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RESUMO 

 
OHKI, C.M.Y. Avaliação da infecção do Zika vírus em astrócitos. 2019. 84 f. Dissertação 

(Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2019. 
 

O Zika vírus (ZIKV) é um flavivírus capaz de causar infecção em humanos após a 

contaminação através da picada por mosquitos fêmeas do gênero Aedes, por transmissão 

sexual ou vertical (da mãe para o feto). Em 2015, a linhagem brasileira deste vírus - ZIKVBR 

- produziu uma epidemia no Brasil, gerando diversos casos de infecção congênita por 

transmissão vertical, caracterizada por malformações cerebrais. Estudos in vitro em células 

progenitoras neurais, neurônios e organoides derivados de células-tronco pluripotentes 

induzidas (iPSC) revelaram o neurotropismo do ZIKVBR e ajudaram a clarificar sua relação 

com o Sistema Nervoso Central (SNC), mostrando que essas células são preferencialmente 

afetadas pela infecção. Neste projeto analisamos os efeitos da infecção do ZIKVBR em 

astrócitos, células da glia responsáveis pela homeostase e defesa do SNC. Para tanto, 

produzimos astrócitos a partir de duas linhagens de iPSC humanas para identificar aspectos 

moleculares e celulares decorrentes da infecção com o vírus. Os resultados mostraram que 

os astrócitos são susceptíveis e permissíveis à infecção por ZIKVBR e respondem à 

presença do vírus sofrendo apoptose e produzindo citocinas. Ademais, os astrócitos 

apresentaram aumento da expressão gênica de receptores TAM, receptores envolvidos 

com a regulação de resposta imune e também candidatos à entrada viral, e de 

transportadores de glutamato. Adicionalmente, a captação de glutamato foi prejudicada, 

bem como a sinaptogênese, quando cultivamos neurônios com astrócitos infectados ou 

com o sobrenadante de cultura de astrócitos livre de vírus, indicando que os produtos 

metabólicos gerados por astrócitos infectados afetam o fenótipo neuronal. Por fim, 

mostramos que mesmo infectadas, NPC se diferenciam em astrócitos. Os resultados 

gerados neste trabalho auxiliam a compreender os efeitos biológicos causados pelo ZIKVBR 

em astrócitos derivados de iPSC humanas, o que pode contribuir para o melhor 

entendimento da patogênese do ZIKV no SNC. 

 

Palavras-chave: Zika vírus. Astrócitos. Células-tronco pluripotentes induzidas. 

Microcefalia. Sistema nervoso central. 

 



ABSTRACT 

 

OHKI, C.M.Y. Evaluation of Zika virus infection in astrocytes. 2019. 84 p. Dissertation 

(Master thesis in Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2019. 
 

Zika Virus (ZIKV) is a flavivirus able to promote human infection through bites of Aedes 

female mosquitoes, sexual or vertical transmission (from expectant mothers to fetuses). In 

2015, the Brazilian strain of this virus - ZIKVBR - caused a significant outbreak in Brazil, 

which led to numerous cases of congenital infection after vertical transmission. In vitro 

studies with neural progenitor cells (NPC), neurons and brain organoids derived from human 

induced pluripotent stem cells (iPSC), have reported ZIKVBR neurotropism and helped clarify 

its correlation with the Central Nervous System (CNS) by showing that these cells are 

significantly affected by infection. In this project, we analyzed the effects of ZIKVBR infection 

in astrocytes, glial cells responsible for CNS homeostasis and defense. In order to do so, 

we have generated astrocytes from two human iPSC lineages to verify molecular and 

cellular changes regarding virus infection. Our results have shown that astrocytes are 

susceptible and permissive to ZIKVBR and respond to viral presence by undergoing 

apoptosis and releasing cytokines. In addition, after infection, astrocytes had increased 

expression of TAM receptors, which are involved with suppression of immune response and 

also candidates for viral entry, and glutamate transporters. Additionally, we have also 

verified impaired glutamate uptake by these astrocytes, as well as synaptogenesis when 

mature neurons were cultivated in the presence of infected astrocytes or with their virus-free 

supernatant, indicating that metabolic products of infected astrocytes affected neuronal 

phenotype. At last, we have demonstrated that generation of astrocytes from infected NPC 

is possible. This work pursued to understand the biological effects caused by ZIKVBR in 

human iPSC-derived astrocytes, which could provide a better comprehension about ZIKV 

pathogenesis in CNS. 

 

Keywords: Zika virus. Astrocytes. Induced pluripotent stem cells. Microcephaly. Central 

nervous system. 

 
  



INTRODUÇÃO  
 

O ZIKV é um vírus da família Flaviviridae que recebeu enorme atenção mundial a 

partir de 2015, quando então surgiram vários casos de recém-nascidos com microcefalia 

na região Nordeste do Brasil (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE., 2015). Desde seu primeiro isolamento em macacos Rhesus 

(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952), as infecções em humanos só foram observadas em 

nível mundial no início do século XXI, com sintomatologia branda como febre, erupções 

maculopapulares e dores de cabeça e nas articulações (como revisto por PETERSEN et 

al., 2016). As consequências da infecção pelo ZIKV que estavam sendo observadas nos 

recém-nascidos, na forma de uma síndrome denominada Síndrome Congênita do Zika 

(SCZ), com especial comprometimento do SNC (MIRANDA-FILHO et al., 2016), nunca 

haviam sido descritas anteriormente.  

A capacidade de infecção do ZIKV no SNC já havia sido demonstrada 

experimentalmente, com a injeção direta do vírus em cérebros de camundongos neonatos 

(BELL; FIELD; NARANG, 1971). Apesar dos vírus terem sido inoculados diretamente no 

cérebro dos camundongos, as células do SNC se mostraram susceptíveis e permissíveis 

ao ZIKV, revelando inclusive um efeito citopático (ECP) específico, com o aumento da 

relação núcleo/citoplasma, com núcleo de aspecto globoso e vazio à observação 

histológica. Após esse artigo de 1971, em 2016 foi observado semelhante ECP à histologia 

do cérebro de camundongos neonatos, porém após a transmissão vertical em 

camundongos prenhes infectados pela linhagem brasileira do ZIKV, comprovando não 

apenas o tropismo do vírus pelo SNC, mas também sua capacidade de atravessar a 

placenta (CUGOLA et al., 2016). Apesar do neurotropismo do ZIKV estar postulado e 

evidenciado, ainda faltam informações acerca dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia 

da infecção no SNC, os quais estão ainda estão sendo avaliados pela comunidade científica 

nos diferentes tipos celulares. 

Os astrócitos são as células mais abundantes e mais heterogêneas da glia no SNC, 

promovendo suporte estrutural, metabólico e trófico aos neurônios. Além disso, os 

astrócitos parecem estar envolvidos em mecanismos neuroprotetores, de neurogênese e 

de sinaptogênese durante o processo de maturação neuronal (BECERRA-CALIXTO; 

CARDONA-GÓMEZ, 2017; JOHNSON et al., 2007). Existem evidências de que astrócitos 

seriam células susceptíveis e permissíveis ao ZIKV (LANKO et al., 2017a; LIMONTA et al., 



2018; SIMONIN et al., 2016; STEFANIK et al., 2018). Além disso, astrócitos também têm 

alta expressão do receptor AXL (MEERTENS et al., 2017; NOWAKOWSKI et al., 2016), um 

membro da família de receptores TAM (juntamente com TYRO3 e MERTK), que já foram 

implicados na entrada de ZIKV e Dengue na célula hospedeira (HAMEL et al., 2015; 

MEERTENS et al., 2012).  

Considerando o exposto, se faz necessário entender e explorar os mecanismos 

envolvidos na fisiopatologia da doença congênita causada pelo ZIKV, e a tecnologia 

utilizada na modelagem de doenças através de produção de tipos celulares específicos do 

SNC in vitro a partir das iPSC têm se mostrado valiosa, tanto para modelar a infecção no 

SNC causada pelo ZIKV (CUGOLA et al., 2016; TANG et al., 2016), quanto para a produção 

de tipos celulares de interesse de outras doenças infecciosas, como na infecção pelo vírus 

da Herpes (D’AIUTO et al., 2019) e da hepatite E (TODT et al., 2018). De maneira mais 

ampla, o uso de iPSC permitiu a geração de modelos celulares para o estudo de doenças 

em células-alvo, preservando ainda o background genético do paciente, denominando-se 

esse tipo de abordagem de modelagem de doenças. Esta também fornece a possibilidade 

de testar medicamentos específicos in vitro (BELTRÃO-BRAGA et al., 2011, 2013). 

Importante ressaltar que estratégias como essa tem sido largamente utilizadas para estudar 

doenças neurodegenerativas e do neurodesenvolvimento, justamente pela dificuldade de 

ter acesso a células do SNC vivas e em funcionamento (EBERT et al., 2009; IMAIZUMI et 

al., 2012; KONDO et al., 2013; RUSSO et al., 2018; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; YU 

et al., 2014).  

Neste contexto, como mencionado anteriormente, nosso grupo demonstrou que 

células progenitoras neurais (NPC), neurônios e organóides cerebrais derivados de iPSC 

são susceptíveis e permissíveis ao ZIKV, cuja infecção gera alterações morfológicas e 

morte celular significativa (CUGOLA et al., 2016). Entretanto, este trabalho não incluiu a 

abordagem de astrócitos e possíveis fenótipos que essas células pudessem apresentar 

frente à infecção pelo ZIKV. Portanto, considerando a importância dos astrócitos para a 

homeostase e regulação imune no SNC e a dimensão dos prejuízos causados pela infecção 

pelo ZIKV em termos de saúde pública, visamos entender os efeitos biológicos que este 

vírus pode gerar em duas linhagens de astrócitos derivados de iPSC humanas.  

  



CONCLUSÕES 
 

 Não são observadas mudanças morfológicas, em termos de ECP, entre astrócitos 

infectados e astrócitos MOCK, mas nota-se que há aumento de morte celular nas 

primeiras 48 horas de infecção, o que tende a decrescer até o ponto de 96 h.p.i.; 

 Astrócitos infectados aparentam expressar mais citocinas e quimiocinas 

majoritariamente pró-inflamatórias quando comparados aos astrócitos controle. No 

entanto, há diferenças de resposta entre os pacientes; 

 Astrócitos infectados tendem a expressar mais receptores AXL e o transportador de 

glutamato EAAT2, porém, mais uma vez, há diferenças entre linhagens quanto a 

expressão gênica de receptores TAM e transportadores de glutamato; 

 Astrócitos infectados demonstram prejuízo em sua função de captação de glutamato, 

ao contrário da condição MOCK. Quanto à sua participação no estabelecimento do 

fenótipo neuronal, neurônios parecem apresentar um déficit na sinaptogênese tanto 

quando cultivados na presença de astrócitos infectados ou apenas de seus produtos 

metabólicos; 

 O processo de astrogliogênese infectada, por sua vez, parece ser menos afetado em 

L2, uma vez que há diferenciação para esse tipo celular, o que não é observado em L1. 

Entretanto, o ZIKVBR afeta o processo de astrogliogênese, tanto em causando 

diminuição do diâmetro de neuroesferas quanto na migração dessas células, o que 

poderiam colaborar para o desenvolvimento da microcefalia.  
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