina, o medicamento foi administrado nas culturas de 

neuroblasto e após 24h o sobrenadante foi utilizado para leitura através de kit 

CBA em citometria de fluxo. Não foi observado diferença significativa (Figura 52). 
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Figura 52: Influência do Atazanavir (1 e 3 µM) sobre a produção de IL-1 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação da IL-1 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) 
(p=0,6498, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não houve diferença 
estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

Com o objetivo de verificar se o atazanavir (1 e 3 µM) modificaria a 

concentração da citocina, o medicamento foi administrado nas culturas de 
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neuroblasto e após 24h em cultura, a determinação da IL-1 foi feita no 

sobrenadante da cultura, utilizando kit CBA por citometria de fluxo. O atazanavir 

não modificou a produção da IL-1 pelos neuroblastos, pois não foi observado 

diferença significativa entre os grupos (Figura 53). 
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Figura 53: Influência do atazanavir (1 e 3 µM) sobre a produção de IL-1 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação da IL-1 foi feita por citometria de fluxo utilizando kit CBA. (n=5) 
(p=0,6498, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não houve diferença 
estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

Entretanto, observamos que quando utilizado na concentração de 3 µM, 

o atazanavir foi capaz de reduzir a concentração de IL-1β (p=0,0421, Kruskal-
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Wallis seguido do método de comparação de Dunn. Medianas: 3,4 e 0,59) 

(Figura 54). 
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Figura 54: Influência do ATZ 3 x MOI 0,1 sobre a produção de IL-1β pelos neuroblastos em 
cultura por 24h. A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve 
redução na produção da citocina no grupo ATZ 3 + MOI 0,1 comparado com o MOI 0,1, (n=5) 
(p=0,0421, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão 

representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao aumentar a proporção de vírus Zika (MOI 1), também não foi 

observado diferença estatística na presença do Atazanavir 1 µM (Figura 55). 
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Figura 55: Influência do ATZ 1 x MOI 1 sobre a produção de IL-1β pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2564, 
Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não houve diferença estatística. 
Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos 
e máximos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Já para a concentração de 3 µM do atazanavir na presença da infecção 

pelo vírus Zika utilizando o MOI 1, observou um padrão semelhante ao visto na 

proporção MOI 0,1 ao comparar MOI 1 x MOI 1 + ATZ 3, porém, foi apenas uma 
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tendência estatística (p=0,055, teste de Mann-Whitney, medianas: 2,600 e 

1,180) (Figura 56). 
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Figura 56: Influência do ATZ 3 x MOI 1 sobre a produção de IL-1β pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve uma 
tendência estatística para a redução da citocina no grupo MOI 1 + ATZ 3 comparado com o MOI 
1 (n=5) (p=0,055, teste Mann-Whitney). Os dados estão representados como medianas, quartis 

superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Por se tratar de uma citocina inflamatória, foi avaliado se a inibição do 

ERNs pelo APDC alteraria a produção da IL-1β. Interessantemente, verificamos 

que a inibição de das espécies reativas de oxigênio, pela presença do inibidor, 

aumentou a produção da citocina (p=0,0159, teste Mann-Whitney, medianas: 

1,385 e 2,385) (Figura 57). 
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Figura 57: Influência do APDC sobre a produção de IL-1β pelos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Foi observado um aumento 
na produção da citocina por influência do APDC (n=5) (p=0,0159, teste Mann-Whitney). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
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Para verificar se pela inibição das espécies reativas de oxigênio, pelo 

tratamento com APDC alteraria a produção da IL-β pelos neuroblastos induzida 

pelo vírus Zika, o inibidor foi incubado por 3 horas com os neuroblastos, em 

seguida o vírus foi adsorvido por 1 hora, e então incubados por mais 24 horas, 

sendo que a IL-1β foi determinada no sobrenadante das culturas por citometria 

de fluxo. Observamos que na proporção MOI 0,1 na presença do inibidor APDC, 

a produção da IL-β foi menor quando comparada com o grupo APDC (p=0,0171, 

ANOVA seguido do teste de Tukey) (Figura 58). 

Meio APDC MOI 0,1 APDC + MOI 0,1
0

2

4

6

8

10

24 h

IL
-1


 (
p

g
/m

L
)

 

Figura 58: Influência do MOI 0,1 + APDC sobre a produção de IL-1 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Foi observado um 
aumento na produção da citocina por influência do APDC (n=5) (p=0,0171, ANOVA seguido do 
teste de Tukey), também foi observado uma diminuição na produção da IL-1 no grupo APDC + 
MOI 0,1 quando comparado ao MOI 0,1 (p=0,0171, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os 
dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 
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Verificamos que a inibição da produção de espécies reativas de nitrogênio 

pelo tratamento dos neuroblastos por 3 h com diapocinina não modificou a 

produção da IL-1β (Figura 59). 
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Figura 59: Influência da diapocinina sobre a produção de IL-1β pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação da IL-1β foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Não houve diferença 
estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 

Em síntese, houve maior produção de IL-1 na presença do vírus no MOI 

1. A inibição da via de ERNs por APDC aumentou a produção da citocina, e essa 

produção foi reduzida quando associada ao vírus na proporção 0,1. 

 

 TNF 

Outra importante citocina inflamatória avaliada foi o TNF. 

Interessantemente, o padrão observado foi semelhante ao da IL-1β. Na presença 

da infecção pelo vírus Zika com MOI 1 houve aumento da concentração da 

citocina quando comparado com os grupos MOI 0,1 e Meio (p<0,0001, ANOVA 

seguido do teste de Tukey) (Figura 60). 
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Figura 60: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 sobre a produção de TNF pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação do TNF foi feita por citometria de fluxo por kit 
CBA. Houve aumento da produção da citocina no grupo MOI 1 quando comparado aos dois 
outros grupos (n=5) (p<0,0001, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

Para avaliar se o Atazanavir alteraria a produção de TNF, o medicamento 

foi incubado por 24 horas em ambas as concentrações (1 e 3 µM) com o 

neuroblasto e em seguida o sobrenadante foi avaliado em citometria de fluxo. 

Não observamos diferença estatística entre os grupos (Figura 61). 
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Figura 61: Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de TNF 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da TNF foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,1667, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve diferença 
estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

Com o objetivo de avaliar se o atazanavir influenciaria a produção de TNF 

na presença da infecção por vírus Zika (MOI 0,1 e 1), foi administrado o 

medicamento e após incubação de 24 horas a concentração do TNF foi avaliada 

no sobrenadante por citometria de fluxo. Não foi observado diferença 

significativa na concentração de 1 µM x MOI 0,1 (Figura 62). 
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Figura 62: Influência do atazanavir na concentração de 1 µM sobre a produção de TNF pelos 
neuroblastos em cultura por 24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da TNF 
foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,7034, ANOVA seguido do teste de Tukey). 
Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

O mesmo padrão foi observado na para o medicamento (3 µM) na 

proporção MOI 0,1 (Figura 63). 
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Figura 63: Influência do atazanavir na concentração de 3 µM sobre a produção de TNF pelos 
neuroblastos incubados por 24h em cultura com 0,1 do vírus Zika. A determinação da TNF foi 
feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,4928, ANOVA seguido do teste de Tukey). 
Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando avaliado o efeito do atazanavir na concentração de 1 µM na 

proporção MOI 1 de infecção do vírus Zika, observamos efeito imunomodulador 

do atazanavir O atazanavir diminuiu a concentração do TNF de 0,79 para 0,24 

pg/mL (p=0,0020, ANOVA seguido do teste de Tukey) (Figura 64). 
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Figura 64: Influência do atazanavir na concentração de 1 µM sobre a produção de TNF pelos 
neuroblastos incubados em cultura por 24h com 1 MOI do vírus Zika. A determinação da TNF foi 
feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve redução na produção da citocina por influência 
do Atazanavir 1 µM na presença da infecção na proporção MOI 1, observa-se também o aumento 
da produção na presença da infecção quando comparado com o controle. (n=5) (p=0,0020, 
ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

Interessantemente, o mesmo padrão imunomodulador foi observado na 

concentração 3 µM do Atazanavir na presença da infecção na proporção MOI 1 

(p=0,0004, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,79 e 0,24) (Figura 

65). 
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Figura 65: Influência do atazanaver sobre a produção de TNF pelos neuroblastos em cultura por 
24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da TNF foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. Houve redução na produção da citocina por influência do atazanavir (3 µM) na 
presença da infecção na proporção MOI 1. Observa-se também o aumento da produção na 
presença da infecção quando comparado com o controle. (n=5) (p=0,0004, ANOVA seguido do 
teste de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 
 

 

 

 

 

 

Para avaliar se a inibição de EROs influenciaria a produção de TNF, foi 

utilizado o inibidor APDC por 3 horas, e depois as células foram incubadas por 

24 horas, para então o sobrenadante ser utilizado para determinação da citocina 

por citometria de fluxo. Não foi observado diferença estatística (Figura 66). 
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Figura 66: Influência do APDC sobre a produção de TNF pelos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação da TNF foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,9524, teste de 
Mann-Whitney). Não houve diferença estatística. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

Ao avaliar se a inibição de ERNs reduziria a produção do TNF pelos 

neuroblastos, utilizamos o inibidor diapocinina por 3 horas, e depois as células 

foram incubadas por 24 horas para então o sobrenadante ser utilizado na 

determinação da citocina por citometria de fluxo. Não foi observado diferença 

estatística entre os grupos (Figura 67). 
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Figura 67: Influência da diapocinina sobre a produção de TNF pelos neuroblastos em cultura por 
24h. A determinação da TNF foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2312, teste 
t). Não houve diferença estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

Observamos significância estatística somente quando houve associação 

da diapocinina com a proporção MOI 1 do vírus Zika (p=0,0023, ANOVA seguido 

do teste de Tukey, medianas: 0,79 e 0,56) (Figura 68). 
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Figura 68: Influência da diapocinina sobre a produção de TNF pelos neuroblastos em cultura por 
24h na presença de 1 Moi do vírus Zika. A determinação da TNF foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. Houve redução da produção de TNF na associação de diapocinina com o vírus Zika 
MOI 1, observa-se também aumento da produção da citocina no MOI 1 quando comparado com 
os outros grupos (n=5) (p=0,0023, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Em síntese, houve maior produção de TNF na presença do vírus MOI 1, 

o atazanavir em ambas proporções reduziu a concentração da citocina na 

presença do vírus MOI 1. 

 

 IL-6 

Para verificar o efeito da infecção pelo vírus Zika na produção de IL-6 

pelos neuroblastos foi feita a determinação da citocina no sobrenadante das 

culturas após 24 horas de incubação com 0,1 MOI e 1 MOI do vírus Zika. 

Observamos que não houve diferença estatística quando comparados os grupos 

(Figura 69). 
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Figura 69: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-6 pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-6 foi feita por citometria de fluxo por kit 
CBA. Não houve diferença estatística (n=5) (p=0,3867, ANOVA seguido do método de 
comparação múltiplas de Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para avaliar se o medicamento atazanavir alterou a produção de IL-6 

pelos neuroblastos, os neuroblastos foram incubados com duas concentrações 

(1 e 3 µM) da droga, e após 24 horas os sobrenadantes das culturas foram 
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avaliados para a IL-6 por kit CBA. Não observamos diferença estatística na 

produção da IL-6 entre os grupos (Figura 70) 
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Figura 70: Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-6 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-6 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. Não houve diferença estatística entre os grupos (n=5) (p=0,6808, Kruskal-Wallis 
seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando houve o tratamento das células na concentração de 1 µM, na 

presença do vírus Zika na proporção MOI 0,1, também não foi observado 

diferença estatística (Figura 71). 
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Figura 71: Influência do atazanavir (1µM) sobre a produção de IL-6 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h, na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-6 foi feita por citometria de 
fluxo por kit CBA. Não houve diferença estatística entre os grupos (n=5) (p=0,3710, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entretanto, quando a concentração do medicamento foi aumentada para 

3 µM, observamos que o atazanavir diminuiu a produção da IL-6 pelos 

neuroblastos.  Houve diferença estatística entre o grupo MOI 0,1 e o grupo MOI 

0,1 + ATZ 3 (p=0,0171, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de 

Dunn) (Figura 72). 
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Figura 72: Influência do atazanavir (3 µM) e do vírus Zika (MOI 0,1) sobre a produção de IL-6 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-6 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. Houve diferença estatística quando comparados os grupos MOI 0,1 e MOI 0,1 + ATZ 
3 (n=5) (p=0,0171, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porém, a diferença não foi significante quando avaliada na proporção do 

1 MOI do vírus Zika em ambas as concentrações do medicamento (Figura 73 e 
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74).
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Figura 73: Influência do atazanavir (1 µM) sobre a produção de IL-6 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 Moi do vírus Zika. A determinação da IL-6 foi feita por citometria 
de fluxo por kit CBA. Não houve diferença estatística entre os grupos (n=5) (p=0,6790, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Figura 74: Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-6 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-6 foi feita por citometria 
de fluxo por kit CBA. Não houve diferença estatística entre os grupos (n=5) (p=0,8536, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No intuito de verificar a influência da presença de espécies reativas de 

oxigênio na produção da IL-6, as células foram incubadas por 3 horas com o 
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inibidor de EROS APDC, e então seguiram para o procedimento padrão de 

incubação de 24 horas. Na presença do APDC, não foi observada diferença 

estatística entre os grupos (Figura 75). 
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Figura 75: Influência da inibição de espécies reativas de oxigênio pelo APDC sobre a produção 
de IL-6 pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-12 foi feita por citometria 
de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5111, teste t).  Não houve diferença estatística. Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

O mesmo foi observado quando na incubação por 3 horas foi utilizado o 

inibidor da produção espécies reativas de nitrogênio diapocinina (Figura 76). 
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Figura 76: Influência da Diapocinina sobre a produção de IL-6 pelos neuroblastos em cultura por 
24h. A determinação da IL-6 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,8586, teste 
t).  Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

 

 IL-12p70 

Com o objetivo de verificar o efeito da infecção pelo vírus Zika na 

produção de IL-12p70 pelos neuroblastos foi feita a determinação da citocina no 

sobrenadante das culturas após 24 horas de incubação com 0,1 MOI e 1 MOI do 

vírus Zika. Observamos que a infecção dos neuroblastos diminuiu a produção da 

IL-12p70 para a concentração de 1 MOI do vírus Zika (medianas: de 0,8450 para 

0,3425; p=0,0043, ANOVA seguido pelo teste de Tukey). Entretanto, embora 

houvesse uma pequena diminuição da produção da IL-12 p70 quando utilizamos 

0,1 MOI do vírus Zika, a diferença não foi estatisticamente significante (Figura 

77). 
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Figura 77: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-12p70 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-12 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey; Zika MOI 1 < meio). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

 

 

 

No intuito de verificar se o atazanavir alterava a produção de IL-12p70, os 

neuroblastos foram incubados por 24 horas com duas concentrações do 

medicamento (1 e 3 µM). Não foi observada diferença estatística, em ambas as 

concentrações do atazanavir (Figura 78). 
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Figura 78: Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-12p70 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-12 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,21, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estão representados 
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para avaliar se o atazanavir influenciaria a produção da IL-12p70 na 

presença do vírus, o medicamento foi incubado por 24h em ambas as 

concentrações (1 e 3 µM) com as duas proporções (0,1 e 1 MOI) do vírus Zika. 

Não foi observada diferença estatística quando o atazanavir (1 µM) foi 

acrescentado às culturas na presença de MOI 0,1 do vírus Zika (Figura 79). 
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Figura 79: Influência do atazanavir (1 µM) sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika.  A determinação da IL-12p70 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,1351, Kruskal-Wallis seguido do método de 
comparação de Dunn). Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Também não foi observada diferença estatística quando administrado o 

medicamento na concentração de 3 µM na presença do vírus com o MOI 0,1 

(Figura 80). 
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Figura 80: Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-12p70 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,3895, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando os neuroblastos foram incubados com o 1 MOI do vírus Zika, 

observamos uma diminuição na produção da IL-12p70. Entretanto, quando 

acrescentamos o atazanavir (1 µM) à cultura, houve uma recuperação parcial da 

produção da citocina (p=0,05 teste t, medianas: 0,3425- 0,6150) (Figura 81). 
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Figura 81: Influência do atazanavir (1 µM) sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-12p70 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. Observa-se uma tendência ao retorno da produção de IL-12 após 
administração no ATZ (n=5) (p=0,05, teste t).  Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entretanto, observando os resultados quando as células foram tratadas 

com 3 µM do medicamento, não houve diferença significativa entre os grupos 

com e sem o tratamento com a droga (Figura 82). 
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Figura 82: Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-12p70 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2164, teste t). Não houve diferença estatística entre o 
grupo MOI 1 e ATZ 3 + MOI 1. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores 
e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No intuito de verificar se a inibição da produção de espécies reativas do 

oxigênio influenciaria a produção da IL-12p70, os neuroblastos foram incubadas 

por 3 horas com o inibidor de EROs APDC, e então procedeu-se a incubação de 
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24 horas. Na presença do APDC não foi observada diferença estatística entre os 

grupos (Figura 83). 
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Figura 83: Influência do APDC sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 
24h. A determinação da IL-12 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5134, teste 
t).  Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Incubamos os neuroblastos com o inibidor da produção do EROs com o 

objetivo de verificar se na presença do vírus Zika, a inibição das espécies 

reativas de oxigênio alteraria a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos. 

Verificamos que após a incubação com o APDC, utilizando o vírus em ambas 
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concentrações (0,1 e 1 MOI) não foi observado alterações nos níveis da IL-12 

p70 (Figura 84). 
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Figura 84: Influência do APDC sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 
24h incubados com 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-12p70 foi feita por citometria de 
fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2684, ANOVA seguido do teste de Tukey).  Não houve diferença 
estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando a inibição da produção de EROs foi feita utilizando 1 MOI do vírus 

Zika verificamos que houve inibição total da produção da IL-12p70 pela inibição 

concomitante da produção das espécies reativas de oxigênio (p=0,0048, 
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Kruskal-Wallis seguido pelo método de comparação de Dunn; meio e APDC > 

Zika + APDC) (Figura 85).  
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Figura 85: Influência da inibição da produção de EROs com o APDC sobre a produção de IL-
12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A 
determinação da IL-12 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (p = 0,0048 pelo teste de 
Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn; meio e APDC > Zika + APDC).  Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Com o objetivo de verificar se a inibição de EROs modificava o efeito do 

atazanavir (1 e 3 µM) a produção de IL-12p70, os neuroblastos foram incubados 

com o APDC e tratados com o medicamento. Não observamos diferença na 

produção da IL-12 p70 entre os grupos (Figura 86). 

Meio ATZ 1 uM APDC AZT 1 + APDC
0.0

0.5

1.0

1.5

24 h

IL
-1

2
p

7
0
 (

p
g

/m
l)

 
Figura 86: Influência da inibição das espécies reativas de oxigênio pela incubação com o APDC 
sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h tratados com o atazanavir 
(1 µM). A determinação da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Interessantemente na presença do atazanavir 3 µM observamos um 

aumento da produção de IL12p70 quando associado o medicamento ao inibidor 

de EROs (p<0,05 teste t, medianas: 0,725 e 1,05) (Figura 87). 
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Figura 87: Influência da inibição da produção de radicais de oxigênio pelo APDC sobre a 
produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h tratados com 3 µM de atazanavir.  
A determinação da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve maior produção 
da citocina na presença do ATZ 3 + APDC quando comparado com o grupo ATZ 3 (n=5) (p=0,03, 
teste t). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores 
mínimos e máximos. 
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No intuito de verificar se a inibição da produção de radicais de nitrogênio 

influenciaria a produção da IL-12p70, as células foram incubadas por 3 horas 

com o inibidor de ERNs diapocinina, e então incubadas por 24 horas. Não foi 

observada diferença estatística na comparação entre as células com o meio e 

com a diapocinina (Figura 88). 
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Figura 88: Influência da inibição da produção de radicais de nitrogênio pela diapocinina sobre a 
produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-12p70 foi 
feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5477, teste t).  Não houve diferença estatística 
entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores mínimos e máximos. 
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Entretanto, quando os neuroblastos foram incubados com o 0,1 MOI do 

vírus Zika, a inibição da produção dos radicais de nitrogênio pela diapocinina 

ocasionou uma inibição da produção da IL-12p70 pelas neuroblastos (p=0,015 

ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,845 e 0,51), também foi 

observada diferença entre o grupo Diapocinina e o MOI 0,1 + Diapocinina 

(p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,72 e 0,51) (Figura 89). 
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Figura 89: Influência da inibição da produção de espécies reativas de nitrogênio pela diapocinina 
sobre a produção de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h com 0,1 MOI do vírus Zika. 
A determinação da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) Houve diferença 
entre o grupo Meio e o MOI 0,1 + Diapo (p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey) e também 
entre o grupo Diapocinina e o MOI 0,1 + Diapo (p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey). Os 
dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

Em síntese, houve menor produção de IL12p70 na presença do vírus MOI 

1, o atazanavir 1 µM aumentou essa concentração na presença do Zika MOI 1. 

A inibição de ERNs na presença do vírus MOI 0,1 reduziu a concentração da 

citocina. 
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 IL-10  

Para verificar o efeito da infecção pelo vírus Zika na concentração de IL-

10 pelos neuroblastos foi feita a determinação da citocina no sobrenadante das 

culturas após 24 horas de incubação com 0,1 MOI e 1 MOI do vírus Zika. 

Observamos que a infecção não foi capaz de alterar estatisticamente a 

concentração da citocina (Figura 90). 
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Figura 90: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-10 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-10 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,1583, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não 
houve diferença estatística. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Para verificar se o medicamento Atazanavir foi capaz de modificar a 

produção da IL-10, as células foram incubadas por 24 horas com ambas as 

concentrações do medicamento, 1 e 3 µM. Não observamos diferença estatística 

(Figura 91). 
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Figura 91: Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-10 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-10 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,5639, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve diferença 
estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

No intuito de verificar se o medicamento poderia alterar a concentração 

da citocina na presença do vírus Zika (MOI 0,1), as células foram tratadas com 

o atazanavir na concentração de 1 µM. Não observamos diferenças estatísticas 

entre os grupos (Figura 92). 
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Figura 92: Influência do atazanavir (1µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-10 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,4709, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entretanto, quando aumentada a concentração do medicamento para 3 

µM, observamos um aumento na produção da IL-10 pelos neuroblastos tratados 

com o atazanavir (MOI 0,1 e MOI 0,1 + ATZ 3) (p=0,0415, teste t) (Figura 93). 
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Figura 93: Influência do atazanavir (3µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 0,1 Moi do vírus Zika. A determinação da IL-10 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. Houve diferença na comparação entre os grupos MOI 0,1 e MOI 
0,1 + ATZ 3 (n=5) (p=0,0415, teste t). Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

 

 

 

 

 

Porém, quando aumentada a proporção de vírus para MOI 1, não 

observamos diferenças estatísticas em ambas as concentrações do 

medicamento (Figura 94 e 95). 
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Figura 94: Influência do atazanavir (1µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-10 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,6963, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Figura 95: Influência do atazanavir (3µM) sobre a produção de IL-10 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença de 1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-10 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,6400, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
 

Resumidamente, observamos que o atazanavir 3 µM aumentou a 

produção da citocina na presença do vírus na proporção 0,1. 

 

 IL-8 

Para analisar a influência da infecção pelo vírus Zika na produção da 

quimiocina IL-8 pelos neuroblastos, essas células foram incubadas na presença 

ou ausência do vírus Zika, e após adsorção por 1 hora do vírus, as células foram 

incubadas por mais 24 horas, e então a concentração da IL-8 foi determinada no 

sobrenadante das culturas. Foi feita a determinação por kit CBA citometria de 

fluxo. A presença do vírus ZIKA não modificou a produção da citocina nas duas 

proporções do vírus Zika (MOI 0,1 e 1) utilizadas (Figura 96). 
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Figura 96: Influência do vírus Zika nas proporções de 0,1 e 1 MOI sobre a produção de IL-8 pelos 
neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit 
CBA. (n=5) (p=0,4090, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Para avaliar a influência do atazanavir na produção de IL-8 pelos 

neuroblastos, as células foram incubadas por 24 horas com o medicamento em 

ambas as concentrações (1 e 3 µM), e após o período de incubação o 

sobrenadante foi separado para análise em citometria de fluxo. O atazanavir não 

modificou a produção da IL-8 pelos neuroblastos. Não houve diferença 

estatística entre os grupos (Figura 97). 
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Figura 97: Influência do atazanavir nas concentrações de 1 e 3 µM sobre a produção de IL-8 
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,8205, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não 
houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

No intuito de avaliar se o atazanavir influenciaria a produção de IL-8 após 

a infecção dos neuroblastos pelo vírus Zika, as células foram adsorvidas com o 

vírus por 1 hora, e então incubadas com o medicamento por 24 horas, após isso 

o sobrenadante foi coletado e a IL-8 foi determinada por kit CBA por citometria 

de fluxo. Não observamos diferença estatística na concentração do 

medicamento em 1 µM (Figura 98). 
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Figura 98: Influência do atazanavir (1 µM) na produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 
24h na presença do vírus Zika (MOI 0,1). A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. (n=5) (p=0,7983, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de Dunn). Não 
houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Entretanto, observamos um padrão diferente quando a concentração do 

atazanavir foi aumentada para 3 µM, o medicamento foi capaz de reduzir 

significantemente a produção de IL-8 pelos neuroblastos na presença do vírus 

Zika (p=0,0060, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 2995 e 1353) 

(Figura 99). 
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Figura 99: Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença do vírus Zika (MOI 0,1). A determinação da IL-8 foi feita por 
citometria de fluxo por kit CBA. Houve diminuição na produção de IL-8 no grupo MOI 0,1 + ATZ 
3 quando comparado com todos os outros grupos (n=5) (p=0,0060, ANOVA seguido do teste de 
Tukey). Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores 
mínimos e máximos. 

 

 

Quando aumentada a proporção do vírus Zika (MOI 1) e o atazanavir foi 

utilizando na concentração de 1 µM, não observamos diferença estatística entre 

os grupos (Figura 100). 
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Figura 100: Influência do atazanavir (1 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença do vírus Zika (MOI 1). A determinação da IL-8 foi feita por citometria 
de fluxo por kit CBA (n=5) (p=0,4626, ANOVA seguido do teste de Tukey). Não houve diferença 
estatística entre os grupos. Os dados estão representados como medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

O mesmo padrão de resposta foi observado para 3 µM do atazanavir. Não 

houve diferença estatística na concentração de 3 µM do atazanavir quando 

associado com a proporção de MOI 1 do vírus Zika (Figura 101). 
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Figura 101: Influência do atazanavir (3 µM) sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em 
cultura por 24h na presença do vírus Zika (MOI 1). A determinação da IL-8 foi feita por citometria 
de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,3698, Kruskal-Wallis seguido do método de comparação de 
Dunn). Não houve diferença estatística entre os grupos. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

 

 

 

 

Para avaliar se a produção de EROs influenciou a produção de IL-8 pelos 

neuroblastos, o inibidor da produção de espécies reativas de oxigênio APDC foi 

acrescentado às culturas por 3 horas, após isso as células foram então 

incubadas por 24 horas e o sobrenadante foi coletado e a concentração da IL-8 

foi determinada por citometria de fluxo. Não houve diferença estatística entre os 

grupos (Figura 102). 
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Figura 102: Influência do APDC sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h. 
A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p<0,05, teste t). Houve 
aumento da produção de IL-8 na presença do APDC. Os dados estão representados como 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Ao associar o inibidor APDC na presença do vírus Zika na proporção MOI 

0,1, observamos diferença na produção de IL-8 entre o grupo APDC e o MOI 0,1 

(p=0,0361, ANOVA seguido do método de múltiplas comparações de Tukey, 

medianas: 4881 e 2995) (Figura 103). 
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Figura 103: Influência do APDC sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h 
na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por 
kit CBA. Houve menor produção de IL-8 no grupo MOI 0,1 quando comparado com o APDC (n=5) 
(p=0,0361, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estão representados como medianas, 
quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Para analisar a influência do ERNs na produção de IL-8, ela foi inibida 

através da diapocinina em uma incubação de 3 horas, após isso as células foram 

incubadas por 24 horas, o sobrenadante foi retirado e analisado por citometria 

de fluxo. Observamos menor expressão de IL-8 após ação da diapocinina 

(p<0,05, Teste t) (Figura 104). 
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Figura 104: Influência da diapocinina sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura 
por 24h. A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,55, teste 
t). Menor expressão de IL-8 no grupo com diapocinina (p<0,05, Teste t). Os dados estão 
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 

 

Quando a diapocinina foi associada a infecção pelo vírus Zika na 

proporção MOI 0,1, observamos uma menor produção da IL-8 pelos 

neuroblastos (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 3903 

(meio), 2995 (MOI 0,1) e 924,5 (MOI 0,1 + Diapo)) (Figura 105). 
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Figura 105: Influência diapocinina sobre a produção de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 
24h na presença de 0,1 MOI do vírus Zika. A determinação da IL-8 foi feita por citometria de fluxo 
por kit CBA. Houve menor produção da citocina no grupo Diapo + MOI 0,1 quando comparado 
com os grupos Meio e MOI 0,1, (n=5) (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados 
estão representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e 
máximos. 

 

Em síntese, houve menor produção de IL-8 na presença do atazanavir 3 

µM e do vírus 0,1.  O APDC aumentou a produção da citocina. A diapocinina 

reduziu essa produção, e reduziu ainda mais em associação com o vírus na 

proporção 0,1. 
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Nossos dados mostraram que o vírus infecta o neuroblasto e quando em 

contato com o vírus Zika houve aumento da morte dos neuroblastos em cultura. 

Esses dados ajudam a explicar o desenvolvimento da microcefalia descrita no 

feto de gestantes que adquiriram a infecção durante o surto do Zika no Brasil 

(Brasil, 2018), desde que o vírus Zika mata o neuroblasto. Minor e cols (2017) já 

tinham mostrado que o vírus Zika tem tropismo pelos neurônios, entretanto, sua 

ação sobre os neuroblasto não estava ainda completamente entendida. Várias 

hipóteses tinham sido aventadas, como se o dano seria diretamente nas 

estruturas que participam da formação do cérebro e sua arquitetura, como 

cartilagens, osteoclastos, astrócitos, células da glia, ou somente nos neurônios 

maduros. Nossos dados evidenciaram a possibilidade de o dano ser também nos 

neuroblastos precursores dos neurônios, reduzindo assim a massa encefálica e 

levando em consequência à microcefalia. De fato, nossos dados estão de acordo 

com as observações de Driggers e cols (2016) que mostraram por exame 

microscópico post-mortem obtido de feto que apresentou uma grande diminuição 

do perímetro cefálico durante a infecção pelo vírus Zika uma abundante 

quantidade de neurônios apoptóticos na área do córtex parietal.   

Há vários possíveis mecanismos de morte do neuroblasto pelo vírus Zika. 

Nossos dados mostraram que quando utilizamos a marcação por anexina, que 

houve apoptose nos neuroblastos tanto no grupo controle quanto no grupo com 

o vírus Zika. A apoptose presente no grupo com o vírus também foi observada 

por Souza e cols (2016), indicando que a apoptose seria um possível mecanismo 

utilizado pelo vírus para induzir a morte da célula.  Estudando a SK-N-BE (2), 

Lee e cols. (2019) também observaram a presença de apoptose. 

A expressão de caspase-3 é uma avaliação indireta da morte dos 

neuroblastos por apoptose, pois o aumento da expressão de caspase-3 pode 

estimular os mecanismos de morte celular por apoptose na célula. Nossos dados 

mostraram uma maior porcentagem de células expressando caspase-3 quando 

os neuroblastos foram incubados com 1 MOI do vírus Zika, sugerindo que a 

morte dos neuroblastos pode ocorrer também por esse mecanismo. Ausência de 

expressão de caspase-3 é comumente observada em neuroblastomas, 

entretanto, nossos dados mostraram que, embora numa porcentagem pequena, 

os neuroblastos SK-N-BE (2) podem expressar essa proteína (Lolascon et al. 

2003). Entretanto, mesmo expressando a caspase-3, não observamos uma alta 
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atividade apoptótica nas células. Esses dados estão de acordo com as 

observações de Adida e cols. (1998), que sugeriram que provavelmente este tipo 

celular expressa o gene survivina, que mantém as células em um estado anti-

apoptótico. Na presença de 1 MOI do vírus Zika, houve aumento discreto da 

expressão de caspase-3. Souza e cols (2016) observaram aumento na caspase-

3 utilizando 0,1 MOI do vírus Zika, sugerindo que a expressão da proteína possa 

ser dependente da carga viral. 

Quando analisamos a morte celular por necrose pela marcação das 

células com o iodeto de propídio, observamos que houve uma quantidade muito 

maior dos neuroblastos em necrose quando incubados com maior quantidade do 

vírus Zika (1 MOI), do que os que foram incubadas com uma proporção muito 

menor de 0,1 MOI e do que os neuroblastos não infectados. Essas observações 

sugerem que no MOI 1, no qual havia uma maior quantidade de vírions no meio, 

possivelmente o estímulo foi muito maior para a célula, estimulando vias 

intracelulares que determinaram a morte dos neuroblastos por necrose, que é 

um fenômeno muito mais grave pela eliminação do conteúdo celular no 

microambiente e estímulo muito maior para a resposta inflamatória local, 

resultando em dano muito maior para o indivíduo. Os estudos com o iodeto de 

propidio confirmam as observações de necrose dos neuroblastos que 

obsevamos ao microscópio eletrônico. Nossos dados estão de acordo com o que 

foi observado por Daniels e cols. (2019), que mostraram que os neurônios podem 

utilizar as vias da necrose como defesa perante uma infecção viral, e que o vírus 

irá induzir a ativação do gene imunorresponsivo 1 e metabólitos de itaconato, 

consequentemente inibindo a formação da succinato desidrogenase e 

suprimindo a replicação viral. 

Nossos dados sugerem que a morte dos neuroblastos pode ocorrer tanto 

por apoptose como por necrose e que aparentemente a morte por necrose foi 

relacionada com o aumento da carga viral.  Entretanto, não pode ser excluído 

que a morte dos neuroblastos tenha ocorrido por necroptose, que é uma necrose 

natural da célula ocorrendo pela via da serina/treonina proteína quinase-3 

(RIPK3), que é ativada e forma oligômeros que romperão a membrana celular 

(Linkermann & Green, 2014; Rashidi, Wicks & Vince, 2020) 

Nossos dados mostraram que o atazanavir na concentração de 1 µM 

diminuiu a morte neuronal quando as células foram expostas ao vírus Zika. Esse 



129 
 

fato é de crucial importância, pois se caso esse mesmo efeito se repetir em 

mulheres gestantes, a utilização dessa droga, que já é aprovada para utilização 

em gestantes, poderia diminuir o risco de desenvolvimento da microcefalia no 

feto.  

Não está esclarecido o mecanismo pelo qual o atazanavir diminuiu a 

morte neuronal. Entretanto, possíveis mecanismos podem ser sugeridos. Alves 

et al (2015) mostraram que o atazanavir pode influenciar a via do NFB, que 

pode modular a resposta inflamatória e a resposta das células ao vírus Zika, 

como também as vias que culminam na apoptose. Foi observado também por 

Chattopadhyay e cols. (2008) que o atazanavir melhorou a viabilidade celular na 

concentração 1 µM. Esses autores observaram pelo teste do MTT, que o 

atazanavir manteve a viabilidade de células endoteliais de microvasos cerebrais 

humanos e que conforme a dose do medicamento foi aumentando a viabilidade 

foi reduzindo. 

Entretanto, a redução da expressão de anexina na presença de 0,1 MOI 

do vírus Zika são contrários aos observados por Vlahakis e cols. (2007), os 

autores observaram que diversos medicamentos que são inibidores de protease 

do VIH possuem atividades pró-apoptóticas, sendo o atazanavir um deles. 

É possível que os diferentes mecanismos que observamos de morte do 

neuroblasto, por necrose ou apoptose, sendo a necrose relacionado com o 

aumento da carga viral, tenha influenciado o efeito do atazanavir nos 

neuroblastos. É possível que o atazanavir não tenha sido capaz de prevenir a 

morte por necrose quando em presença de excesso de partículas virais e na 

presença de concentrações maiores da droga, que se mostraram tóxicas para o 

neuroblasto.   

O aumento da necrose nos neuroblastos quando expostos ao vírus Zika 

na proporção 0,1 MOI e tratados com o atazanavir (3 µM) é um aspecto 

importante que tem que ser levado em consideração, pois nessa concentração 

a droga poderia agravar as lesões neuronais. Esses resultados são semelhantes 

aos observados por Han e cols (2015), que também mostraram redução da 

viabilidade causada pelo atazanavir nessa concentração da droga. Foi 

observado que o atazanavir em uma concentração 30 vezes maior do que a 

recomendada (30 µM) inibiu o canal de potássio cardíaco em tecido humano 

clonado. Em nosso estudo, a concentração (3 µM) já foi suficiente para 
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apresentar efeito tóxico para o neuroblasto. Entretanto, este dado pode sugerir 

que o atazanavir poderia ser testado como um tratamento adjuvante para o 

tratamento de neuroblastomas, com o objetivo de estimular a morte da célula 

neoplásica. Pyrko e cols. (2007) observaram que o atazanavir é capaz de induzir 

a morte de células de um glioma por estresse no retículo endoplasmático. É uma 

possibilidade que a morte do neuroblasto determinada pela maior concentração 

do atazanavir que foi por nós observada não tenha ocorrido por este mecanismo, 

desde que o atazanavir diminuiu a produção de radicais de oxigênio e nitrogênio 

nos neuroblastos e nossos dados mostraram que esses radicais se mostraram 

essenciais para a sobrevida do neuroblastos.  

Observamos que o atazanavir reduziu significativamente a expressão de 

caspase-3, entretanto, não foi capaz de reduzir a expressão da proteína na 

presença do vírus Zika. Nzuza e cols. (2017) mostraram que o atazanavir 

aumentou a expressão de caspase-3 em células do pâncreas, enquanto nossos 

dados mostraram uma redução dessa proteína no neuroblasto. Isto sugere que 

o efeito do atazanavir pode ser dependente do tipo de célula estudada.   

Outro mecanismo que pode levar a morte celular é um processo 

inadequado de autofagia. A autofagia é um processo de reciclagem altamente 

conservado nas células eucarióticas. Tem um papel importante na manutenção 

e na sobrevida das células pela degradação de proteínas, macromoléculas, e 

organelas citoplasmáticas (Parzych e Koinsky, 2014), preservando as células do 

acúmulo de toxinas, moléculas e organelas danificadas e permite o 

desenvolvimento e diferenciação dos tecidos (Costas e Rubio, 2017). 

Para melhor compreensão do processo de autofagia na infecção pelo 

vírus Zika, os neuroblastos incubados com o vírus foram tratados com um indutor 

(PP242) e com um inibidor (pepstatina) da autofagia.  Observamos que o indutor 

de autofagia melhorou a viabilidade dos neuroblastos quando foi administrado 

junto com 1 MOI do vírus Zika, enquanto que o inibidor da autofagia aumentou a 

morte dos neuroblastos. Esses dados mostram a importância da autofagia na 

sobrevivência dos neuroblastos infectados pelo vírus Zika. Estes dados sugerem 

que o processo da autofagia deve ter um papel importante na preservação da 

viabilidade dos neuroblastos quando em contato com o vírus Zika e reforça a 

hipótese de que o processo de autofagia possa ser um dos mecanismos de 

limpeza do vírus pelos neuroblastos (Ojha, et al. 2019). 
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De fato, tem sido sugerido que a inibição da autofagia é um dos 

mecanismos utilizados como escape pelo vírus Zika. O processo é utilizado 

naturalmente pelas células como defesa antiviral, entretanto, aparentemente o 

vírus Zika altera a sinalização da via Akt-mTOR fazendo com que a ativação da 

autofagia seja desviada para replicação e propagação viral (Gratton, et al. 2019). 

O aumento da autofagia também pode aumentar a produção de EROs, devido a 

desordens mitocondriais (Nakahira et al. 2011). Entretanto, nossos dados 

mostraram resultados opostos, pois, após a infecção dos neuroblastos com o 

vírus Zika, a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foram menores. 

Uma possível explicação para esse fato é que essa diminuição foi devida à morte 

dos neuroblastos, desde que o vírus Zika possui alto tropismo para células 

neurais, além de importante efeito citopático (Miner et al. 2017). A pepstatina 

atua como um supressor de proteases lipídicas, inibindo as catepsinas D e E, e 

consequentemente, inibindo a autofagia (Yang et al. 2013). Nossos dados 

mostraram que em ambas as proporções do vírus Zika na presença da 

pepstatina a viabilidade dos neuroblastos diminuiu. Esse fato pode ter ocorrido 

por dois fatores: 1- Outra via de autofagia foi ativada das três vias de ativação; 

macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas; 2- O vírus 

manteve sua replicação independente da autofagia e assim reduziu a viabilidade 

das células (Kaushik, Singh & Cuervo, 2010). 

Foi observado em neuroblastos estimulados por trealose, que é um 

indutor da autofagia, que houve redução do acúmulo de proteínas neurotóxicas 

(Lee et al. 2018). Além disso, inibição da Akt-mTOR, um importante sinalizador 

da via da autofagia, é um dos mecanismos de sobrevivência e adaptação 

apresentado pelo vírus Zika (Gratton, et al 2019). Neuroblastos que foram 

estimulados para diferenciar em neurônios, pelo tratamento com ácido retinóico, 

mostraram aumento da atividade autofágica, e a diferenciação celular foi 

acompanhada da diminuição do mTOR (Zeng & Zhou, 2008), e concordam com 

o efeito benéfico observado em nossos estudos na presença do indutor de 

autofagia. 

Outro aspecto muito importante abordado em nosso estudo foi a análise 

das espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e oxigênio (EROs) nos neuroblastos 

SK-N-BE (2), a análise do efeito do vírus sobre a produção dessas espécies 

reativas e a analise se sua inibição afetaria diretamente a viabilidade da célula. 
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Um dos aspectos fundamentais da microcefalia é a morte neuronal e os radicais 

de oxigênio e nitrogênio poderiam ser tóxicos para os neuroblastos e contribuir 

para a morte neuronal e para o desenvolvimento da microcefalia no feto. 

Nossos dados mostraram que o vírus Zika inibiu a produção de EROs 

pelos neuroblastos e o atazanavir reverteu parcialmente essa inibição. 

Entretanto, quando foi feita a inibição da produção de EROs pela diapocinina e 

o seu efeito sobre a viabilidade dos neuroblastos foi avaliado, observamos que 

houve apenas inibição parcial da toxicidade do vírus para os neuroblastos, e 

somente para uma baixa concentração do vírus (0,1 MOI). Esses dados sugerem 

que o vírus inibiu a produção dos radicais de oxigênio pelos neuroblastos e que 

essa inibição diminuiu a viabilidade dos neuroblastos, e o atazanavir aumentou 

parcialmente a viabilidade dos neuroblastos.  

A produção de espécies reativas de oxigênio pelas células do sistema 

imunitário tem uma função microbicida e pode ser tóxica para os microrganismos 

e para o tecido local (Brieger et al. 2012). Entretanto, no tecido neuronal as 

espécies reativas de oxigênio podem ter um papel fisiológico regulando a função 

das células. Oswald e cols. (2018) mostraram que as EROs auxiliam o 

desenvolvimento e função neuronal, regulando a conectividade, a transmissão 

sináptica e a plasticidade neuronal.  

 As espécies reativas de oxigênio (EROs) são subprodutos de eventos 

celulares e moléculas sinalizadoras para regular processos fundamentais, como 

proliferação, diferenciação e morte celular. Fazem parte da defesa contra 

microrganismos, entretanto, quando ocorre superprodução, ultrapassando os 

mecanismos antioxidantes, causam morte celular. O atazanavir mostrou ser 

capaz de diminuir a toxicidade neuronal pelo vírus Zika.  Ao verificar a viabilidade 

do neuroblasto na presença do inibidor de EROs, observamos que não houve 

modificação na viabilidade da célula. Entretanto, na presença do vírus e da 

diapocinina houve uma redução da toxicidade causada pelo Zika (79,76% para 

90,47%). Nossos dados sugerem que diminuição de EROs tem papel 

importantes na toxicidade pelo vírus Zika, como evidenciado pela melhora na 

viabilidade pela inibição da produção de EROs. Entretanto, pela inibição da 

produção de EROs com a diapocinina na presença do vírus a recuperação da 

produção de EROs foi apenas parcial, sugerindo que fontes alternativas da 

produção de EROs possam estar ocorrendo no neuroblasto. É possível que a 
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menor produção de EROs ocorra como um mecanismo de escape do vírus aos 

mecanismos antivirais. E esse efeito pode ser parcialmente revertido pelo 

tratamento com atazanavir. 

                  Os EROs têm funções críticas na diferenciação, proliferação e 

apoptose e agem como segundo mensageiro (Marengo et al, 2005). Tem sido 

observado que os neuroblastos podem produzir radicais de oxigênio tanto pela 

via do NADPH (Zhang e cols, 2011) quanto por produtos intermediários durante 

a síntese e catabolismo das catecolaminas (Marengo e cols, 2005).  É possível 

que a proteção parcial pela inibição da produção de EROS tenha sido devida ao 

fato de que o diapocinina inibe a produção de EROs pela via da NADPH, e não 

pelas outras vias metabólicas do neuroblasto, podendo assim ter ocorrido 

produção desses radicais por outras vias celulares. Entretanto, a proteção 

parcial da citotoxicidade para os neuroblastos pelo vírus Zika pela inibição da 

produção de EROs sugere que os radicais de oxigênio podem também participar 

dos mecanismos de toxicidade do vírus para essa célula.  

As espécies reativas de oxigênio são geradas durante o estresse 

oxidativo, sendo então possível que sua produção em excesso seria tóxica para 

os neuroblastos. Nas células do sistema imunitário, como o macrófago, s EROs 

fazem parte dos mecanismos microbicidas e de sinalização, sendo que a via 

principal de sua produção é por meio da NADPH oxidase (Forman & Torres, 

2002). Nos neuroblastos, as espécies reativas de oxigênio têm um papel 

principal no desenvolvimento celular, na polarização, na regulação da 

conectividade e na transmissão sináptica (Suzukawa et al. 2000). Devido a sua 

importância para as funções fisiológicas do neuroblasto, são vários os seus 

mecanismos de produção (Harijih, et al 2014). 

Interessantemente, Oswald e cols. (2018), mostraram que as EROs 

auxiliam o desenvolvimento e função neuronal, regulando inclusive a 

conectividade, transmissão sináptica e plasticidade neuronal. Sua importância 

para a sobrevida dos neuroblastos explica nossas observações de que houve 

um nível maior de produção nos neuroblastos. O que chama a atenção no nosso 

estudo é que mesmo após a inibição do EROs pela diapocinina, a viabilidade 

celular não foi reduzida, indicando que outras vias, além da NADPH oxidase, 

devem ter sido utilizadas pelos neuroblastos, como a via mitocondrial, a das 

cicloxigenases ou a da xantina oxidases (Harijih, et al 2014). 
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As EROs são principalmente confinadas intracelularmente, e a 

perturbação desse equilíbrio por uma infecção viral, como a pelo vírus Zika, 

aumenta a sua produção, seja por maior acúmulo ou efluxo de componentes que 

aumentam a concentração de EROs, consequentemente aumentando o estresse 

oxidativo (Reshi, et al. 2014).    

Diferente do observado por nós, alguns autores mostraram que o 

atazanavir aumenta a produção de EROs. É possível que essas diferenças 

sejam pelo fato de que as células estudadas foram diferentes, enquanto nós 

avaliamos os neuroblastos, esses autores avaliaram as células das veias de 

cordão umbilical humano e adipócitos (Capel et al. 2012; Liu et al. 2016). Nossos 

dados mostraram que em neuroblastos o atazanavir isoladamente reduziu a 

quantidade de EROs presente na célula. Entretanto, o tratamento com o 

atazanavir aumentou a produção de EROs quando os neuroblastos estavam 

infectados com 0,1 MOI do vírus Zika, em ambas as concentrações do 

medicamento, sugerindo que o atazanavir poderia estar exercendo função 

antiviral, como é observada com outros inibidores de protease, como o 

lopinavir/ritonavir (Yuan et al. 2017). 

O inibidor que foi utilizado em nossos experimentos, a diapocinina, inibe 

a atividade da NADPH oxidase, consequentemente inibindo uma das vias pelas 

quais a célula produz EROs. Trumbull e cols (2012) mostraram que a diapocinina 

apresentou efeito neuroprotetor.  É possível a modulação parcial da produção de 

EROs pelo atazanavir possa ter participado dos mecanismos pelos quais o 

atazanavir melhorou a viabilidade dos neuroblastos infectados pelo vírus Zika, 

desde que as espécies reativas de oxigênio podem ser tóxicas para vírus, e sua 

ação sobre o vírus Zika pode ter diminuído seu efeito citopático para os 

neuroblastos. Entretanto, a recuperação parcial dessas moléculas pode ter 

permitido que os EROs permanecessem em uma concentração tal que 

pudessem exercer seu papel fisiológico protetor das funções que são 

necessárias para a sobrevivência dos neuroblastos.  

As EROs são geradas pela atividade metabólica ou infecções, sendo 

importante para as funções fisiológicas das células, mas podem levar a morte 

celular por oxiptose, que é independente da ativação da via das caspases 

(Kesavardhana & Kannengati, 2018). Nossos dados mostraram que a inibição 

de EROs não modificou significantemente a viabilidade do neuroblasto, 
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entretanto, os radicais de oxigênio são importantes para o neurônio, visto que a 

inibição da sua produção pela diapocinina em camundongos que são modelos 

para a doença de Parkinson mostrou-se protetora e retardou os efeitos da 

degeneração neuronal (Dranka, et al. 2013). 

 Nossos dados mostraram que 0,1 MOI do vírus Zika diminuíram a 

produção das espécies reativas de nitrogênio (ERNs), e o atazanavir reverteu 

essa diminuição. Mostraram também que o NO é imprescindível para a 

viabilidade do neuroblastos, pois sua inibição pelo inibidor APDC mostrou-se 

devastadora para a célula, equiparando o grupo tratado com o grupo controle 

positivo utilizado.  

O APDC inibe a produção do NO diretamente e também pela via do NF-

B. Esse inibidor evita a indução do NO sintase por inibir a translação do ARN 

mensageiro da NOS. E também induz a apoptose em células da musculatura 

lisa, mas inibe a apoptose em culturas de células HL-60 de leucemia. O APDC é 

também um potente inibidor do NO pela formação de complexos de ferro 

mononitrosil com o ADPC.  

Foi observado em neurônios que a inibição pelo APDC levou a uma 

diminuição de fosfato sintases. É possível que nos neuroblasto, que são células 

jovens em processo de maturação, a inibição dessa sintase possa ter contribuído 

para levar à perda da viabilidade da célula (Flavin, Jin & Daw, 2000). 

O desenvolvimento neuronal e a maturação sináptica são dependentes de 

óxido nítrico, e as ERNs são imprescindíveis para o desenvolvimento dos 

neuroblastos (Gallo & Iadecola, 2011). Nossos dados mostraram que na 

presença do inibidor de NO, o APDC, a viabilidade dos neuroblastos apresentou 

uma queda acentuada. Entretanto, o neuroblasto não parece depender somente 

da via do óxido nítrico sintase (NOS), pois nossos dados mostram que mesmo 

na presença do inibidor ainda houve produção de ERNs. Uma provável hipótese 

para a manutenção dessa produção é o fato de que há diferentes isoformas das 

enzimas que estimulam a produção do NO a partir dos seus precursores, a NOS 

e a L-arginina, sendo que a produção do óxido nítrico pode ser induzida por suas 

3 isoformas: NOS epitelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzido 

(iNOS). Uma possibilidade é que a nNOS continuou agindo por meio do cálcio 

pelo seu mecanismo calmodulina-dependente (Murad, 2008; Adams, Franco & 

Estevez, 2015).  
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O óxido nítrico (NO) é um composto gasoso que tem sido mostrado ser 

importante mensageiro em muitos sistemas e órgãos e particularmente no 

sistema nervoso central (Dzoljic et al. 2015). O NO é uma potente molécula 

mensageira com diversas funções fisiológicas, incluindo neurotransmissão, 

regulação do tônus vascular e morte de micro-organismos e células tumorais 

(Togashi e cols, 1997, Moncada e Higgs, 2006). Tem sido observado que essa 

molécula tem várias funções fisiológicas no sistema nervoso. No sistema 

nervoso central o NO tem efeito citoprotetor, entretanto pode ter efeito citotóxico 

na dependência de sua concentração. Em condições de inflamação por agentes 

infecciosos e em condições estimuladas pelo glutamato, a produção do NO pode 

aumentar rapidamente e atingir níveis muito elevados (Dzoljic et al. 2015). Ele é 

necessário em níveis fisiológicos para manter a integridade do neurônio, portanto 

é possível que sua inibição tenha contribuído para diminuir a viabilidade dos 

neuroblastos que observamos em nosso estudo. 

Nossos dados mostrando que a viabilidade dos neuroblastos diminuiu na 

presença do inibidor da via do NFB, o JSH-23. A via do NF-B é fundamental 

para as funções das células sendo que sua ativação pode estar relacionada com 

a apoptose e indução de inflamação (Liu, et al 2017). A família de gene BAG 

(BCL-2 atanogene associada) está associada com efeitos antiapoptóticos e com 

a senescência da célula, e sua ativação é suprimida pelo NF-B, levando o 

neuroblasto a um estado de neurotoxicidade (Santiago, Almeida & Carrettiero, 

2015), sendo esse um possível mecanismo pelo qual quando utilizamos o 

inibidor da via do NFB, a viabilidade dos neuroblastos diminuiu.  Além disso, a 

via do NF-B também modula as vias de produção das citocinas inflamatórias, 

com possível atividade no neuroblasto. 

Várias foram as citocinas estudas no nosso trabalho, que apresentam 

funções importantes no sistema imunitário e nas células cerebrais. Nossos 

dados mostraram que a SK-N-B (2) produziu IL-1 em condições fisiológicas, e 

que 1 MOI do vírus Zika aumentou a produção dessa citocina. A IL-1 está 

presente em infecções e respostas inflamatórias, porém, também pode ser 

encontrada no cérebro em condições fisiológicas influenciando as funções 

neuronais (Merril & Benveniste, 1996; Yirmiya, Winocur & Goshen, 2002). Huang 

e cols. (2011) observaram que em neurônios de camundongos, níveis baixos da 
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IL-1 são suficientes para induzir a fosforilação da SRC, que é uma proteína-

tirosina cinase responsável por proliferação, diferenciação e motilidade da célula.  

Nossos dados mostraram que a inibição da produção de radicais de oxigênio 

pelo APDC aumentou a produção de IL-1β pelos neuroblastos. O estresse 

causado na célula pela inibição das espécies reativas de nitrogênio, que são 

necessárias para as funções da célula, pode ter ocasionado o aumento da 

produção de IL-1 observado por nós. Tetsuka e cols. (1996), utilizando células 

mesangiais de ratos observaram que o APDC inibiu completamente a expressão 

de iNOS dependente de IL-1. É provável que a inibição da NOS estimulou uma 

maior secreção da IL-1 como uma resposta ao estresse do neuroblasto.  

A infecção pelo vírus Zika também aumentou a produção do fator de 

necrose tumoral pelos neuroblastos. O FNT é uma importante citocina 

inflamatória, ativando diversas cascatas de sinalizações que culminam em 

processos como a viabilidade celular, expressão de genes e homeostase. No 

cérebro, o FNT pode ser produzido pela micróglia, astrócitos e neurônios 

(Kinouchi et al. 1991; Park & Bowers, 2011). Observamos que naturalmente, 

mesmo em pequena quantidade, existe a produção de FNT pelas neuroblastos 

SK-N-BE (2), e que na presença de 1 MOI do vírus Zika houve aumento da sua 

produção.  O atazanavir reduziu o aumento que tinha ocorrido da produção do 

FNT após exposição a 1 MOI do vírus Zika. Alves e cols. (2015) também 

observaram que o atazanavir pode ter efeito modulador sobre células do sistema 

imunitário e efeito direto na redução do FNT pelo atazanavir foi observado no 

sobrenadante de culturas de monócitos infectados pelo SarsCoV2 por 

Fintelman-Rodrigues e cols. (2020). 

Nossos dados mostram uma produção da IL-6 em níveis muito elevados 

em comparação com as outras citocinas inflamatórias, evidenciando assim sua 

importância para o neuroblasto, e tanto o atazanavir quanto os vírus isolados 

não foram capazes de modificar a sua produção. Entretanto, o atazanavir 

diminuiu a produção da IL-6 quando se encontravam na cultura 0,1 MOI do 

vírus ZIKA tratados com 3 µM do atazanavir. A IL-6 é imprescindível na 

formação e maturação neuronal, sendo crítica na neurogênese. É uma molécula 

com efeitos ambíguos, que conforme a sua forma de ativação pode ser benéfica 

ou patogênica (Erta, Quintana & Hidalgo, 2012). Como existe uma alta produção 
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da IL-6 e não houve redução da viabilidade dos neuroblastos, é possível que a 

citocina tenha sido induzida nas células SK-N-BE (2) pela via clássica, 

associada com a regeneração neuronal (Routhaug, 2016).  

Nossos dados mostram que a IL-12p70 também foi produzida pelos 

neuroblastos e que 1 MOI de vírus Zika reduziu essa produção, cuja diminuição 

foi revertida posteriormente pelo atazanavir, provavelmente por uma ação direta 

sobre o vírus. A IL-12p70 induz resposta a patógenos intracelulares, e sua 

produção por fagócitos é estimulada pela ligação ao TLR ou outro tipo de 

receptor de reconhecimento padrão (Podlaski et al. 1992). Wood e cols. (2015) 

observaram redução da viabilidade de neurônios na presença da IL-12p70, o que 

não foi observado por nós. 

Nossos dados mostram que o neuroblasto produz pequenas quantidades 

da IL-10, semelhante aos observados para o FNT, IL-12p70 e IL-1, sugerindo 

que provavelmente esse seja o nível fisiológico de expressão dessas citocinas 

para o tipo celular SK-N-BE (2). A IL-10 atenua as reações inflamatórias e 

suprime as respostas imunes (Puig et al. 2013). Foi observado que sua presença 

pode reduzir a apoptose em neurônios (Sharma et al. 2011). Tanto o vírus quanto 

o atazanavir isolados não modificaram a produção dessa citocina pelos 

neuroblastos. 

Nossos dados mostraram altos níveis de produção da IL-8 pelos 

neuroblastos, assim como a IL-6. A IL-8 é um importante quimiotático para 

neutrófilos, e seus níveis podem estar aumentados no sistema nervoso devido a 

infecções e neoplasias malignas, porém, ela também está associada a fatores 

neurotróficos, podendo estar envolvida na sobrevida e manutenção de neurônios 

(Kossmann et al. 1997). Araújo & Cotman (1993) observaram em culturas de 

neurônios hipocampais que a IL-8 aumentou a sobrevida dessas células em 

123%, sugerindo que esta quimiocina pode apresentar um papel imprescindível 

na maturação e manutenção de neuroblastos. Quando o neuroblasto esteve na 

presença de 0,1 MOI do vírus Zika em conjunto com o atazanavir (3 µM) a 

expressão dessa quimiocina foi reduzida, provavelmente por uma redução da 

viabilidade da célula observada pelas análises de viabilidade dos neuroblastos 

pelo teste do MTT. Observamos que o APDC aumentou a expressão de IL-8. 

Diferentemente, Muñoz e cols. (1996) ao avaliar macrófagos, notaram que a IL-

8 era inibida pelo APDC. Provavelmente a via utilizada por macrófagos é 
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diferente da utilizada por neuroblastos para a produção de IL-8. Entretanto, 

nossos dados mostraram que a diapocinina reduziu a expressão da quimiocina. 

Enquanto as EROs são importantes na produção da IL-8 as ERNs a reduzem, 

porém, não inibiram a sua produção pelos neuroblastos. 

Nossos dados mostraram que o atazanavir poderia ser uma droga 

promissora como tratamento para prevenir a microcefalia em fetos de mulheres 

gestantes infectadas pelo vírus Zika. Em comparação com drogas semelhantes, 

o atazanavir mostrou uma menor inibição na captação de glicose, sugerindo que 

sua utilização como terapêutica preventiva na infecção pelo vírus Zika, poderia 

causar menos efeitos colaterais que outros antiretrovirais (Noor, et al 2006). 

Avaliar se o medicamento atazanavir poderia ser eficaz na proteção da 

viabilidade das células é um tema de extrema importância, visto que é um 

medicamento liberado para grávidas, e que a atividade anti-viral para o vírus Zika 

já foi observada para o lopinavir/ritonavir, que também são inibidores de protease 

com certas semelhanças ao atazanavir (Yuan, et al 2017). Yuan e cols. (2017) 

observaram efeito antiviral do lopinavir/ritonavir, o que sugere que esse 

medicamento poderia melhorar a viabilidade dos neuroblastos por diminuir a 

carga viral. Entretanto, deve ser levado em consideração que na dosagem de 3 

µM observamos redução da viabilidade dos neuroblastos, indicando que a dose 

mais elevada foi tóxica e que o tratamento teria que ser limitado a uma dose 

menor, como observamos utilizando 1 µM.  

 Em conclusão, nossos dados mostraram resultados promissores do 

atazanavir como uma possível droga que poderia ser utilizada com o objetivo de 

diminuir o risco de morte dos neuroblastos em gestantes infectados pelo vírus 

Zika. E sugerem que o medicamento deveria ser melhor avaliado para verificar 

se sua ação protetora para os neuroblastos persistiria em mulheres gestantes 

infectadas pelo vírus Zika, e se sua utilização poderia prevenir o 

desenvolvimento da microcefalia no feto. 
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A partir dos resultados obtidos podemos concluir que: 

 

 

1- Nossos dados de microscopia eletrônica de transmissão confirmam a 

infecção dos neuroblastos pelo vÍrus Zika. 

2- Em nossos dados, observamos que o vírus Zika, em ambas as proporções 

diminuiu a viabilidade dos neuroblastos. Este dado sugere o que pode 

ocorrer na infecção de gestantes, provavelmente a morte neuronal tenha 

ocorrido pela destruição dessas células pelo vírus Zika (Hughes et al. 

2016); 

3- O atazanavir na concentração de 1 µM mostrou-se protetor do efeito de 

toxicidade causado pelo vírus Zika, esse efeito na viabilidade dos 

neuroblastos foi ainda mais evidente no MOI 1 do vírus. Os dados sugerem 

que o tratamento com atazanavir poderia ter um efeito protetor na 

destruição neuronal causada pelo vírus, que culminariam na microcefalia. 

Porém, são dados observados in vitro, sendo assim necessários estudos in 

vivo para melhor avaliação do efeito protetor. 

4- Já para a concentração de 3 µM, nossos dados sugerem que há efeito 

tóxico para os neuroblastos quando tratado isoladamente e acentuando o 

efeito tóxico quando na presença do vírus Zika. Então, o atazanavir nessa 

concentração não é viável para o tratamento da infecção devido aos seus 

efeitos tóxicos nos neuroblastos. Entretanto, os dados evidenciam um 

possível tratamento adjuvante em pacientes acometidos pelo 

neuroblastoma. 

5- Nos dados apresentados no experimento de anexina/iodeto de propídio, 

observamos que o atazanavir na concentração 1 µM reduziu a 

porcentagem de células em apoptose quando associado ao vírus Zika na 

proporção 0,1. Já para as células em necrose, nossos dados evidenciam 

que quanto maior a proporção do vírus, maior é a presença de necrose. 

6- O atazanavir (3 µM) aumentou a quantidade de células com irregularidades 

na permeabilidade da membrana, indicando necrose, este efeito ficou 

evidente na presença do vírus Zika (MOI 0,1). 

7- Nossos dados sugerem um possível efeito protetor do atazanavir na 

concentração 1 µM devido a sua capacidade de reduzir a expressão da 
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caspase-3. Dessa forma, a redução na expressão dessa proteína pode ser 

um fator protetor não somente na patologia causada pelo vírus Zika, mas 

também pelo Alzheimer, onde foi mostrado que essa caspase é uma das 

responsáveis pela clivagem da proteína precursora do amiloide beta A4 

(Gervais et al. 1999). 

8- O vírus Zika reduz a produção de EROs pelos neuroblastos e o atazanavir 

pode reverter parcialmente essa redução. Interessantemente, nossos 

dados mostraram que a redução da produção das EROs reduziu 

parcialmente a toxicidade do vírus para os neuroblastos na proporção 0,1. 

Esses dados sugerem que a via de produção dos radicais de oxigênio pode 

interferir na ação do vírus sobre os neuroblastos.  

9- A produção de ERNs é importante para a viabilidade dos neuroblastos, 

efeito que ficou evidente quando esta produção foi inibida.  

10- Nossos dados sugerem que os neuroblastos SK-N-BE (2) possuem uma 

baixa expressão de IL-1β, e que esta aumentou sua expressão na presença 

do vírus Zika (MOI 1) e na presença do inibidor de ERNs, sendo assim, a 

redução na viabilidade da célula deve-se provavelmente a inibição na 

produção de ON e ao aumento da expressão da citocina inflamatória, 

sugerindo estresse inflamatório. 

11-  Para o TNF, observamos que sua expressão pelos neuroblastos SK-N-BE 

(2) é baixa, e que na presença do vírus (MOI 1) existe aumento de sua 

produção. Interessantemente, o atazanavir mostrou um provável efeito 

imunomodulador ou antiviral ao auxiliar na redução da expressão desta 

citocina. 

12-  Observamos uma alta expressão da IL-6 pelos neuroblastos, isso 

provavelmente se dá pela sua importância na neuroproteção e 

neuromodulação (Rothaug et al. 2016). 

13-  A IL-12p70 também possui uma baixa expressão neste neuroblasto, e o 

vírus (MOI 1) é capaz de reduzir essa produção. 

14-  Observamos também alta produção da IL-8 pela SK-N-BE (2). Esta 

quimiocina possui efeitos angiogênicos, a sua alta expressão no 

neuroblasto pode ser pela sua ainda maturação (Ryu et al. 2015). 
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Em síntese, sugerimos que o atazanavir na concentração 1 µM pode ser 

um medicamento viável na estabilização da infecção pelo vírus Zika, 

provavelmente podendo auxiliar na redução de casos de microcefalia, sendo 

necessários mais estudos para evidenciar essa possibilidade. As vias de 

inflamação ERNs e EROs são importantes na manutenção da célula. As 

citocinas inflamatórias são produzidas pelo neuroblasto SK-N-BE (2), sendo a Il-

6 e a quimiocina IL-8 as de maior expressão. 
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