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RESUMO 

FREITAS, A. M. Avaliação da infecção do vírus Influenza em astrócitos. 2021. 67 f. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
  

O vírus Influenza pertence à família Orthomyxoviridae. Há quatro tipos de vírus da Influenza: A, 

B, C e D. O tipo A é o responsável pelos grandes eventos pandêmicos e epidemias sazonais, sendo 

considerado mais virulento e geneticamente variável, possuindo a capacidade de atingir um grande 

espectro de reservatórios animais, entre mamíferos e aves. A infecção do vírus Influenza ocorre a 

partir do contato do vírus com a mucosa do trato respiratório superior, onde ocorre a ligação, 

entrada do vírus e consequentemente a infecção do hospedeiro. Evidências mostram que essa 

infecção pode mostrar alterações no cérebro. Além disso, foi observado que infecções por Influenza 

durante a gestação podem gerar sequelas neurocomportamentais e psicológicas, inflamação 

placentária, problemas no desenvolvimento cerebral no feto, com respostas de citocinas associadas 

a infecção e a neuroinflamação. Os astrócitos tem papel muito importante no sistema nervoso 

central dando suporte para o neurônio, regulando homeostase e por isso, entender sua morfologia, 

funcionalidade e perfil molecular antes e depois da infecção foi importante para entendermos o 

papel do vírus Influenza nessas células. Neste trabalho conseguimos observar que os astrócitos 

sofrem alterações celulares após a infecção pelo vírus Influenza, tendo a possibilidade de gerar 

problemas na sua funcionalidade e consequentemente problemas do neurodesenvolvimento. 

 

 

Palavras-chave: vírus Influenza, astrócitos, iPSC, neurodesenvolvimento, SNC.  

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

ABSTRACT 

FREITAS, A. M. Evaluation of Influenza virus infection in astrocytes 2021. 67 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2021. 
 
The Influenza virus belongs to the Orthomyxoviridae family. There are four types of Influenza 

viruses: A, B, C and D. Type A is responsible for the great pandemic events and seasonal epidemics, 

being considered more virulent and genetically variable, possessing the capacity to reach a large 

spectrum of animal reservoirs, among mammals and birds. Influenza virus infection occurs from 

the contact of the virus with the mucous membrane of the upper respiratory tract, where bonding 

occurs, virus entry and consequently infection of the host. Evidence shows that this infection can 

show changes in the brain. Furthermore, it has been observed that Influenza infections during 

pregnancy can generate neurobehavioral and psychological sequelae, placental inflammation, 

problems in brain development in the fetus, with cytokine responses associated with infection and 

neuroinflammation. The astrocytes have a very important role in the central nervous system giving 

support to the neuron, regulating homeostasis and therefore, understanding their morphology, 

functionality and molecular profile before and after infection was important to understand the role 

of the Influenza virus in these cells. In this work we were able to observe that the astocytes suffer 

cellular alterations after infection by the Influenza virus, with the possibility of generating problems 

in their functionality and consequently problems of neurodevelopment. 

 

Keywords: influenza virus, astrocytes, IPSC, neurodevelopment, CNS 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A infecção pelo vírus Influenza, agente causador da síndrome respiratória conhecida como 

“gripe”, é considerada um problema grave de saúde pública que afeta milhares de pessoas em todo 

o mundo, além de ser uma epidemia sazonal causando aproximadamente 250.000 – 500.00 mortes 

por ano (Gasparini et al., 2012). O quadro clínico da infecção pode apresentar sinais que podem 

variar de leves a severos, podendo haver complicações como pneumonias e problemas cardíacos 

(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2014). Alguns estudos associaram 

complicações neurológicas a essa infecção, como encefalites (Akins P. et al., 2010), encefalopatias 

(Martin B et al., 2009), síndrome de Reye, entre outras (Studahl M. 2003). (MIA, do inglês 

Maternal Immune Activation) contra processos infecciosos que possam ocorrer durante a gestação 

pode desencadear uma cascata de citocinas e outras moléculas do sistema imune que acabam sendo 

transmitidas ao feto (Minakova et al., 2018). Durante o desenvolvimento do embrião/feto, em 

especial o SNC  é muito vulnerável à perturbações ou inflamação (Rodier, 1980). A MIA pode levar 

a um estado pró-inflamatório crônico no cérebro fetal (Minakova et al., 2018). Um outro estudo in 

vivo demonstrou que camundongos fêmeas grávidas expostas a anticorpos IgG de camundongos 

que tiveram a prole com desenvolvimento afetado, também tiveram sua prole apresentando 

mudanças no comportamento. Além disso, foram observadas alterações no tamanho dos neurônios, 

tamanho do cérebro e maior proliferação de células gliais (Meltzer, 2016).  

Importante salientar que as citocinas, moléculas que também são produzidas por astrócitos, 

têm um papel importante no neurodesenvolvimento. Algumas podem inibir a neurogênese, 

promover morte de neurônios, promover proliferação e crescimento de neurônios e 

oligodendrócitos. Quando os componentes do sistema imunológico estão desregulados, alterações 

no desenvolvimento neurológico e de comportamento podem ocorrer (Meltzer, 2016). Em especial, 

as citocinas IL-6, IL-8, IL-17, IL-1beta, bem como fator de necrose tumoral (TNF-alfa), são alvos 

de estudos por serem marcadores de resposta inflamatória e por apresentarem associações com 

infecções intrauterinas, resultando em anormalidades neurológicas no feto (Yoong et al., 1997; 

Nelson et al, 1998; Lencki et al, 1994; Urakubo et al, 2001, Milovanovic et al., 2020).   

 Portanto, parece que a infecção pelo vírus Influenza pode ser um fator de risco para os 

distúrbios do neurodesenvolvimento, em especial considerando os estudos com modelos animais 
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infectados durante a gestação. Esta alteração no comportamento é vista como uma mudança no 

desenvolvimento do cérebro, talvez causada por um ambiente fetal comprometido (Shi et al., 2003). 

Além disso, alguns estudos sugerem que as infecções em mulheres grávidas aumentam o risco de 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos na prole, como o Transtorno do Espectro do Autismo 

(TEA) e Esquizofrenia (Brown, 2012; Canetta & Brown, 2012).  

Considerando a importância do papel dos astrócitos para a homeostase e para a regulação 

imune do SNC, e que o Influenza A é um vírus com capacidade de ultrapassar a BHE, podendo 

promover alterações do neurodesenvolvimento, neste trabalho buscamos explorar os eventos 

biológicos causados pela infecção do vírus Influenza A (H1N1) em astrócitos humanos derivados 

de células pluripotentes, verificando parâmetros como morfologia e funcionalidade. 

Figura 1: Representação esquemática da barreira hematoencefálica (BHE) 

  

(A) Esquema da unidade neurovascular que constitui o BBB. Esta unidade contém 

astrocitos, que desempenham um papel importante na formação e diferenciação da vasculatura do 

SNC. (B) As principais vias de passagem das moléculas para o SNC estão representadas. (a) Uma 

representação das junções apertadas severamente restringindo a penetração de compostos 

solúveis em água, incluindo drogas polares. (b) O endotélio contém proteínas de transporte 

(portadoras) para glicose, aminoácidos, bases purínicas, nucleosídeos, colina, e outras 

substâncias. (c) Uma eficaz via difusiva dos agentes lipossolúveis para atravessar as membranas 

do endotélio. (d) Certas proteínas que são absorvidas por endocitose e mediadas por receptores 

específicos. (e) As proteínas plasmáticas nativas, (f) A bomba de efluxo expulsa os fármacos das 



22 
 

 

células endoteliais para a sangue (g) enzimas citocromo P450.  Fonte: Velasco-Aguirre et 

al.,2015. 

 

 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 O Virus Influenza 

O vírus Influenza faz parte da família Orthomyxoviridae, e seu genoma é constituído por 

oito segmentos de RNA, que variam de 890 a 2341 nucleotídeos e codifica até 11 proteínas, além 

de apresentar um sentido único e negativo (Chaitanya.K.V, 2019). Os genes da hemaglutinina e 

neuraminidase codificam as proteínas do envelope viral responsável pelo reconhecimento celular 

e pela disseminação da infecção de uma célula para outra (Rossmann; Rao,,n, 2012).  Os outros 

seis genes virais (PB2, PB1, PA, NS, M e NP) (Figura 1) codificam as proteínas virais internas 

necessárias para a replicação e montagem viral (O’Neill et al., 1998; Chaitanya, 2019).  

Figura 2: Ilustração da estrutura do vírus da influenza A 
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Legenda: Ilustração da estrutura do vírus Influenza A mostrando a Hemaglutinina em roxo, 

Neuraminidade em amarelo; canais iônicos M2 em vermelho, bicamada lipídica em azul e matriz 

proteica em dourado, onde há presença do genoma viral. Fonte: Smith et al (2009), adaptado por 

Freitas A.M (2021) 

Existem 4 tipos de vírus da Influenza, identificados como A, B, C e D, que podem infectar 

diferentes animais caracterizando um vírus como zoonótico (Rossmann.; Rao,.2012) (Figura 2). 

Os vírus do tipo A são do gênero Alphainfluenzavirus e são responsáveis pelos grandes eventos 

pandêmicos e epidemias sazonais, sendo considerados mais virulentos e geneticamente variáveis, 

possuindo a capacidade de atingir um grande espectro de reservatórios animais, entre mamíferos e 

aves (Cardona et al., 2009, Hardelid et al., 2011, Tong et al., 2013). O primeiro isolamento do 

Influenza do gênero A foi feito a partir de secreções nasais de pacientes infectados, confirmando a 

infecção humana intranasal (Smith et al,1938). Após alguns anos, o vírus foi inoculado em 

camundongos e foi possível observar a mesma infecção intranasal nesses animais (Francis, 1953).  

Novas variantes do vírus Influenza A surgiram ao longo dos anos, sendo classificadas em 

subtipos por meio das propriedades antigênicas de duas glicoproteínas de superfície viral, 

Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA), contando, atualmente, com 18 subtipos de HA (H1 – 

H18) e 11 de NA (N1 – N11) (Fouchier et al., 2005, Tong et al., 2012, Tong et al., 2013). Em tempo, 

os vírus Influenza do tipo B são os do gênero Betainfluenzavirus, vírus que causam, quase que 

exclusivamente, infecções em humanos (Cardona et al., 2009) e estão associados a sintomas de 

gripe, seguida de encefalopatia progressiva (Yen et al.,2021). Os vírus do gênero C são os 

Gammainfluenzavirus e são os menos comuns e, frequentemente, causam somente infecção leve 

em crianças (Salez et al., 2014). Os vírus do tipo D são os do gênero Deltainfluenzavirus e sua 

transmissão acomete, principalmente, bovinos e suínos, mas com potencial de infectar humanos 

(Su et al.,2017). 

Figura 3: Esquema do ciclo zoonótico do vírus influenza, com os diferentes genótipos, animais e 

humano. 
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Legenda: ciclo zoonótico do vírus Influenza. Fonte: Long et al.,2019. 
 

Com o aparecimento de diversos subtipos do vírus Influenza, seguido do primeiro surto e 

sua evolução rápida da infecção pelo vírus, se fez necessário a utilização de diversos métodos 

diagnósticos até hoje utilizados. Alguns testes diagnósticos para detecção do vírus da gripe incluem 

ensaios moleculares rápidos que detectam ácidos nucleicos do vírus da gripe em amostras do trato 

respiratório superior com alta sensibilidade e especificidade (Centers for Disease Control CDC, 

2020). Outros testes moleculares mais comuns como Reação em Cadeia de Transcrição Reversa 

Polimerase (RT-PCR), além de ensaios que podem identificar a presença de RNA viral de influenza 

ou ácidos nucleicos em amostras respiratórias com sensibilidade e especificidade muito altas 

(Zhang S et al.,2011).  

Existe também testes rápidos feitos para diagnosticar essa doença e como exemplo podemos 

citar ensaios de imunofluorescência que servem para detectar antígenos, cultura viral no qual não 

produzem resultados oportunos para o manejo clínico, mas permitem a caracterização antigênica e 

genética extensiva do vírus (Kumar.S e Henrickson.K,2012). Testes sorológicos também podem 

ser feitos, porém não recomendados para tomada de decisões clínica, pois não são considerados 

confiáveis uma vez que para que os resultados possam ser considerados seguros é preciso a coleta 

do soro agudo feito com 2-3 semanas de intervalo seguindo uma pesquisa para avalisar o aumento 

de 4 vezes ou mais de anticorpos específicos para a cepa do vírus influenza (Centers for Disease 

Control CDC, 2020). 
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2.2. Modelagem de transtornos do neurodesenvolvimento 

Os transtornos do neurodesenvolvimento são divididos em grupos de condições com início 

na primeira infância. Geralmente, esses transtornos trazem prejuízos no funcionamento social, 

acadêmico e profissional e se manifestam antes de a criança entrar na escola. Porém, alguns podem 

ser observados somente após algumas demandas sociais, (Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais DSM-5, 2014). O termo neurodesenvolvimento foi aplicado a um amplo 

grupo de deficiências envolvendo alguma forma de perturbação do desenvolvimento do cérebro 

(Rutter et al., 2006). Essa definição agrupa uma ampla gama de transtornos neurológicos e 

psiquiátricos que são clínicos e causalmente díspares como síndromes genéticas raras, paralisia 

cerebral, anomalias neurais congênitas, Esquizofrenia, Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), 

Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) e Epilepsia (Thapar et al., 2017). 

 O TEA é um transtorno complexo do neurodesenvolvimento e os sintomas surgem na 

primeira infância, geralmente antes dos três anos de idade, prejudicando a comunicação e interação 

social, além de comportamentos restritos e repetitivos (Benitzchak et al., 2013; Quaack et al., 2013; 

APA, 2013; Jolanta Wasilewska e Klukowski, 2015; Lord et al, 2020) . A incidência atual nos 

Estados Unidos é de 1:54 (Manner et al, 2020).  

Atualmente, entende-se que o TEA é um transtorno multifatorial, envolvendo fatores de 

risco genéticos e fatores de risco ambientais (De Rubeis et al., 2014; De La Torre-Ubieta et al., 

2016; Vorstman et al., 2017; Hoang et al., 2017). Fortes evidências sobre o impacto dos genes no 

TEA sugerem que mais de mil genes possam estar envolvidos nos diferentes subtipos de autismo 

(gene SFARI, 2021). Em relação aos fatores ambientais, tabagismo passivo e ativo, idade dos pais, 

consumo de drogas e álcool durante a gravidez, uso de medicamento no período gestacional e 

infecções maternas foram indicados como fatores de risco ambientais para o TEA (Sealey et al., 

2016; Karimi et al., 2017; Modabbernia et al., 2017). 

 Em relação as infecções na gestação, alguns estudos e relatos de casos mostraram a ligação 

da exposição com o vírus da rubéola (Chess et al.,1978; Deykin e Macmahon, 1979), sarampo e 

caxumba (Deykin e Macnahon, 1979), citomegalovírus (Markowitz, P, 1983; Yamashita et al., 

2003) e influenza (Deykin e Macmahon, 1979; Shi et al., 2003) no feto e o risco de TEA. Os 

possíveis mecanismos associando a infecção viral e o TEA são efeitos teratogênicos diretos e 

efeitos indiretos de inflamação ou ativação imune materna no cérebro em desenvolvimento (Shuid 

et al., 2021). Estudos sugerem que para pelo menos um grupo de mulheres, a exposição a infecções 
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durante a gestação pode aumentar o risco de TEA ou outras perturbações do sistema nervoso central 

(SNC) na prole (Scandurra V. et al.,2019). Em especial exposição a infecções como gripe, rubéola, 

sarampo, vírus do herpes simples e infecções bacterianas, podem aumentar o risco de desenvolver 

TEA, transtorno bipolar e esquizofrenia (Parboosing et al.,2013). A gripe considerada uma infecção 

viral que pode ser um fator de risco para TEA se ocorrer durante toda a gravidez juntamente com 

episódios febris ou mais especificamente no terceiro trimestre de gravidez (Zerbo et al.,2013; 

Brucato et al.,2017). 

 

2.2.2 FATORES AMBIENTAIS ASSOCIADOS AO TEA  

Como dito anteriormente, as interações entre genes susceptíveis e fatores ambientais 

correlacionados têm sido vistos como principal causa da etiologia do TEA (Herbert MR, 2010; 

Deth et al., 2008; Hertz-Picciotto et al., 2017, Hoang et al, 2017, Ng et al., 2017, Lord et al., 2020).  

Atualmente, a epigenética e seus complexos mecanismos são apresentados como 

mediadores importantes no ambiente e interação no genoma (Perera.F, 2011). Esse processo refere-

se ao estudo de mudanças hereditárias na atividade do gene que não causados por mudanças no 

DNA, além de serem descritas por suas alterações estáveis de longo prazo no processo de 

transcrição de uma célula por exemplo (Goldani et al.,2014). Através da epigenética, os fatores 

ambientais podem afetar tanto a qualidade quanto a quantidade de expressão gênica, sem alterar a 

sequência de DNA, incluindo a metilação de DNA, alteração nas histonas (Karimi et al., 2017), 

remodulação de cromatina, loops de feedback transcricional e silenciamento de RNA (Sang Hoon 

et al.,2020). Essas alterações podem ser passadas para a próxima geração celular ou até para a 

próxima geração de organismos (Perera.F., 2011), podendo alterar o desenvolvimento em períodos 

críticos de formação do embrião, causando transtornos do neurodesenvolvimento, como o TEA 

(Foley.D. L. et al., 2009; Ellis et al.,2017; Eshraghi et al.,2018). Atualmente, entendemos que um 

único fator ambiental sozinho pode não ser capaz de causar TEA, mas a junção de muitos fatores, 

aliados à genética, pode ser suficiente para aumentar a incidência do transtorno (Constantino e 

Marrus,2016; Bai et al.,2019; Sang Yoon et al.,2020).  
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3. JUSTIFICATIVA  

 

O vírus Influenza A é sazonal e causa pandemias graves que afetam humanos (HHS 

Pandemic Influenza Plan, 2005). Por isso, a infecção por Influenza A pode ser considerada um 

grave problema de saúde pública, afetando milhões de pessoas (Gasparini et al., 2012). Além disso, 

alguns estudos mostram uma possível relação do vírus Influenza com algumas complicações 

neurológicas observadas em fetos, como: encefalites, encefalopatias, síndrome de Rey entre outras 

(Studahl M., 2003).  Para que o vírus cause essas alterações neurológicas, ele precisa atravessar a 

placenta e a BHE, chegando ao SNC do feto (Banks; 2010), ou também existem estudos que 

sugerem que a MIA, estimulada pelo agente infeccioso, libera diferentes citocinas, podendo causar 

eventuais problemas no neurodesenvolvimento (Rodier; 1980).  

Considerando ainda as doenças relacionadas ao SNC, nos deparamos com uma barreira 

ética para trabalhar com o encéfalo humano, pela dificuldade de acesso a células neuronais vivas. 

O acesso ao SNC em cérebros post-morten, apesar de trazerem informações importantes sobre a 

doença, não possibilita o  estudo das células em funcionamento. A partir do desenvolvimento da 

técnica de reprogramação celular com a produção de células pluripotentes induzidas (iPSC, do 

inglês induced pluripotent stem cell) (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006) é possível a produção 

de células humanas do SNC em sistemas 2D e 3D, os chamados organoides cerebrais. O uso dessa 

tecnologia ajuda na compreensão de transtornos do neurodesenvolvimento, bem como no teste de 

possíveis medicamentos (Brito & Russo, 2017). Isto produziu uma mudança significativa nos 

modelos disponíveis à pesquisa científica, em especial para estudar doenças relacionadas ao SNC. 

  

Através destes modelos in vitro a partir de iPSC, nosso laboratório conseguiu comprovar a 

relação causal do Zika vírus com a microcefalia (Cugola et. al., 2016), além de revelar que os 

astrócitos de pacientes com autismo apresentavam-se inflamados e com altos níveis de IL-6 (Russo 

et al., 2018).  Este trabalho justifica-se pela importância de investigar a relação do vírus Influenza 

com células do SNC e eventualmente sua possível relação com as doenças do 

neurodesenvolvimento, as quais têm sua incidência aumentada ao longo dos anos, também 

observado para as infecções respiratórias.  
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4. HIPÓTESE 

Infecções na gestação podem ser identificadas no nascimento, mas a depender do agente 

infeccioso e do período gestacional que o processo ocorre, seus efeitos podem não ser percebidos 

no bebê logo após o parto e nem nos primeiros meses de vida. Importante salientar que o SNC em 

desenvolvimento fica vulnerável a esses agentes, sem qualquer proteção dependendo da fase 

embrionária ou fetal. Considerando que os astrócitos são células da glia que desempenham funções 

no SNC, como a regulação da homeostase, produção de citocinas, e que constituem  parte da BHE, 

é fundamental ponderar que agentes infeciosos irão alterar o equilíbrio dessas células e 

consequentemente isso terá um impacto no SNC. Nossa hipótese é que a infecção em células 

progenitoras de astrócitos e em astrócitos acarretam um desequilíbrio no SNC, consequentemente 

afetando a funcionalidade dos neurônios, mesmo que estes não sejam diretamente infectados. Além 

disso, considerando o perfil inflamado do SNC de pacientes com TEA, é possível que infecções 

durante o desenvolvimento embrionário possam afetar definitivamente os astrócitos, fazendo com 

que os mesmos apresentem um perfil de inflamação permanente ou crônico, que poderia ser 

responsável pelo fenótipo.  
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5. OBJETIVO GERAL  

Este trabalho tem como objetivo geral analisar os efeitos biológicos da infecção pelo vírus 

Influenza A em cultura celular de astrócitos humanos derivados de iPSC, verificando parâmetros 

como morfologia, funcionalidade e perfil molecular antes e após a infecção viral. 

 

5.1. Objetivos Específicos 

•  Analisar a morfologia dos astrócitos após a infecção com vírus Influenza A; 

• Verificar se o vírus Influenza A induz estresse oxidativo nos astrócitos, morte celular, ou 

alteração no seu funcionamento, em especial na captação de glutamato; 

• Verificar se os astrócitos alteram o perfil de expressão de citocinas após a infecção pelo 

vírus Influenza A; 

• Analisar o perfil de expressão gênica e proteica em astrócitos após a infecção do vírus 

Influenza A. 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1.      Manutenção de células MDCK  

As células de rim canino Madin-Darby (MDCK) são de linhagem celular de mamífero e 

muito utilizadas em pesquisa biomédica. A manutenção dessas células é fundamental para a 

realização da amplificação de vírus e posterior titulação viral. As células MDCK foram cultivadas 

em garrafas de cultura de 25cm (garrafa pequena) ou 75cm (garrafa média) com o meio de cultura 

DMEM/F12 juntamente com 10% de soro fetal bovino (SFB) além de antibiótico 

Penicilina/estreptomicina 1% em atmosfera úmida a 37oC e 5% de CO2. O meio de cultura foi 

trocado a cada 3 dias e com 80% de confluência foi feito o repique das células com tripsina, com 

a transferência das células para outras garrafas de tamanho maior.  

 

6.2. Amplificação e titulação viral 

O vírus Influenza foi cedido pelo grupo do Prof. Edison Luiz Durigon, do Laboratório de 

Virologia Clínica e Molecular (LVCM), no Departamento de Microbiologia do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo e em seguida, amplificado e titulado (figura 

4). 

Os vírus foram utilizados para infectar as células MDCK e após a observação do efeito 

citopático característico do vírus Influenza, a garrafa contendo as células infectadas foi congelada 

a -80oC e descongelada em seguida, repetindo o processo por 3 vezes consecutivas. Após a terceira 

vez, o conteúdo da garrafa foi centrifugado por 20 minutos a 6000 rpm. O sobrenadante 

centrifugado foi aliquotado, tendo cada alíquota 1ml de vírus em criotubos identificados, e 

novamente guardados em temperatura de -80ºC para serem usadas posteriormente. A amplificação 

viral foi feita repetindo-se o processo por três passagens em cultura celular de MDCK.  

  Após a amplificação, o processo de titulação viral pode ser iniciado. Esse processo de 

titulação viral foi realizado em seis dias corridos, sendo dividido em três etapas importantes: 

plaqueamento, infecção e observação dos efeitos citopáticos. 

O plaqueamento foi feito a partir do momento que as células MDCK apresentaram 85% a 

90% de confluência na placa. Para isso, utilizamos a tripsina para que as células soltassem da placa, 
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centrifugamos e colocamos 10 microlitros de sobrenadante, juntamente com 10 microlitros de 

TrypanBlue na câmara de Neubauer para a realização da contagem de células. Foi plaqueado então, 

5 x 104 células por orifício e adicionado meio de cultura DMEM/F12 com soro fetal bovino.  

No dia seguinte foi feito então, o processo de infecção. O vírus foi diluído em meio DMEM/F12 

sem soro fetal bovino e 2.5% de tripsina, cuja função é ajudar na quebra da hemaglutinina viral 

facilitando a entrada do vírus. Foi feita uma diluição seriada do vírus de 10-1 até 10-12 para a 

inoculação das células. Para a infecção, as células foram mantidas durante 1 hora na estufa, com 

movimentação a cada 15 minutos. Após esse período, foi acrescentado meio DMEM/F12 contendo 

2.5% de soro fetal bovino em cada orifício da placa, atingindo o volume final de 100ul.  

A partir do terceiro dia do protocolo e durante os sete dias subsequentes, foram feitas as 

observações do efeito citopático viral nas células MDCK. Ao final, do protocolo, a placa de 96 

orifícios foi vertida em uma superfície esterilizada e autoclavada, tirando todo o sobrenadante e em 

seguida foi adicionado 80ul de corante Naftoll Blue em cada um dos orifícios. Ao final de 40 

minutos em temperatura ambiente, os orifícios foram lavados por duas vezes em água corrente. A 

leitura foi feita após a secagem da placa e a titulação viral calculada a partir do TCI50. 

 

Figura 4: Imagem ilustrativa do processo de amplificação de células MDCK e titulação viral 

 

Legenda: As células MDCK foram amplificadas e usadas para o processo de amplificação viral. 

Os vírus obtidos na terceira passagem celular foram então titulados em placas de 96 orifícios, 

contendo as diluições seriadas de 10-1 até 10-12 . Fonte: Freitas A.M (2021) 
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6.3 Cultura Celular de Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC)  

Este projeto usou as células pertencentes ao biorrepositório “Projeto a Fada do Dente”, 

aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

(CEP-ICB/USP) e sob o número de protocolo 1001. Este projeto específico também foi submetido 

ao CEP-ICB/USP e foi aprovado sob o número 8411230919. 

Os astrócitos para este estudo, foram cultivados a partir de iPSC derivadas das células de polpa 

de dente decíduo esfoliado (SHED) de 3 pacientes saudáveis (2 meninos e uma menina com faixa 

etária entre 5 e 11 anos). A manutenção das células iPSC foi feita diariamente com a troca do meio 

de cultura mTeSR (Stem Cell Technologies) e a expansão dessas células foi feita de acordo com a 

necessidade, para a realização dos experimentos. De modo geral, as células foram mantidas em 

placas tratadas com Matrigel (BD Biosciences) em condições feeder free.  

 

6.4  Produção de Astrócitos Derivados de iPSC 

 

6.4.1. PRODUÇÃO DE CORPOS EMBRIÓIDES (EB)  

As colônias de iPSC foram plaqueadas no Matrigel (BD Biosciences) e mantidas por 5 dias 

no meio mTeSR (Stem Cell Technologies). No quinto dia, o meio foi trocado por meio N2 

(DMEM/F12 suplementado com N2 1x (Invitrogen) contendo 1μM de dorsomorfina (Tocris, 

Ellisville, MO, USA) e 10μM de SB431542 (Stemgent, Massachusetts, USA) por 48 horas. Após 

dois dias nessas condições, as colônias foram removidas da placa e cultivadas em suspensão como 

EB (do inglês embryoid bodies, EB) por 5 dias em rotação constante de 90 rpm em meio N2.  

 

6.4.2. PRODUÇÃO DE ROSETAS E CÉLULAS PROGENITORAS NEURAIS (NPC)  

Para obtenção das rosetas, os EB obtidos foram coletados, transferidos para uma nova placa 

tratada com Matrigel (BD Biosciences) para adesão, e mantidos com meio NGF (DMEM/F12 (Life 

Technologies) suplementado com 0,5x N2 (Life Technologies) 0,5x Gem21 (Gemini Bio-products, 

CA, USA), 20ηg/mL de bFGF-2 (Life Technologies) e 1% penicilina/estreptomicina (Sigma-

Aldrich).  Os EB aderem rapidamente ao Matrigel (BD Biosciences) e as rosetas se formam cerca 
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de 48 horas após a adesão. As rosetas foram monitoradas diariamente para avaliar o momento 

adequado da coleta das células progenitoras neurais, que crescem no interior das mesmas. A coleta 

das rosetas foi feita manualmente utilizando o microscópio EVOS (Life Technologies), dissociadas 

suavemente e plaqueadas em placas revestidas com 10 μg/mL poliornitina (SigmaAldrich) em 

plástico e 1 μg/mL para o vidro, e revestida com 2,5 μg/mL de laminina (Life Technologies) em 

plástico e 5 μg/mL para as superfícies de vidro. Esta população de NPC foi expandida usando o 

meio de cultura NGF como descrito acima. As NPC foram derivadas das iPSC e cultivadas como 

descrito anteriormente em placas de 100mm de diâmetro. Quando atingiram uma confluência de 

aproximadamente 90%, o protocolo de produção de astrócitos foi iniciado. Para isso, as células 

foram incubadas com dPBS (Life Technologies) a 37°C durante 5 minutos. Em seguida, as células 

foram raspadas para formar neuroesferas utilizando 9 mL de meio NGF. As células foram 

dissociadas por pipetagem suave e distribuídos em 3 mL por poço numa placa de seis poços e 

mantidas em agitação constante (90 rpm). O meio foi trocado no dia seguinte. Após formação das 

neuroesferas, o FGF foi removido e o Inibidor de Rock (Ri), adicionado a uma concentração final 

de 5 mM por 48 horas. Após esse período de 48h, o meio NG sem FGF será usado durante uma 

semana.  

 

6.4.3 PRODUÇÃO DE ASTRÓCITOS A PARTIR DE NPCs 

As NPCs foram derivadas das iPSCs e cultivadas como descrito anteriormente em placas 

de 100mm de diâmetro. Quando atingiram a confluência de aproximadamente 90%, o protocolo de 

produção de astrócitos foi iniciado. Para isso, as células foram incubadas com dPBS (Life 

Technologies) a 37°C durante 5 minutos. Em seguida, as células foram raspadas para formar 

neuroesferas utilizando 9 mL de meio NGF. As células foram dissociadas por pipetagem suave e 

distribuídos em 3 mL por poço numa placa de seis poços e mantidas em agitação constante (90 

rpm). O meio foi trocado no dia seguinte. 

Após formação das neuroesferas, o FGF foi removido e o Inibidor de Rock (Ri), adicionado 

a uma concentração final de 5 mM por 48 horas. Após esse período de 48h, o meio NG sem FGF 

foi usado durante uma semana. Em seguida, o meio de crescimento de astrócitos AGM (do inglês 

astrocyte growth medium - Lonza, NJ, USA) foi adicionado às esferas durante duas semanas. 

Durante esse período, as células continuaram sob agitação constante a 90 rpm. Após 3 semanas de 

diferenciação no agitador a 90 rpm, as neuroesferas foram plaqueadas em placas com revestimento 
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de poliornitina e laminina, como descrito anteriormente. Quando as esferas foram plaqueadas, os 

astrócitos liberados e começaram a crescer e se espalhar sobre a placa. Após a primeira passagem, 

as células que cercarem as neuroesferas foram dissociadas enzimaticamente utilizando Accutase 

(Corning®cellgro®, Virginia, USA). 

Em geral, as células obtidas por esse protocolo foram mantidas por apenas 4-5 passagens. 

Os astrócitos utilizados neste trabalho foram caracterizados e utilizados entre as passagens 2 a 4. 

   Para a produção de astrócitos humanos, (figura 5) usamos as iPSC que já foram 

reprogramadas anteriormente em nosso laboratório. A partir das iPSC foram produzidas as células 

progenitoras neurais (NPC), as quais deram origem aos astrócitos, células alvo deste trabalho 

(Beltrão-Braga et al., 2011; Russo et al., 2018).  

 

Figura 5: Produção de células progenitoras neurais a partir de iPSC 

 

Legenda: etapas do protocolo para produção de células progenitoras neurais sendo elas iPSC, 

EBs, rosetas neurais e NPCs. Fonte: Russo et al.,2014 

 

6.4.4 INFECÇÃO IN VITRO DE ASTRÓCITOS COM VÍRUS INFLUENZA A 

Após a titulação do vírus, os astrócitos derivados de iPSCs humanas foram infectados. As 

células foram plaqueadas em placas de 24 orifícios e após 24h, o material viral foi diluído para a 

obtenção da multiplicidade de infecção (MOI) desejada.  

As células foram plaqueadas em placas pré-preparadas com uma matriz contendo 

poliornitina na diluição de 1:1000 e laminina na diluição de 1:400 além do meio de cultura AGM 

em uma placa de 24 orifícios.  
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A infecção dos astrócitos ocorrem de acordo com o MOI previamente estipulado, o qual 

será MOI=1, ou seja, o vírus estará em uma diluição de 100x, contendo 2.5% de tripsina, 

juntamente com o meio AGM.  

Após a infecção foi feita a coleta nos diferentes tempos de 24, 48, 72, 96 horas das células 

e sobrenadante para as diversas análises (figura 6). 

Figura 6: Placa de infecção de astrócito 

 

Legenda: Imagem representativa das placas de astrócitos PD7cl1, PD16cl1, PD16cl5 a 

serem infectadas com o vírus Influenza A. Fonte: Freitas A.M (2021)  

6.4.5 ANÁLISE DE EXPRESSÃO PROTEICA DE CÉLULAS INFECTADAS POR VÍRUS 
INFLUENZA POR ENSAIOS DE IMUNOFLUORESCÊNCIA  

Os astrócitos foram cultivados em placas de 24 poços sobre lamínula de vidro até atingirem 

a confluência desejada em torno de 80%. As células foram fixadas usando paraformaldeído, 4% 

em PBS, por 15 minutos em temperatura ambiente. Após lavar, as células foram permeabilizadas 

com 0.1% Triton X-100 (Promega) diluído em PBS por 15 minutos. Depois da etapa de bloqueio 

com 2% BSA (Sigma-Aldrich) por 4 horas, as células foram incubadas com anticorpos primários 

por 16 horas a 4ºC. Passado o período de incubação dos anticorpos primários, as células foram 

lavadas por três vezes com dPBS e submetidas a um novo bloqueio em dPBS contendo 2% BSA 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, os respectivos anticorpos secundários (Life 

Technologies) foram adicionados de acordo com os primários e incubados por 1 hora em 

temperatura ambiente. Ao final, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e DAPI (1μg/mL) 

adicionado por 5 minutos em temperatura ambiente. As lâminas foram montadas utilizando 

ProLong Gold (Life Technologies). A imunoreatividade foi avaliada em microscopia de 

fluorescência (qual o microscópio? Tem que colocar aqui o microscópio, marca, cidade de 

fabricação da marca). 

Quadro 1: Anticorpos primários e secundários utilizados na caracterização de células  
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Anticorpos Primários Fabricante Diluição 

GFAP Santa Cruz  1:500 

CASP3 Cell Signalling 1::400 

 

Anticorpos Secundários  Fabricante Diluição 

Anti-chiken Santa Cruz  1:500 

Anti-rabit Cell Signalling 1::200 

Fonte: Freitas A.M (2021). 

 

6.4.6 ANÁLISE MOLECULAR POR PCR QUANTITATIVO (qPCR)  

O RNA celular total foi extraído utilizando Trizol Reagente (Life Technologies). O cDNA 

foi realizado usando SuperScript III (Life Technologies) ambos protocolos foram realizados de 

acordo com a descrição dos fabricantes. O cDNA que foi obtido da extração de RNA foi submetido 

a PCR quantitativa (qPCR) sendo utilizado o Kit AgPath one-step (Invitrogen by Life Tecnology).  

Foi preparada uma placa e em cada poço da mesma foi colocado 5ul de RNA/DNA no qual 

foi adicionado a um mix contendo: 5.5ul de água (Ultra PuraTM DEPC), 3.3ul de Buffer, o.3ul de 

Ag-Path enzima, 1ul de primer reverse (10 PM) e Probe (7.5pM) marcado com FAM. A reação 

ocorreu em um equipamento 7300 Real-Time PCR Systems seguindo os ciclos: 1- 45 °C por 15 

min para a síntese do DNA complementar (cDNA), dos vírus de RNA, pela enzima transcriptase 

reversa; 2- 95 °C por 10 min para inativação da Enzima de Transcriptase reversa e ativação da Taq 

polimerase; 3- 45 ciclos de 95 °C por 15 s e 55 °C por 1 min para a extensão final, sendo que o 

anelamento dos primers aconteceram na rampa de temperatura do ciclo.  Após término de todos os 

ciclos, foram considerados como resultados positivos todas as amostras que apresentarem curva de 

amplificação ao ciclo threshold (Ct) inferior a 37.99 e serão considerados negativos amostras que 

apresentarem o Ct superior a 42, ou não apresentarem curva de amplificação. Entretanto, foram 

consideradas inconclusivas e passíveis de repetição, desde a extração com concentração do 

extraído, todas as amostras que apresentaram a curva de amplificação ao ciclo threshold (Ct) entre 

39.00 e 41.99.  

  



37 
 

 

Quadro 1 Oligonucleotídeos utilizados para caracterização celular por PCR em tempo real (qPCR) 

InfA Forward 5’GACCRATCCTGTCACCTCTGA C 3’ 

InfA Reverse 5’ AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA3’ 

InfA Probe1 5’ FAM-TGC AGT CCT CGC TCACTG GGC ACG 

BHQ1-3’ 

InfB Forward GGAGCAACCAATGCCAC 

InB Reverse GTKTAGGCGGTCTTGACCAG 

InfB Probe1 5’ (FAM) ATAAACTTTGAAGCAGGAAT (MGB)3’ 

Fonte: Chalup V. (2021) 

 

 

 

7 RESULTADOS  

7.1 Amplificação Viral  

Neste trabalho amplificamos o vírus Influenza (H1N1) pandêmico fornecido ao grupo do 

Dr. Prof. Edison Durigon nas células MDCK e posteriormente infectamos os astrócitos, mantendo 

o mesmo lote viral durante todo o desenvolvimento do trabalho, evitando variações do resultado. 

 

7.2. Titulação viral  

Com o vírus Influenza já amplificado, foi feito sua titulação viral. De acordo com esse 

protocolo foi possível observar os efeitos citopáticos ao longo de 7 dias. No primeiro dia 

observação as células não apresentaram efeito citopático significativo (Figura 7a). No segundo dia 

de observação havia presença de sincícios e pouca morte celular (Figura 7b). No terceiro dia foi 

observado uma maior quantidade de sincício no tapete celular e uma morte celular significativa 

(Figura 7c). No quarto dia de efeito citopático, já não era possível observar tapete celular e a 

apresentaram níveis médios de morte celular, em praticamente metade do poço (Figura 7d). Do 

quinto dia até o ultimo, os níveis de morte celular foram mais altos, além da formação de sincícios 

por quase todo o poço quase completo (Figura 7e). Após o último dia de efeito citopático, a placa 

foi corada para posteriormente ser analisada e chegar ao valor correto da titulação viral (Figura 8). 

Ao final do protocolo, chegamos ao título viral de 4.54x10^7 PFU/ml. Com este valor em mãos foi 
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possível iniciar o protocolo de manutenção e amplificação dos astrócitos para serem infectados 

com o vírus titulado.  

                  Figura 7:Microscopia ótica de luz de células MDCK infectadas com vírus Influenza. 
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Legenda: Células MDCK infectadas com vírus Influenza no primeiro dia de efeito citopático no 

aumento de 4x (a); Tipo, aqui não sei que tem o Mock e o infectado, entende? Nessa legenda não 

dá pra saber, ou teria que escrever a direita e a esquerda....coisas assim, as acho péssimo de 4x (b); 

Células MDCK infectadas com vírus Influenza no terceiro dia de efeito citopático no de 4x (c); 

Células MDCK infectadas com o vírus Influenza no quarto dia de efeito citopático no aumento de 

4x; Células MDCK infectadas com o vírus Influenza no quinto dia de efeito citopático no aumento 

de 4x (d); Células MDCK infectados com o vírus Influenza no sexto dia de efeito citopático no 

aumento de 4x (e). Células MDCK infectadas com o vírus Influenza no sétimo dia de efeito 

citopático no aumento de 4x (f). Fonte: Freitas,A.M.(2021)  

  

Mock 

Mock 

Inf 

Inf 
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Figura 8: Placa de titulação do vírus Influenza. 

 

 

 

Legenda: A figura (a) representa uma placa de 96 orifícios com uma diluição seriada do vírus de 

10-1 até 10-12 para a inoculação das células e coradas com NaphtolBlue após sete dias de infecção. 

 Fonte: Freitas, A.M (2021).  

6.3. Amplificação e infecção dos astrócitos 

O protocolo de amplificação dos astrócitos foi iniciado a partir do momento em que a placa 

estava com 85% de confluência (Figura 9).  

Figura 9: Microscopia de luz de cultura de astrócitos 

A) B) 
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Legenda: Microscopia de luz de cultura de astrócito em aumento de 4x (a); Microscopia de luz de 

cultura de astrócito em aumento de 10x (b). Fonte: Freitas,A.M (2021) 

Após a amplificação dos astrócitos PD16cl5, o mesmo foi infectado com o vírus da influenza em 

MOI = 1.0, e em seguida foram feitas as coletas de sobrenadante e glutamato em diferentes tempos 

após a infecção, como 24h, 48h, 72h e 96h.  

Na figura 10A, podemos observar astrócitos com estrutura e morfologia esperadas, pois não há 

infecção por influenza, juntamente com o astrócito infectado em 24h, mas sem apresentar muita 

mudança na sua morfologia. Na figura 10B, observamos uma imagem do grupo controle, 

juntamente com a imagem de infectado após 48 horas, porém ainda sem nenhum efeito. Já na figura 

10C, podemos observar imagem do grupo controle, juntamente com a imagem de astrócito após 

72h de infecção, mostrando uma grande quantidade de morte celular, e dificultando a visualização 

da morfologia e estrutura correta dos astrócitos. E por fim, na figura 10D, podemos observar grupo 

controle juntamente com os astrócitos após 96h de infecção, mostrando novamente uma quantidade 

grande de células mortas, destruição do tapete celular, sem a estrutura característica dos astrócitos 

(Figura 10). 

Figura 10: Microscopia de luz de cultura de astrócito paciente PD16cl5 controle e infectado  

 

Astrocitos 10x Astrocitos 4x 
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Mock 24h Inf 24h 

Mock 48h Inf48h 
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Legenda: paciente PD16cl5 A- Mock x infectado 24h; B Mock x infectado 48h, C Mock x 

Infectado 72h; D- Mock x infectado96h. Aumento de 10x.Fonte: Freitas A.M (2021) 

Na semana seguinte foi feito uma nova infecção de astrócito, com o clone PD16cl1 usando o vírus 

influenza em MOI = 1.0. As coletas de sobrenadante para dosagem de glutamato e citocinas foram 

realizadas em 24h, 48h, 72h e 96h após a infecção. 

Na figura 11A, podemos observar o grupo de astrócito controle, juntamente com o grupo de 

astrócito infectado com o vírus Influenza após 24h, onde ainda não há aparecimento de nenhum 

efeito citopático. Na figura 11B, podemos observar o grupo de astrócito controle, juntamente com 

o grupo de astrócito infectado com o vírus influenza após 48h, onde há o aparecimento de efeito 

citopático como, morte celular e destruição do tapete celular, dificultando a observação da 

morfologia e estrutura dos astrócitos. Já na figura 11C podemos observar a mesma infecção após 

48h, porém em aumento de 10 e 20x, mostrando a estrutura de astrócito afetada, além de 

aparecimento de vacúolos.  

Mock 72h Inf 72h 

Mock 96h Inf 96h 
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Na figura 11D podemos observar uma comparação entre o grupo controle de astrócitos com o grupo 

de astrócitos infectado por vírus influenza após 72h onde novamente há o aparecimento de morte 

celular no aumento de 4x. Em seguida, a figura 11E no mesmo momento de infecção de 72h, mas 

em maior aumento, mostrando os efeitos na estrutura e morfologia do astrócito. 

Na figura 11F podemos observar uma comparação entre o grupo controle de astrócito, juntamente 

com o grupo infectado após 96 horas com aparecimento do mesmo efeito citopático que os grupos 

anteriores, além da última figura que mostra esses efeitos em maior aumento (Figura 11). 

 

 

 

 

Figura 11: Microscopia de luz de cultura de astrócito paciente PD16cl1 controle e infectado 

 

                        

 

Mock 24h 10x Inf 24h 10x 

Mock 48h 10x Inf 48h 10x 
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Inf 48h 20x Inf 48h 40x 

Mock 72h 10x Inf 72h 10x 

Inf 72h 20x Inf 72h 40x 
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Legenda Figura 11: Microscopia de luz paciente Pd16cl1 A- Mock x infectado 24h; B – Mock x 

Infectado aumento de 4x; B – Mock X Infectado 48h no aumento de 10x;  C- Mock e Infectado 

48h  aumento de 20x e 40x; D – Infectado no aumento de 10x X Infectado no aumento de 20x; E 

-  infetado aumento de 20x X Infectado no aumento de 40x; F Mock X Infectado  em 96h no 

aumento de 10x; G – Infectado de 96h no aumento de 20x X Infectado no aumento de 40x com o 

vírus influenza. Fonte: Freitas A.M 2021 

Em seguida fizemos a terceira infecção de astrócitos, paciente PD7cl1, com um novo lote de vírus 

influenza além de novo título correspondente a 6.67X10^7 PFU/ml porém, com o mesmo MOI = 

1.0 e em seguida foram feitas as coletas de sobrenadantes e glutamato nos tempos 24h, 48h, 72h e 

96h após a infecção. Na figura 12A podemos observar uma comparação entre o grupo de astrócito 

controle, com o grupo de astrócito infectado pelo vírus influenza após 24 horas de infecção, na 

qual não há aparecimento de nenhum efeito citopático. Na figura 12B, podemos observar 

novamente uma comparação entre o grupo de astrócito controle, com o grupo de astrócito infectado 

Mock 96h 10x Inf 96h 10x 

Inf 96h 20x Inf 96h 40x 
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pelo vírus influenza após 48 horas de infecção, no qual apresenta alguns efeitos citopáticos como 

morte e desaparecimento do tapete celular, fazendo com que o astrócito perca sua estrutura e 

morfologia, ou seja a célula não apresenta seus filamentos ficando com uma aparência de célula 

achatada e arredondada. Na figura 12C há o aparecimento dos mesmos efeitos citopáticos vistos 

após 48 horas infecção, porém em maior aumento 10x e 20x.  

Na imagem 12D podemos observar novamente uma comparação entre o grupo de astrócito 

controle, com o grupo de astrócito infectado pelo vírus influenza após 72 horas de infecção. Esse 

grupo há uma quantidade menor de células, porém também apresenta uma quantidade considerável 

de morte celular, e destruição do tapete celular,  além de  apresenta alguns efeitos citopáticos como , 

mudança na estrutura e morfologia do mesmo. Já na imagem 12E as mesmas células infectadas, 

porém com aumento de 10x e 20x. 

Por fim, na imagem 12F e 12G podemos observar uma comparação entre o grupo de astrócito 

controle, com o grupo de astrócito infectado pelo vírus influenza após 96 horas de infecção, no 

qual apresenta alguns efeitos citopáticos como morte celular ou destruição do tapete celular e as 

células que não morrem sofrem alteração em sua forma, ou seja a estrutura do astócito de 

filamentosa fica arredondada ou achatada. E em seguida, a última imagem na qual mostra a mesma 

célula infectada após 96 horas, porém com um maior aumento de 10x e 20x mostrando ainda 

melhor a diferença em sua morfologia (figura 12). 

  

 

Figura 12: Microscopia de luz de cultura de astrócito paciente PD7cl1 controle e infectado 

                                                                          
Mock 24h 10x Inf 24h 10x 
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Mock 48h 10x Inf 48h 10x 

Inf 48h 20x Inf 48h 40x 

Mock 72h 10x Inf 72h 10x 
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Legenda: Figura 12: Microscopia de luz de cultura de astrócito paciente PD7cl1.A- Mock x 

infectado 24h; B – Mock x Infectado aumento de 4x; B – Mock X Infectado 48h no aumento de 

10x;  C- Mock e Infectado 48h  aumento de 20x e 40x; D – Infectado no aumento de 10x X 

Inf 72h 20x Inf 72h 40x 

Mock 96h 10x Inf 96h 10x 

Inf 96h 20x Inf 96h 40x 
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Infectado no aumento de 20x; E -  infetado aumento de 20x X Infectado no aumento de 40x; F 

Mock X Infectado  em 96h no aumento de 10x; G – Infectado de 96h no aumento de 20x X 

Infectado no aumento de 40x com o vírus influenza. Fonte: Freitas A.M 2021 

.  Fonte: Freitas A.M (2021) 

 

6.4 Análise de expressão proteica de células infectadas por vírus Influenza por ensaios de 

imunofluorescência  

    Na técnica de imunofluorescência foram utilizados os anticorpos para marcação de núcleo 

celular (DAPI), morte celular (CASP3) e marcação de astrócito (GFAP) nos mesmos três pacientes 

PD7cl1, PD16cl1 e PD16cl5 tanto no grupo controle, quanto no grupo infectado pelo vírus 

Influenza nos diferentes tempos de 24 horas e 96 horas. 

No paciente PD7cl1 foi possível observar nos dois tempos tanto no grupo controle, quanto no 

grupo infectado, uma pequena quantidade de célula, não tornando possível uma conclusão efetiva 

dos resultados (Figura 13). 
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Legenda: Fotomicrografia representativa de astrócitos após realização da técnica de 

Imunofluorescência de paciente PD7cl1 A- Mock 24 horas; B – Infectado 24 horas; C – Mock 96 

horas, D – Infectado 96 horas; Aumento de 20x. Fonte: Freitas A.M (2021). 

     Para as células do paciente PD16cl1, em ambos tempos após infecção analisados do grupo 

controle foi possível observar uma maior quantidade de células sem efeitos citopáticos como danos 

na estrutura dos astrócitos. No grupo infectado tanto em 24 horas, quanto em 96 horas, foi possível 

observar danos na morfologia do astrócito, fazendo com as células apresentem uma estrutura mais 

achatada e sem os filamentos esperados dessa célula (Figura 14 A , B, C e D). 
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Legenda: Fotomicrografia representativa de astrócitos após realização da técnica de 

Imunofluorescência de paciente PD16cl1. A- Mock 24h, B Infectado 24h, C Mock 96h, D Infectado 

96h. Aumento de 20x. Fonte: Freitas A.M (2021). 

 

No paciente PD16cl5 em ambos os tempos, de 24 horas e 96 horas do grupo controle, não houve 

mudança na estrutura e morfologia dos astrócitos, porém aqueles que foram infectados 

apresentaram diferenças estruturais mostrando uma célula maior e mais achatada (Figura 15 A,B,C 

e D) 
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Legenda: Fotomicrografia representativa de astrócitos após realização da técnica de 

Imunofluorescência do paciente PD16cl5. A - Mock 24h, B – Infectado, C – Mock 96h e D – 

Infectado 96h. Aumento de 20x. Fonte: Freitas A.M (2021). 

A partir da realização da técnica de imunofluorescência foi feito a quantificação de CASPASE3, 

juntamente com o DAPI dos respectivos pacientes PD7cl1, PD16cl1 e PD16cl5 mostrando os 

seguintes resultados. Como podemos observar, em todos os pacientes apresentaram baixa taxa de 

morte celular nas células infectadas em relação ao controle (Figura 16). 

 

Figura 16: Quantificação de caspase dos pacientes  

 

Legenda: Quantificação de caspase dos três pacientes PD7cl1, PD16cl1, PD16cl5 nos diferentes 

tempos de 24 e 96 horas antes e depois da infecção. Fonte: Freitas A.M (2021). 
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6.5 Análise molecular por PCR quantitativo (qPCR)  

Para a análise de PCR quantitativo utilizamos amostras de três pacientes distintos sendo 

eles PD7cl1. PD16cl1 e PD16cl5 somando ao total 18 amostras, sendo todas nos tempos de 24 e 

96 horas tanto do grupo controle quanto do infectado. Após o acompanhamento do processo e 

análise dos resultados obtidos, e segundo protocolo foi considerado como resultado positivo as 

amostras que apresentaram um ciclo threshould (CT) inferior a 37.99 e foram consideradas 

negativas aquelas que apresentaram um ciclo threshould (CT) superior a 42 ou não apresentaram 

curva de amplificação.  

Os pacientes PD7cl1 infectado após 96h, e PD16cl5 infectado após 96h foram os únicos 

que apresentaram valor de CT negativo embora tenham sido infectados pelo vírus da Influenza A. 

Porém, os mesmos pacientes infectados após 24h, apresentaram CT positivo, ou seja, há presença 

de vírus na amostra, comprovando assim, que os exemplares foram infectados, mas pode ter 

ocorrido um de leitura. O restante das amostras segue o padrão esperado em relação ao valor de 

CT por isso, pode se comprovar a ausência do vírus Influenza A nas amostras controle e a presença 

do mesmo nas amostras infectadas (Tabela: ?) 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela: Reação em Cadeia de Polimerase em tempo real 

Pacientes  Condição Tempo CT Célula Sobrenadante 

PD7CL1    Mock 96h  X  

PD7CL1    Infectado 96h 31.5 X  

PD16CL1 Mock 96h  X  

PD16CL1 Infectado 96h 24.9 X  

PD16CL5 Mock 96h  X  

PD16CL5 Infectado 96h 24.9 X  

PD16CL1 Mock 96h   X 



57 
 

 

PD16CL1    Infectado 96h 24.9  X 

PD7CL1    Mock 24h   X 

PD7CL1    Infectado 24h 24.9  X 

 PD16CL1 Mock 24h   X 

PD16CL1 Infectado 24h 24.9  X 

PD16CL1 Mock  96h   X 

PD16CL1 Infectado 96h 29.4  X 

PD16CL5 Mock 24h   X 

PD16CL5 Infectado 24h 33.4  X 

PD16CL5 Mock  96h   X 

PD16CL5 Infectado 96h 0  X 

Legenda: Análise da presença de ausência de amplificação viral em três pacientes distintos 

PD7cl1, PD16cl1, PD16cl5 nos tempos de 24 horas e 96 horas. Sendo alguns com o valor de CT e 

aqueles que estão tracejados são grupo controle, ou seja, não há presença de vírus. Além de algumas 

amostras a coleta de células e outras coletas do sobrenadante. Fonte: Freitas A.M (2021). 

Gráfico 1: Gráfico de Reação em Cadeia de Polimerase em tempo real 

 

Legenda: Quantificação de vírus Influenza A a partir da técnica de PCR real time, dos três 

pacientes PD7cl1, PD16cl1 e PD16cl5. Fonte: Freitas A.M (2021) 
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8. DISCUSSÃO 

O vírus Influenza tem a capacidade de capacidade de invadir o sistema nervoso central 

(SNC), através barreira hematoencefálica (BHE) (Michalicova,A.et al.2017). O astrócito é parte 

integrante da BHE e no SNC tem funções outras, igualmente importantes, como dar suporte e 

nutrição para os neurônios (Nedergaard et al, 2003). Sendo assim, optamos por infectar os 

astrócitos e verificar a fisiopatologia da infecção do vírus Influenza nessas células.  

  O início deste trabalho contou com a amplificação do título viral da amostra fornecida 

pelo grupo do Prof. Durigon. Para os experimentos escolhemos usar o índice de multiplicidade de 

infecção (MOI) de 1.0 para infectar os astrócitos. O MOI reporta o número de partículas virais 

utilizadas para se infectar uma determinada quantidade de células, sendo que um MOI de 1 significa 

uma partícula viral para uma célula (Gonzalez-Jara et al., 2009). Por isso, pensando em usar o MOI 

de 1, para infectar 2x105 células, precisaríamos de um título de 2x105, e para infectar 2x106 células 

precisaríamos de 2x106 vírus. Estes cálculos simples nos levaram a perceber que precisaríamos de 

vírus com altos títulos, para que pudéssemos inclusive usar o mesmo lote viral durante todos os 

experimentos.  

A titulação do vírus Influenza foi realizada com um protocolo semelhante ao de Yamauchi 

(2018) e de Kawaoka (2012) com o diferencial que optamos ao final do plaqueamento 

homogeneizar melhor as células utilizando a pipeta, e fazendo uma sequência de 10 

homogeneizações em cada orifício da placa. Não fizemos lavagem prévia das células, para evitar 

descolamento. Os insumos necessários para a infecção das células, como tripsina e meio DMEM 

sem soro fetal bovino, foram adicionados juntamente com o vírus, pois a tripsina ajuda a clivar a 

hemaglutinina da influenza (HA), permitindo a exposição do receptor viral e sua ligação com o 

receptor celular, o ácido siálico (Zuhairi; Maharani., 2012). Outro aspecto importante de 

mencionar, foi a confecção de uma placa espelho, utilizada para ajudar na diluição do vírus e na 

passagem do mesmo já diluído, para a placa com as células aderidas que foram infectadas. Nossos 

resultados revelaram que nossas alíquotas de vírus amplificados contém um título de 

2,1X107PFU/ml, compatível com o título sugerido pelo algoritmo de Spearman & Kärber (1995). 

Em relação a produção e manutenção dos astrócitos, realizamos o protocolo já estabelecido 

de astrócitos em nosso laboratório (Russo et al., 2018),  desde o pré-tratamento com poli-ornitina 

e laminina, até as trocas de meio de cultura e passagem de células quando necessário, ficando a 

cultura com morfologia característica de astrócitos.  
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 Além disso, na primeira infecção de astrócitos do paciente PD16cl5 com o vírus Influenza, 

houve o aparecimento de efeito citopático a partir de 72 horas de infecção como formação de 

vacúolos, descolamento celular, e arredondamento celular. Já as duas últimas infecções PD16cl1 e 

PD7cl1 apresentaram os mesmos efeitos citopáticos que a infecção anterior, porém, eles ocorreram 

mais rápida, após 48 horas de infecção. Esses mesmos efeitos foram observados por Wang e seu 

grupo (2008).  

Para a caracterização dos astrócitos e observação do efeito da infecção, usamos a 

imunofluorescência, técnica que envolve a ligação antígeno-anticorpo podendo ser visualizada ou 

quantificada por meio de diferentes marcadores para antígeno ou para anticorpo (Aoki et al.,2010). 

Utilizando essa técnica foi possível fazer caracterização e análise morfológica, pois as células 

infectadas apresentaram morfologia distinta das não infectadas. Além disso, conseguirmos 

quantificar e avaliar morte celular, pois novamente há uma diferença de morte das células na 

infecção comparada ao grupo controle. Um estudo anterior mostrou que o vírus Influenza consegue 

infectar astrócitos induzindo apoptose, alguma alteração celular e produção de citocinas pró-

inflamatórias in vitro (Wang et al.,2008). No nosso trabalho, após a análise morfológica das células, 

foi possível fazer a quantificação de caspase 3 ou seja, quantificar a morte celular. As Caspases são 

atores centrais na morte celular programada e a caspase 3 especificamente, é a única associada a 

doenças neurológicas (Dagbay et al.,2017). Nos três pacientes foi observado que embora as células 

estivessem infectadas pelo vírus da Influenza e este estivesse se replicando, a taxa de morte celular, 

ou seja, a marcação de caspase foi menor em relação ao grupo controle tanto no tempo de 24 horas, 

quanto de 96 horas. Esse mesmo resultado foi observado em um estudo mostrando que apesar do 

vírus Influenza apresentar replicação do genoma em astrócito, essa cepa não pode gerar vírus 

infecciosos (Ng et al;.2018). Isso nos mostra a capacidade de adaptação do vírus de forma a não 

destruir a célula hospedeira enquanto se multiplica.  

Em relação a análise molecular, para verificar a presença do vírus, foi realizada e reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR). O RT-qPCR é amplamente utilizada para detectar 

níveis de expressão gênica, além de facilitar o diagnóstico rápido de infecções virais respiratórias 

agudas (Corman, V.M.; Drosten, C.,2020). Com isso conseguimos comprovar a presença do vírus 

Influenza A, pois a quantidade de vírus aumentava com o passar do tempo nas amostras infectadas 

e a ausência do mesmo nas amostras controle.  
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Através dos dois processos descritos a cima, podemos visualizar e comprovar o processo 

de infecção das células e a morte das mesmas. Sendo por imunofluorescência uma comprovação 

indireta, pois evidencia através de marcadores a ação do vírus, ou seja a morte celular. E pela 

técnica de PCR real time, uma comprovação direta, pois evidencia a presença de vírus na célula. 

Infelizmente várias análises propostas neste trabalho, e que estão descritas na metodologia, 

não puderam ser realizadas e colocadas nesta dissertação, estando algumas ainda em andamento, e 

esperamos que possamos trocar este exemplar futuramente. O evento da pandemia de Coronavírus 

que assolou o mundo e o nosso país, promoveu o fechamento dos nossos laboratórios, atrasou ou 

impediu a compra de insumos, impossibilitando que no tempo hábil para a realização deste 

mestrado pudéssemos acrescentar algumas das técnicas propostas aqui, deixando portanto este 

trabalho ainda incompleto para responder as questões que foram propostas no projeto original.  

 

9.  CONCLUSÃO 

Nesse projeto foi feito a infecção de astrócitos com o vírus da Influenza A e 

consequentemente observado uma quantidade de significativa de morte celular, além de efeitos 

citopáticos que geraram algumas mudanças na estrutura dessas células provando assim, que esse 

vírus consegue infectar os astrócitos e provavelmente ultrapassar a barreira hematoencefálica 

podendo causar danos ao cérebro de um indivíduo. 

Embora tenha sido possível observar os efeitos da infecção do vírus Influenza nos 

astrócitos, futuramente a execução de novos experimentos e procedimentos não realizados nessa 

pesquisa, podem nos trazer maiores detalhes em relação ao processo da infecção e suas 

consequências, nos trazendo a possiblidade de maior conhecimento na área estudada. 
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