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APRESENTAÇÃO

A obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas” que aqui temos o privilégio de 
apresentar, compõe – se inicialmente de dois volumes. 

Na medicina sabemos que uma doença infecciosa ou transmissível é uma 
doença ou distúrbio de funções orgânicas, causada por um agente infeccioso ou 
suas toxinas através da transmissão desse agente ou seus produtos por meio de 
hospedeiro intermediário vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio 
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que você possui agora em mãos, 
essencialmente trata de qualquer doença causada por um agente patogênico, os 
quais podemos incluir príons, vírus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada 
vez mais a evolução biotecnológica tem nos permitido conhecer mais sobre os 
microrganismos causadores de infecções em humanos, e o material apresentado 
e elencado aqui nos oferece essa visão e nos leva à compreender os motivos do 
estabelecimento da infecção, das co-infecções agregando valor para o discernimento 
e compreensão das doenças infecto-parasitárias. A disponibilização destes trabalhos 
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importância de uma 
comunicação científica sólida.

Esse primeiro volume compreende capítulos bem elaborados e desenvolvidos 
por profissionais de diversas regiões do pais com diferentes linhas de pesquisa 
no campo das doenças infecciosas demonstrando a dinâmica das doenças tais 
como a leptospirose, a meningite, o vírus da dengue, a hepatite C, a malária, a 
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilância 
epidemiológica, choque séptico, microRNAs, biogênese, febre amarela, hepatite 
B, enterobacteriaceae, resistência, antibiótico, doença de Chagas, meningite, zika 
vírus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observações à dinâmica das 
doenças infecciosas.

Portanto, a obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas – volume 2” pretende 
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes 
do território nacional de maneira concisa e didática. Entendemos que a divulgação 
científica é fundamental para o desenvolvimento e avanço da pesquisa básica 
em nosso país, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz 
de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
divulguem seus resultados. 

Desejo à todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A Febre Amarela é uma doença 
infecciosa não contagiosa causada pelo Vírus 
da Febre Amarela (VFA), que se mantém 
enzoótica ou endêmica em regiões tropicais da 
África e América do Sul. Seu ciclo de transmissão 
silvestre ocorre principalmente entre artrópodes 
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e primatas não humanos (PNH). Dentre os mecanismos de defesa contra vírus há 
a ação dos RNAs de interferência (iRNA) responsáveis pelo silenciamento gênico 
de sequencias específicas de mRNA. Onde se destacam os microRNAs (miRNAs) 
celulares e virais estão envolvidos na modulação da expressão gênica viral e celular, 
na resposta imune e na desregulação na expressão destes é associada a inúmeras 
doenças, incluindo infecções virais. A avaliação da expressão do mRNA das proteínas 
Dicer, Drosha, Argonauta 1,2,3 e 4, TNRC6 A, B e C permite demonstrar a influência 
da infecção em relação a expressão gênica. Para utilizamos amostras do rim de 
PNH infectados com VFA em diferentes períodos de Tempo. O RNA total foi extraído 
pela plataforma Maxwell 16 LEV (Promega, EUA). A quantificação carga viral e a 
expressão gênica dos mRNAs foi realizada por qPCR e as análises estatísticas pelo 
teste ANOVA. Nos resultados a expressão mRNA das proteínas nucleares de Drosha 
e DGCR8 sendo reguladas positivamente em 24,72,120 hpi e a partir das 144, 168 e 
240 hpi esta regulação passa a ser negativa, as proteínas citoplasmáticas seguiram 
o padrão de expressão das proteínas nucleares (Dicer, Argo 1,2 e 3). A expressão de 
TNRC6 A foi expressa positivamente em todas as hpi TNC6 B e C foi positivamente 
expresso em 24,72,120 hpi, em 144 e 168 hpi foram reguladas negativamente em 
240 hpi esta regulação passa a ser positiva. A infecção pelo genótipo I do VFA modula 
expressão de proteínas chaves envolvidas na biogênese de miRNAs: Dicer, Drosha, 
Argonautas1, 2,3 e 4, TNRC6 A, B e C.
PALAVRAS – CHAVE: MicroRNAs, Biogênese, Febre Amarela

THE INFECTION BY YELLOW FEVER VIRUS IN NON-HUMAN PRIMATES (PNH) 

OF THE Saimiri sp SPECIES MODULATES EXPRESSION OF microRNA KEY 

PROTEINS

ABSTRACT: The Yellow Fever is a non-contagious infectious disease caused by Yellow 
Fever Virus (YFV), which remains enzootic or endemic in tropical regions of Africa 
and South America. Its wild transmission cycle occurs mainly between arthropods and 
non-human primates (PNH). ), which are susceptible to infection. Among the defense 
mechanisms against viruses is the action of interfering RNAs (iRNA) that are responsible 
for gene silencing of specific mRNA sequences. Where cellular and viral microRNAs 
(miRNAs) stand out, they are involved in modulating viral and cellular gene expression, 
as well as immune response, and dysregulation in their expression is associated with 
a number of diseases, including viral infections. The evaluation of mRNA expression 
of Dicer, Drosha, Argonaut 1,2,3 and 4, TNRC6 A, B and C proteins responsible for 
miRNA biogenesis allows to demonstrate the influence of infection in relation to gene 
expression. For this we used samples from the kidney of VFA infected PNH at different 
time periods. Total RNA was extracted by the maxwell 16 LEV platform (Promega, 
USA). Viral load quantification and gene expression of mRNAs were performed by 
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qPCR and statistical analyzes were performed using the ANOVA test. As a result, the 
mRNA expression of Drosha and DGCR8 nuclear proteins is up-regulated at 24,72,120 
hpi and from 144, 168 and 240 hpi this regulation becomes negative, cytoplasmic 
proteins followed the expression pattern of nuclear proteins (Dicer, Argo 1,2 and 3). 
The expression of TNRC6 A was positively expressed in all hpi TNC6 B and C was 
positively expressed in 24,72,120 hpi, in 144 and 168 hpi were down-regulated and in 
240 hpi this regulation becomes positive again. Conclusion: Infection by YFV genotype 
I modulates in expression of key proteins involved in miRNA biogenesis: Dicer, Drosha, 
Argonautas1, 2,3 and 4, TNRC6 A, B and C.
KEYWORDS: microRNAs, Biogenesis, Yellow Fever 

1 |  INTRODUÇÃO

1.1 Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é uma doença infecciosa, endêmica em regiões de 
florestas tropicais da África, América Central e Sul, segundo a organização Mundial da 
Saúde, cerca de 200.000 infecções ocorrem todos os anos, 30.000 desses resultam 
em morte (WHO, 2014). É uma zoonose que tem como hospedeiros primários 
vertebrados os primatas não humanos (amplificadores); a transmissão aos seres 
humanos acontece acidentalmente quando estes adentram regiões de matas, esta 
transmissão aos seres humanos ocorre pela picada de mosquitos (transmissores) 
do gênero Haemagogus (primário) e Sabethes (secundário) em região de florestas 
no Brasil e na África os mosquitos do gênero Aedes (VASCONCELOS, 2003).

Há dois ciclos de transmissão descritos na literatura, o silvestre e o urbano, 
entretanto, na África tem sido descrito um terceiro ciclo periurbano, onde mosquitos 
“semidomésticos” infectam tanto macacos quanto pessoas; no ciclo urbano o principal 
vetor é o Aedes Aegypti que transmite a infecção de uma  pessoa infectada para 
outra susceptível (não vacinada), já no ciclo silvestre  ocorre principalmente entre 
o mosquito Haemagogus Janthinomys e primatas não humanos (VASCONCELOS 
et al., 2010). 

A febre amarela apresenta quadros bifásicos, em um curto período de tempo. 
Na primeira fase (virêmica) o quadro clinico é inespecífico, e a doença apresenta 
– se de forma leve a moderada. Já na segunda fase apresenta uma disfunção 
hepatorrenal e hemorragia (forma grave da doença).  Na fase inicial (três a seis 
dias) apresentam – se sintomas de febre alta, mal-estar, cefaléia, dor muscular, 
diarréia, vômitos e icterícia. E após o quarto dia, a maioria dos pacientes apresentam 
melhoras, entretanto, cerca de 15% destes evoluem para a forma grave da doença 
e cerca de 50% evoluem para óbito (MONATH et al. 2001). 
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O agente etiológico da febre amarela é um arbovírus, da família Flaviviridae 
e do gênero Flavivírus. O Vírus da Febre Amarela (VFA) apresenta um capsídeo 
icosaédrico contendo uma molécula de RNA de fita simples, polaridade positiva, com 
genoma de 10.862 nucleotídeos (MONATH, 2001). O RNA viral na região da ORF 
expressa a síntese de três proteínas estruturais (prM, E e C) e sete não estruturais 
(NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B E NS5). Durante a infecção o organismo humano 
responde a infecção com a produção de anticorpos contra as proteínas estruturais. 
Já as proteínas não estruturais regulam a expressão do vírus (replicação, virulência 
e patogenicidade) (VASCONCELOS,2003).

As Arboviroses apresentam taxas de mortalidade anualmente em mais de 
700.000 casos. Os vírus transmitidos por artrópodes, dentre eles o vírus da febre 
amarela representa uma ameaça à saúde pública em escala global. O impacto sobre 
a saúde humana desta arbovirose está ligado as mudanças climáticas, urbanização 
acelerada, desmatamento, competência vetorial, e a genética do hospedeiro e viral. 
De acordo com organização mundial da saúde (OMS), as doenças infeciosas são a 
segunda causa mais comum de morte no mundo e sendo colocada em primeiro em 
países subdesenvolvidos (KAETKAR et al., 2019).

Estudos tem se detido a investigar alterações metabólicas hospedeiro-vírus 
afim de compreender as vias celulares alteradas nas mais diversas patologias 
estudadas durante a infecção viral e assim,  desenvolver possíveis medicamentos 
antivirais eficazes, vacinas e  estratégias de diagnóstico  (BYERS et al., 2019; 
KETKAR et al.,2019).

1.2 RNA De Interferencia

Na interação vírus/hospedeiros os vírus de RNA são susceptíveis a 
degradação pela maquinaria celular do hospedeiro, esta supressão viral através de 
exonucleases do hospedeiro é crucial para a patogênese viral. Várias exonucleases 
e endonucleases são produzidas para evitar o acúmulo de RNAs virais no citoplasma 
(DU; LIU; CAI, 2018). 

Estudos demonstram que durante a infecção por Flavivírus há o acumulo de 
fragmentos de RNA citoplasmáticos, originados principalmente da região 3’UTRs 
sendo chamados de RNA subgenômico de flavivírus (sfRNAs) e que exoribonucleases 
eucariotas estão envolvidas na produção de sfRNA viral e estes podem atuar como 
moléculas de chamariz para Dicer e Ago2 e como uma das fontes de miRNAs virais 
(BAVIA et al., 2016). A maquinaria envolvendo esses flavivírus já foi descrito por 
CASSEB et al., (2016) , onde o autor demonstra que a maquinaria envolvida na 
síntese de miRNA está diferentemente expressa durante a infecção pelo VDEN 4.
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1.3 microRNAS

Os microRNAs (miRNAs) compreendem uma classe de pequenos RNAs não 
codificantes conservados evolutivamente com uma faixa de aproximadamente 19 
a 24 nucleotídeos de comprimento, que desempenham um papel regulador no 
processo transcricional da expressão gênica (FANI et al., 2018; GON et al., 2019). 
Diversos organismos são capazes de codificar os microRNAs, englobando os seres 
humanos, plantas, artrópodes e vírus (MORAN et al., 2017; PFEFFER., 2007; 
HEARNE e JOHNSON., 2018). 

Esta classe de microRNAs está envolvida em diversos processos biológicos 
como diferenciação celular, proliferação celular, apoptose, resposta imune e 
replicação viral. Os microRNAs (miRNAs) foram descobertos em experimentos 
utilizando como organismo experimental o nematódeo da espécie Caenorhabditis 
elegans. A descoberta de tais RNAs contribuiu para novos entendimentos da 
maquinaria celular no que diz respeito ao processo de regulação transcricional 
em eventos fisiológicos normais e patogênicos. Possibilitando desta forma os 
caracterizar como biomarcadores celulares, haja vista que vários destes microRNAs 
estão associados com patologias neurodegenerativas: Alzheimer, Parkinson, e 
doença de Huntington, patologia metabólica: diabetes, e doenças cardíacas. Além 
de também atuarem como oncogene ou supressor de tumor (LEE et al., 1993; FANI 
et al., 2018; ESTEVES et al., 2020).

Caracteristicamente o processo de interação acontece por intermédio de 
sequencias especificas encontradas nos mRNAs que são complementares aos 
miRNAs, havendo assim o emparelhamento das bases. Estimulando a tradução ou 
estabilização da molécula de mRNA alvo (FANI et al., 2018). 

1.4 Biogênese dos miRNAs

A biogênese dos miRNAs necessita de elementos em níveis pós-transcricionais 
no núcleo e citoplasma celular, como enzimas e complexos proteicos que formam a 
maquinaria utilizada para a formação de miRNAs, caracterizando a via canônica de 
biogênese (AMARAL et al, 2010).

 Os miRNAs podem ser originados de genes específicos e independentes, 
entretanto, restos intrônicos também são utilizados pela Polimerase II para 
transcrição dessas regiões em pri-miRNA, que são miRNAs primordiais. No entanto, 
os pri-miRNAs formam estruturas secundárias com sequencias complementares e 
dupla ligação de RNAs realizadas por PASHA/DGCR8 (região crítica da Síndrome 
de Di George), uma proteína de ligação de RNA no núcleo, sendo necessário 
a clivagem por DROSHA, uma ribonuclease do tipo III (RNase) que originará a 
estrutura de haste-laço de pre-miRNA com aproximadamente 70nt, sendo essa um 
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miRNA precursor que é exportado para o citoplasma pela exportina-5 (ASGARI, 
2014).

 No citoplasma a estrutura de haste-laço do pre-miRNA sofre uma nova 
clivagem na cabeça de gancho por uma RNase III, conhecida como DICER. A 
clivagem resultará em um miRNA duplex podendo conter de 21nt a 28nt de tamanho, 
em seguida, será recrutada por um complexo proteico formado por Argo1 e Argo2 e 
formarão o complexo de silenciamento induzido por miRNA (miR-RISC). O miRNA 
poderá auxiliar o complexo RISC a interferir inibindo a tradução de sequências-
alvo ou degradando mRNA, promovendo o silenciamento gênico. Os miRNAs que 
não utilizados na interferência após a clivagem de DICER, serão degradados no 
citoplasma como mostra a figura (ASGARI, 2014; HUTVAGNER, 2005).

FIGURA 1 – Visão geral da via canônica da biogênese dos microRNAs.
FONTE: Do próprio autor,2019.

1.4.1 microRNAS e sua relação com as infeecções virais

Os miRNAs virais expressos durante as infecções podem inibir a resposta 
imune do hospedeiro, inibindo o reconhecimento de linfócitos citotóxicos e através 
da modulação da produção de citocinas e quimiocinas pelo sistema imunológico do 
hospedeiro (BOSS; RENNE, 2011). 

Os Vírus de RNA são capazes de produzir miRNAs durante o processo 
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patogênico. Este quadro pode causar mudanças transcriptômicas no hospedeiro, 
em decorrência da oscilação dos níveis de microRNAs específicos. Tal evento 
contribui para a propagação e sobrevivência das células infectadas, tendo em vista 
que tanto a regulação de fatores apoptóticos como a modulação de resposta imune 
do hospedeiro passam a funcionar de forma negativa (TROBAUGH e KLIMSTRA., 
2016; GIRARDI et al., 2018). 

Os microRNAs da célula hospedeira também podem se ligar ao referidos vírus 
de RNA, causando a repressão da tradução do genoma viral ou modulando o nível 
de expressão dos microRNAs constituintes da célula.  

Estudos que se detiveram a analisar o processo de interação viral e 
microRNAs celular em mamíferos durante a replicação e patogêneses de vírus 
de RNA, descreveram diversos sítios de ligação para microRNAs no genoma 
viral em diferentes linhagens de arbovírus. Além destes estudos, outros buscam 
avaliar a interação dos microRNAs e o RNA genômico arboviral no mosquito da 
febre amarela, Aedes aegypti, Haemagogus e Sabethes. Durante o processo de 
replicação viral nos referidos artrópodes. (TROBAUGH e KLIMSTRA., 2016; YEN 
et al., 2019).

Neste capítulo vamos analisar a expressão do mRNA das proteínas chaves 
da biogênese de microRNAs durante a infecção pelo VFA. Para isso avaliamos 
esta expressão utilizamos o tecido do Rim de PNH do gênero Saimiri sp. infectados 
experimentalmente com VFA.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Estudo experimental

No presente estudo foram utilizadas amostras do Rim de PNH do gênero 
Saimiri sp. infectados com VFA, autorizado pelo comitê de ética fornecido pelo CEUA 
do Instituto Evandro Chagas (Registro nº 05/2017 e 0014/2014 e pelo Sistema de 
autorização e informação em biodiversidade (SISBIO) e Instituto Chico Mendes de 
Conservação da Biodiversidade (ICMBio) sob o registro nº 38744-1.

Neste estudo foram avaliadas amostras do Rim coletadas do animal controle 
negativo e dos animais infectados e coletados em períodos pré-determinados em 
horas pós-infecção (hpi) sendo os seguintes períodos: 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 
hpi,168 hpi e 240 hpi.

2.2 Extração do RNA 

O RNA total do VFA foi extraído do Rim do animal controle e dos animais 
infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 hpi,168 hpi, 240 hpi usando o kit comercial 
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maxwell® 16 lev Viral total (Promega®/ EUA)., seguindo o protocolo do fabricante. 
Os mRNAs foram extraídos com o kit Maxwell® 16 Tissue LEV RNA Purification 

(Promega®/EUA) a partir da suspensão de um macerado do Rim do animal controle 
e dos animais infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 hpi,168 hpi e 240 hpi, 
seguindo as recomendações do fabricante.

2.3 Quantificação da carga viral

A quantificação da carga viral nas amostras foram realizadas com o kit 
GoTaqProbe 1-Step RT- qPCR System (Promega, EUA) em conjunto com o método 
descrito o por Domingo et al. (2012) de quantificação por curva absoluta através de 
um plasmídeo clonado em vetor pGEMeasy (Promega, EUA) utilizando o genoma 
do VFA.

2.4 Análise da transcrição de mRNAS

Os RNAs totais do Rim dos PNH infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 
hpi,168 hpi,240 hpi e do animal controle negativo foram utilizados para a detecção 
de mRNA das proteínas Dicer, Drosha, DGCR8 e Ago de 1 a 4, e TNRC6 A, B e C  
da via do microRNA pela técnica de qRT-PCR. 

Após a extração foi realizada uma RT-PCR para a obtenção de moléculas de 
cDNA com diluição de 1:10, que foram guardadas como estoque para o futuro uso 
nas qPCRs. 

Os cDNAs foram submetidos a qPCR usando o kit GoTaq® qPCR Master Mix 
(Promega, EUA). As amostras foram submetidas a uma primeira etapa de 42°C 
por 5 minutos, 95ºC por 3 minutos e 40 ciclos de amplificação consistindo em 
desnaturação de DNA por 3 segundos a 95°C e anelamento dos iniciadores por 20 
segundos a 60°C. Os iniciadores que foram utilizados estão apresentados na tabela 
1.

Nome Sequência
Drosha-F 5’ CAAAGGCAAGACGACAG 3’
Drosha-R 5’ CATAGGACGACAGGGCTTG 3’
Dicer-F 5’ TGGAGACAGTCTGGCAGGTGTA 3’
Dicer-R 5’ TCCCGTCGTAAGTTCTCTCAGC 3’

DGCR8-F 5’-GCAAGATGCACCCACAAAGA-3’
DGCR8-R 5’-TTGAGGACACGCTGCATGTAC-3’
Argo 1-F 5’ GACCTCCGCACGGGTATATG3 3’
Argo 1-R 5’ GGTTTCCCCACAGTGCCAAT 3’
Argo 2-F 5’ TGGTTTGGCTTCCATCAGTCC 3’
Argo 2-R 5’ CCTTGTAAAACGCTGTTGCTGAC3 3’
Argo 3-F 5’ ACCTGTGGGGCGTTCATTT 3’
Argo 3-R 5’ GCCGAACAGACTGATGGAAT 3’
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Argo 4-F 5’ CTCACCTCAAACCCTTTCCAATCTT 3’
Argo 4-R 5’ AGGCTGCTGGAACACCGAG 3’

18S-F 5’ GAGCCCGCAGCCTCCCGCTT 3’
18S-R 5’ CCCGCGGCCATCACGCCACAG 3’

TNRC6-A-F 5’ AGCAAGCACAGGTACATCAG 3’
TNRC6-A-R 5’ CAGTTGTGGCTGGAGTAGAAG 3’
TNRC6-B-F 5’ TGACCCTGAATCTGACCCCTATG 3’
TNRC6-B-R 5’ TGCTGAAGTGCTATGAACGTTGG 3’
TNRC6-C-F 5’ CTGGAGGTCTAAGCATTGGGC 3’
TNRC6-C-R 5’ TCAGGGTCATTCTCAGGGTCAA 3’

Tabela 1. Iniciadores da qPCR
Fonte: Do próprio autor

As amplificações foram realizadas no equipamento Rotor Gene Q (QIAGEN, 
ALE). Utilizou-se como controle endógeno da qPCR a expressão Do 18S e todos 
os testes foram replicados no mínimo três vezes independentes, para confirmação 
dos resultados.

2.5 Análise estatística 

Os resultados de titulação, incluindo a curva virêmica, estão expressos em 
cópias/μL, descritos como médias aritméticas dos experimentos realizados e barras 
de erro apresentando o desvio padrão. A curva virêmica está expressa em escala 
logarítmica (log). 

Em adição, testes ANOVA para amostras independentes foram utilizados para 
verificar a significância da diferença de expressão dos mRNAs entre as amostras 
infectadas e não infectadas. Para apresentação gráfica foi realizada a normalização 
dos resultados. 

As análises estatísticas foram realizadas no software PrismGraph 7.0 
(GraphPad Prism®, EUA).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na análise da expressão do mRNA das proteínas nucleares da biogênese de 
microRNAs durante a infecção pelo genótipo I do vírus da febre amarela em PNH em 
comparação com a carga viral, foi observado que há uma diminuição na expressão 
do mRNA de Drosha nas 24, 72 e 120 hpi e a partir das 144 inicia – se uma regulação 
negativa destas proteínas alcançando o pico máximo em 168 hpi, e em 240 hpi esta 
regulação negativa diminui, todos com diferença estatística em relação ao controle 
negativo(p <0,0001). O mRNA de DGCR8 seguiu o mesmo padrão de expressão de 
Drosha, entretanto, em 240 hpi a expressão do mRNA desta proteína passa a ser 
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regulada positivamente, com diferença estatística em relação ao controle negativo 
em 144 e 168 hpi (p<0,02 e p<0,0008 respectivamente).

FIGURA  2 – Quantificação do mRNA de Drosha e DGCR8 e Carga Viral durante a infecção 
com genótipo I do Vírus da Febre Amarela em Primatas Não Humanos.

Dados experimentais da análise dos mecanismo fisiológicos de interação do 
RNA hospedeiro e resposta celular ao processo de infecção viral feita por Shapiro et 
al., (2014), descrevem DROSHA como um fator antiviral independente de interferon 
em mamíferos, sendo capaz de reger uma resposta imunológica de maneira que 
venha a cessar a infecção decorrente de vírus de RNA. Corroborando com os nossos 
resultados visto que está sendo expresso o mRNA desta proteína nas primeiras hpi, 
e quando a replicação viral começa a diminuir a expressão de Drosha torna – se 
reprimida. No mesmo estudo foi descrito que a supressão de DICER não é capaz 
de comprometer a resposta celular à infecção viral, mas quando comparado com a 
ausência de DROSHA os níveis de infecção viral foram significativamente elevados. 
Propondo desta forma que DROSHA atue no mecanismo conservado de defesa 
celular desde artrópodes até cordados contra infecção causada por vírus. 

A expressão do mRNA de Dicer foi semelhante a expressão do mRNA de 
DGCR8, apresentando uma regulação positiva  e a diminuição na expressão nas 
24 e 72 hpi apesar de não haver diferença estatística, nas 120, 144, e 168 hpi esta 
regulação apresenta – se regulada negativamente (p < 0,0049, 0,0006 e  0,0010 
respectivamente)  e em 240 hpi esta expressão volta a ser regulada positivamente 
(p < 0,0033).
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FIGURA  3 – Quantificação do mRNA de Dicer e Carga Viral durante a infecção com genótipo I 
do Vírus da Febre Amarela em Primatas Não Humanos.

 
Em relação a Dicer SHOU et al. (2018) descreveram que durante a infecção 

viral há o acúmulo de siRNAs virais e estes são processados pela Dicer numa etapa 
de supressão de iRNA codificados por vírus, levando a um estado antiviral na célula 
infectada. Nossos dados corroboram com estes achados uma vez que nas primeiras 
hpi pelo VFA em PNH há a expressão do mRNA de Dicer, entretanto quando em 120 
hpi este estado antiviral diminui significativamente coincidindo com o pico da carga 
viral demonstrando assim a possível relação da supressão da expressão de Dicer 
estar intimimanente ligada ao aumento da carga viral.

O mRNA dos argonautas 1,2,3 e 4 foram expressos semelhante ao mRNA 
de todas as proteínas envolvidas na biogênese de microRNAs, Argo 1 apresentou 
expressão positiva em 24, 72 e 120 hpi, e nas 144 e 168 hpi esta expressão passa 
a ser regulada negativamente e em 240 hpi esta expressão volta a ser regulada 
positivamente (p <0,0001). Argo 2 e 3 seguiram o mesmo padrão de expressão (p 
<0,05).

O mRNA da Argonauta 4 apresentou uma regulação negativa nas 120,144 e 
168 hpi, entretanto, segue o mesmo padrão de expressão sendo regulação positiva 
nas primeiras horas pós-infecção que vai diminuindo a expressão de acordo com o 
passar das hpi e quanto mais alta a carga viral mais esta regulação apresenta-se 
regulada negativamente e somente nas ultimas 240 hpi esta expressão começa a 
ser aumentada (p <0,0001).
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FIGURA  4 – Quantificação do mRNA dos Argonautas 1,2,3 e 4 e Carga Viral durante a infecção 
com genótipo I do Vírus da Febre Amarela em Primatas Não Humanos.   

Os resultados desse estudos demonstram que as proteínas Argonautas 
podem estar diretamente envolvidas na defesa da célula do hospedeiro, uma vez 
que sua principal função segundo AMADO et al. (2015) são a atividade silenciadora 
e catalisadora de miRNAs mediado por iRNA, Ferreira et al., (2018), ao analisarem 
o perfil de expressão dos genes que expressam proteínas relacionadas maquinaria 
dos miRNA (Ago 1; Ago2; Ago3; Drosha, e Dicer) em linhagens celulares continuas 
de fígado, pulmão e rim infectadas pelo vírus zika, constataram que o referido vírus 
é capaz de modular significativamente a expressão durante o período de infecção, 
inferindo ainda que tal mecanismo designa uma instabilidade fisiológica nas células 
hospedeira. Neste estudo observamos que o vírus da febre amarela pode também 
modular a expressão destas proteínas para o estabelecimento da infecção. 

O mRNA da proteína TNRC6 A e B apresentaram expressão positiva semelhante 
durante a infecção pelo VFA  quando comparado com o controle negativo sendo 
mais expressas nas 24, 72 hpi, e em 120 e 144 hpi onde também há a maior carga 
viral esta expressão decai  significativamente, em 240 hpi ocorre um aumento 
significativo nesta expressão quando há o decaimento da carga viral. Já a TNRC6 
C também apresenta a expressão positiva nas 24 e 72 hpi e em 144 e 168 hpi esta 
expressão se inverte ficando negativa e nas 240 hpi esta expressão volta a ser 
expressa positivamente (p< 0,05). 
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FIGURA  5 – Quantificação do mRNA das TNRC6 A,B E C e Carga Viral durante a infecção com 
genótipo I do Vírus da Febre Amarela em Primatas Não Humanos.   

Com a utilização da técnica de quantificação proteômica realizada por Li et al., 
(2019), os permitiu identificar a proteína TNRC6 como um componente chave na 
montagem do complexo miR-122/Ago2. A diminuição nos níveis proteicos da TNRC6 
foi capaz de reduzir a replicação do vírus da hepatite c em linhagens celulares de 
hepatócito humano. 

Em nosso estudo é demonstrado que há uma diminuição na expressão 
do RNA mensageiro das proteínas da família da TNRC6 entre as 24 e 168 hpi, 
retornando a um aumento na expressão destas proteínas com a queda da carga 
viral, em desacordo com  o estudo acima, nossos dados demonstram uma queda na 
expressão destas proteínas, entretanto ao invés de ocorrer uma queda na carga viral 
esta aumenta, demonstrando que o VFA em primatas não humanos possivelmente 
modula a expressão de proteínas da biogênese dos miRNAs, escapando das 
respostas antivirais do hospedeiro pela via canônica dos microRNAs. 
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