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CARVALHO, Monique Lírio Cantharino de. Avaliação da ativação celular após infecção in vitro 

pelo vírus zika em indivíduos infectados pelo HTLV-1. 2020. 60 f. Dissertação (Mestrado em 

Biotecnologia em Saúde e Medicina Investigativa) – Instituto Gonçalo Moniz, Fundação 

Oswaldo Cruz, Salvador, 2020. 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: A linfoproliferação espontânea, elevação de carga proviral e produção 

de citocinas proinflamatórias são marcadores imunológicos associados à ativação celular em 

indivíduos infectados pelo HTLV-1. Tais alterações estão associados a disfunção do sistema 

imune e ao desenvolvimento de diversas doenças inflamatórias e infecciosas. O vírus Zika 

(ZIKV) foi identificado no Brasil em 2015 e se tornou um problema de saúde pública devido a 

sua associação com complicações neurológicas. Pouco ainda é conhecido sobre a resposta imune 

ao ZIKV, especialmente em indivíduos com co-infecções virais crônicas. É possível que a 

infecção aguda pelo ZIKV aumente a ativação celular em indivíduos infectados pelo HTLV-1, 

podendo influenciar no desfecho clínico e progressão para doenças associadas a ambos os vírus.  

Objetivo: O presente estudo avaliou os efeitos da infecção in vitro pelo ZIKV na ativação celular 

em pacientes infectados pelo HTLV-1. MÉTODOS: Células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) de pacientes infectados por HTLV-1 e controles sadios foram infectadas por ZIKV. A 

confirmação da infecção foi realizada por RT-PCR e Triplex Real Time RT-PCR. A 

linfoproliferação e o fenótipo celular foram avaliados por citometria de fluxo, a produção de 

citocinas foi determinada por ELISA e RT-PCR e a carga proviral do HTLV-1 foi quantificada 

por RT-PCR. RESULTADOS: Foram incluídos vinte indivíduos infectados pelo HTLV-1, 10 

assintomáticos e 10 com HAM/TSP. Seis indivíduos não infectados foram incluídos como 

controles. A presença de ZIKV no sobrenadante da cultura foi detectada em 8 dos 12 indivíduos 

com HTLV-1 e em todos os indivíduos controles. Não houve aumento da produção de citocinas 

inflamatórias ou de IL-10 nos sobrenadantes das culturas na presença de ZIKV. A expressão 

gênica de IL-1 beta e TNF-α foi estatisticamente maior após 18h de cultura na presença de ZIKV 

no grupo de indivíduos infectados pelo HTLV-1 com diagnostico de HAM/TSP. Em relação a 

carga proviral do HTLV-1, houve um aumento significativo nos níveis na presença do ZIKV. 

CONCLUSÃO: A infecção in vitro pelo ZIKV induziu a aumento da ativação celular com maior 

produção de citocinas inflamatórias e aumento da carga proviral. 

Palavras chaves: Vírus Zika, HTLV-1, coinfecção, ativação celular. 



 
 

 

CARVALHO, Monique Lírio Cantharino de. Evaluation of cell activation after in vitro infection 

by the Zika virus in individuals infected with HTLV-1. 2020. 60 f. Dissertação (Mestrado em 

Biotecnologia em Saúde e Medicina Investigativa) – Instituto Gonçalo Moniz, Fundação 

Oswaldo Cruz, Salvador, 2020.  

ABSTRACT 

INTRODUCTION: Spontaneous lymphoproliferation, increased proviral load and production of 

proinflammatory cytokines are immunological markers associated with cell activation in 

individuals infected with HTLV-1. Such changes are associated with dysfunction of the immune 

system and associated with the development of various inflammatory and infectious diseases. 

Zika virus (ZIKV) was identified in Brazil in 2015 and has become a public health problem due 

to its association with neurological complications. Little is known about the immune response to 

ZIKV, especially in individuals with chronic viral co-infections. It is possible that acute ZIKV 

infection increases cell activation in individuals infected with HTLV-1, which may influence the 

clinical outcome and progression to diseases associated with both viruses. OBJECTIVE: The 

present study evaluated the effects of in vitro ZIKV infection on cell activation in patients 

infected with HTLV-1. METHODS: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients 

infected with HTLV-1 and healthy controls were infected with ZIKV. The infection was 

confirmed by RT-PCR and Triplex Real Time RT-PCR. Lymphoproliferation and cell phenotype 

were evaluated by flow cytometry, cytokine production was determined by ELISA and RT-PCR 

and HTLV-1 proviral load was quantified by RT-PCR. RESULTS: Twenty individuals infected 

with HTLV-1 were included, 10 asymptomatic and 10 with HAM / TSP. Six uninfected 

individuals were included as controls. The presence of ZIKV in the culture supernatant was 

detected in 8 of the 12 individuals with HTLV-1 and in all control subjects. There was no 

increase in the production of inflammatory cytokines or IL-10 in culture supernatants in the 

presence of ZIKV. Gene expression of IL-1 beta and TNF-α was statistically higher after 18h of 

culture in the presence of ZIKV in the group of individuals infected with HTLV-1 diagnosed with 

HAM / TSP. Regarding the HTLV-1 proviral load, there was a significant increase in levels in 

the presence of ZIKV. CONCLUSION: In vitro ZIKV infection induced an increase in cell 

activation with greater production of inflammatory cytokines and increased proviral load. 

Keywords: Zika virus, HTLV-1, co-infection, cell activation. 
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1. INTRODUÇÃO 
  

A infecção pelo Vírus Linfotrópico de Célula T Humana do tipo 1 (HTLV-1) está 

associada a diversas patologias. O HTLV-1 foi inicialmente descrito agente etiológico da 

leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) (HINUMA et al., 1981) e da mielopatia associada 

ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP) (GESSAIN, A. et al., 1985a; OSAME et 

al., 1986). Além destas duas patologias classicamente descritas, um número crescente de 

trabalhos tem evidenciado que o HTLV-1 também se encontra associado com a patogênese de 

doenças infecciosas e parasitárias, além de processos inflamatórias como uveíte (YAKOVA et 

al., 2005), síndrome de Sjögren (QUARESMA et al., 2015), alveolite linfocítica (CASKEY et al., 

2007) e artrite (GUERIN et al., 1995; YAKOVA et al., 2005).   

Por seu caráter sistêmico, alguns autores propõem o conceito de síndrome para as 

manifestações resultantes da infecção pelo HTLV-1, que tem como mecanismo fisiopatológico a 

ativação celular crônica, caracterizada por linfoproliferação espontânea (ASQUITH et al., 2007), 

produção de citocinas pró-inflamatórias (CARVALHO, et al., 2001) e aumento da carga proviral 

(GESSAIN, et al., 1990; OLINDO et al., 2005). Tal estado de ativação pode induzir um grau de 

imunossupressão. Mesmo na ausência de proliferação linfocitária espontânea pode ser encontrada 

uma disfunção imune, mostrada pela redução significativa de resposta específica aos antígenos de 

memória, como PPD, candidina, toxoide tetânico e citomegalovírus (MASCARENHAS et al., 

2006).  

Uma maior morbidade e mortalidade associadas doenças infecciosas como tuberculose 

(DE LOURDES BASTOS et al., 2009; GRASSI et al., 2016; MARINHO et al., 2005; PEDRAL-

SAMPAIO et al., 1997; VERDONCK et al., 2007), hanseníase (BRITES et al., 2002), dermatite 

infectiva (BLATTNER et al., 1990) e infecções por Strongyloides stercoralis (CARVALHO,  e 

DA FONSECA PORTO, 2004; HIRATA et al., 2006) já foram descritas. Dessa forma, são 

importantes estudos que avaliem co-infecções associadas ao HTLV-1. 

O vírus Zika (ZIKV) é um Flavivírus, que foi identificado no Brasil em 2015 (CAMPOS, 

et al., 2015). O ZIKV tornou-se um problema significativo de saúde pública devido a sua 

associação com complicações neurológicas, incluindo microcefalia (BRASIL et al., 2016) e a 

Síndrome de Guillain-Barré (ARAUJO et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016). Não há 
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nenhum tratamento ou vacina atualmente disponíveis específicos para o ZIKV e muito pouco se 

sabe sobre a resposta imune ou como a imunidade se desenvolve. Estudos recentes sobre a 

resposta imune na infecção pelo ZIKV evidenciam elevações significativas das concentrações de 

IL-1β, IL-2, IL-6, IFN-ɣ, entre outras, em indivíduos sadios (TAPPE et al., 2016). 

É necessário caracterizar a infecção aguda pelo ZIKV em indivíduos coinfectados HTLV-

1, uma vez que se trata de uma população cujo sistema imune é cronicamente ativado, com um 

grau de imunossupressão e predisposição ao desenvolvimento e/ou formas mais graves de 

diversas doenças infecciosas, além de serem duas doenças sexualmente transmissíveis. Nossa 

hipótese é que a infecção aguda pelo ZIKV pode aumentar ativação celular em células infectadas 

pelo HTLV-1, com maior produção de citocinas pro-inflamatórias e aumento da carga proviral. A 

linfoproliferação, por envolver células de memória, pode não sofrer alterações na fase aguda, 

entretanto, é um marcardor importante de progressão de doença. 

Neste estudo piloto, células monocucleares do sangue periférico (PBMC) de indivíduos 

com e sem infecção pelo HTLV-1 foram avaliados os efeitos da infecção in vitro pelo ZIKV na 

produção de citocinas proinflamatórias e regulatórias, no fenótipo celular de linfócitos e 

monócitos, proliferação de linfócitos TCD4+ e TCD8+ e carga proviral. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 ESTRUTURA E EPIDEMIOLOGIA DO HTLV-1 

 

O Vírus Linfotrópico de Célula T Humana do tipo 1 (HTLV-1) é um retrovírus 

envelopado incluído na família Retroviridae, sub-família Oncovirinae, gênero Delta-vírus e foi o 

primeiro retrovírus identificado (POIESZ et al., 1980). Seu genoma possui duas fitas de RNA 

simples envolvidas por um envelope viral e sua estrutura genética consiste em três genes 

estruturais clássicos similares à dos demais retrovírus, sendo estes: gag (grupo antígeno 

específico do core), pol (polimerase) e env (envelope) (KOHTZ et al., 1988). O HTLV-1 

apresenta também uma região pX - que codifica proteínas acessórias e regulatórias. As proteínas 

regulatórias são Tax, Rex e HBZ (KOHTZ et al., 1988).  

Como outros retrovírus, o genoma proviral do HTLV-1 possui genes estruturais, gag, pol 

e env flanqueados por repetições terminais longas em ambas as extremidades. O genoma do 

HTLV-1 também contém uma região codificada por vários genes acessórios, incluindo o fator 

básico de zíper de leucina (HBZ) (MATSUOKA e JEANG, 2007). Além disso, o HTLV-1 

expressa uma proteína transativadora da transcrição, Tax, que induz a expressão de vários genes 

celulares. 

O HTLV-1 infecta cerca de 5 a 10 milhões de pessoas no mundo (GESSAIN e CASSAR, 

2012) com maior prevalência nas ilhas do Sudeste do Japão (cerca de 20% da população está 

infectada), na África Equatorial, América Central e América do Sul (MUELLER, 1991).  

No Brasil, estudos prévios evidenciaram que as prevalências variavam de acordo com a 

região estudada, de 0,08% no Sul do País até 1,76% em Salvador-Bahia (DOURADO et al., 

2003). Recentemente, um estudo (PEREIRA et al., 2019) avaliou a prevalência da infecção pelo 

HTLV-1 na Bahia e encontrou uma prevalência de casos de 14,4 por 100.000 habitantes. Três 

microrregiões apresentaram taxas maiores que 20 casos positivos para HTLV / 100.000 

habitantes: Barreiras (24,83 casos por 100.000 habitantes), Salvador (22,90 casos por 100.000 

habitantes) e Ilhéus-Itabuna (22,60 casos por 100.000 habitantes) (PEREIRA et al., 2019). 
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2.2 ALTERAÇÕES IMUNOLÓGICAS INDUZIDAS PELA INFECÇÃO PELO HTLV-1 

 

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfócitos T CD4+, resultando em uma infecção 

crônica com um longo período de latência clínica que cursa com elevada proliferação linfocitária 

espontânea. Estima-se que indivíduos infectados por este vírus produzam, a cada ano, 1012 

linfócitos a mais que indivíduos sadios não infectados (ASQUITH et al., 2007). Esta alteração 

representa um dos principais mecanismos para a manutenção da infecção, uma vez que novas 

células infectadas originam-se principalmente da divisão mitótica de células infectadas, embora 

exista a sinapse virológica que propicia a disseminação da infecção através da transferência de 

partículas virais no contato célula-célula (MAJOROVITS et al., 2008).  

Expressões aumentadas de mediadores imunológicos críticos contribuem diretamente para 

a ativação e proliferação celular observada em pacientes com HAM / TSP, sugerindo que as 

respostas imunes ativadas cronicamente fundamentam a patogênese desse distúrbio 

(MATSUURA et al., 2010). 

As proteínas virais Tax e HBZ tem sido envolvidas na patogênese da infecção pelo 

HTLV-1. O aumento da expressão da Tax induz a expressão de vários genes celulares, como IL-2 

e IL-15, o que contribui diretamente para a ativação e imunopatogênese de linfócitos em 

pacientes com HAM / TSP. O mecanismo molecular e celular da HBZ no desenvolvimento de 

HAM / TSP é menos conhecido, mas tem sido relatado que a expressão de mRNA de HBZ foi 

detectada em pacientes com HAM / TSP em maior proporção do que em portadores 

assintomáticos e correlacionada com carga proviral e gravidade da doença. Ao contrário da Tax, 

a HBZ escapa das respostas imunes antivirais eficazes e, portanto, essas reatividades são difíceis 

de detectar (ENOSE-AKAHATA et al., 2017). 

As células infectadas pelo HTLV-1 sofrem desregulação do ciclo celular, resistência a 

apoptose e indução autócrina e parácrina da secreção de IL-2 e seu receptor IL-2R, bem como 

aumento na secreção de outras citocinas. Estas alterações são mediadas primariamente pela ação 

transativadora da proteína TAX, que ativa um grande número de genes virais e do hospedeiro 

Com sua ação transativadora, a TAX modula a transcrição do genoma viral e de diversos genes 

celulares do HTLV, incluindo as sequências para IL-2, IL-13, IL-15, IL-2R, fator estimulador de 

colônia de granulócitos e monócitos (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF-alfa), entre 
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outros, além de  induzir a proliferação espontânea dos linfócitos T (AZRAN et al., 2004). 

causando HBZ contribui para a transformação e proliferação celular, modulando a expressão de 

genes virais e do hospedeiro. HBZ suprime a expressão de Tax e a expressão de seu RNA 

mensageiro aumenta a expressão de genes incentivando assim a proliferação de células T 

(MESNARD et al., 2006). 

Um dos efeitos da permanência do HTLV-1 nas células é a ativação do sistema imune. 

Ocorre um aumento da expressão de marcadores de ativação nas populações de linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ (BRITO-MELO et al., 2002). Os linfócitos T apresentam uma maior expressão 

de moléculas de ativação como CD25 e HLA-DR e alterações na expressão de moléculas co-

estimulatórias, como CD28. Além disso, observam-se altas concentrações de citocinas pró-

inflamatórias, ou que induzem a proliferação de linfócitos, como IL-2, TNF-α, IFNγ, IL-6, IL-1 e 

IL-15, tanto em pacientes com HAM/TSP, quanto em indivíduos assintomáticos (CARVALHO, 

et al., 2001). A resposta imune protetora dirigida conta o vírus é mediada pelos linfócitos T 

citotóxicos que eliminam parte das células infectadas mantendo estável a carga proviral do 

HTLV-1 (vírus integrado ao genoma) (BANGHAM e OSAME, 2005). O distúrbio imunológico 

secundário à infecção pelo HTLV-1 também interfere na resposta imune contra outros agentes 

infecciosos. Por exemplo, a grande produção de IFN- observada na infecção pelo HTLV-1 pode 

modular negativamente a resposta Th2 a outros antígenos (HIRATA et al., 2006). Já foi 

evidenciado que indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam, in vitro, uma menor resposta 

aos antígenos de memória  em comparação a controles sadios (MASCARENHAS et al., 2006). 

2.3 DOENÇAS ASSOCIADAS AO HTLV-1 

 

O HTLV-1 causa um amplo espectro de doença abrangendo desde portadores 

assintomáticos (cerca de 45%) a indivíduos com doenças inflamatórias, oncológicas e 

infecciosas, com diferentes prevalências (GESSAIN e CASSAR, 2012). Dentre as patologias 

classicamente associadas, estão a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) (SEIKI et al., 

1984), a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP) (GESSAIN, 

et al., 1985b) e uveíte associada ao HTLV (MOCHIZUKI et al., 1992). Entretanto, apenas 5-10% 

dos indivíduos infectados desenvolverão estas patologias (HOLLSBERG et al., 1993; 

UCHIYAMA et al., 1977). Além disso, encontra-se associado com a patogênese de outras 
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doenças, como artrites (GUERIN et al., 1995; YAKOVA et al., 2005), dermatite infectiva 

(LAGRENADE et al., 1990), pneumonite linfocítica (SETOGUCHI et al., 1991) e outros 

processos imunomediados como a Síndrome de Sjögren ou síndrome seca (HAJJAR et al., 1995). 

A primeira doença de progressão rápida associada ao HTLV-1 foi a leucemia/linfoma de 

células T do adulto (ATLL) (HINUMA et al., 1981). A probabilidade de um indivíduo infectado 

desenvolver ATL é de 1-5% e sua maior incidência acontece a partir da terceira década de vida, 

entre os 40-70 anos (MURPHY et al., 1989). 

 A paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV (HAM/TSP), uma 

mieloneuropatia progressiva é caracterizada por lesão inflamatória e desmielinizante dos 

neurônios motores longos da medula e os sintomas desta doença aparecem entre a quarta e a 

quinta década de vida (GESSAIN et al., 1985b; OSAME et al., 1986). 

Além disso, a infecção pelo HTLV-1 está associada a uma variedade de manifestações 

neurológicas e articulares, que podem ocorrer em pacientes que não desenvolveram mielopatia, 

como parestesias em mão ou pé, artralgia, noctúria e disfunção erétil (CASKEY et al., 2007; 

VERDONCK e GOTUZZO, 2012). A infecção pelo HTLV-1 pode ainda estar associada a 

condições inflamatórias como uveíte (MOCHIZUKI et al., 1992), síndrome de Sjögren 

(QUARESMA et al., 2015), alveolite linfocítica (CASKEY et al., 2007) e artrite (GUERIN et al., 

1995; YAKOVA et al., 2005). 

Um número crescente de evidências tem sugerido que a infecção pelo HTLV-1 pode 

causar algum grau de imunossupressão, ocorrendo nos indivíduos infectados uma maior 

frequência diversas doenças infecciosas, além de apresentações mais graves de algumas delas. 

Infecções de pele de caráter redicivante como dermatofitoses (GONÇALVES et al., 2003) e 

dermatite infectiva (BLATTNER et al., 1990), um quadro de eczema crônico associado a 

infecções por Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus β-hemolítico, tem sido associada ao 

HTLV-1. A escabiose, parasitose causada pelo ácaro Sarcoptes scabiei, também apresenta maior 

frequência nos portadores de HTLV-1 e há descrição de maior incidência da sua forma 

disseminada, a Sarna Norueguesa (BRITES et al., 2002; GONÇALVES et al., 2003).   

É bem descrita, a associação entre HTLV-I e infecções por Strongyloides stercoralis 

(CARVALHO e DA FONSECA PORTO, 2004; HIRATA et al., 2006), com maior frequência 
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desta helmintíase e a evolução para forma disseminada e de difícil tratamento desta doença (DE 

SOUZA et al., 2018). Além disso, alguns estudos demonstraram um risco maior para o 

desenvolvimento de tuberculose em indivíduos infectados pelo HTLV-1 (DE LOURDES 

BASTOS et al., 2009; GRASSI et al., 2016; MARINHO et al., 2005). Observou-se também uma 

maior mortalidade por esta patologia na co-infecção HTLV-1/Mycobacterium tuberculosis 

(33%), quando comparada à tuberculose isolada (13%) (PEDRAL-SAMPAIO et al., 1997). 

Estudos experimentais evidenciaram uma menor resposta linfoproliferativa (MASCARENHAS et 

al., 2006) e produção de TNF-α, IL-1β, e IL-17 (CARVALHO et al., 2015) após estimulação de 

células mononucleares do sangue periférico com antígenos micobacterianos em indivíduos 

infectados com HTLV-1. Além disso, outro estudo mostrou que a Tuberculose pode influenciar o 

desenvolvimento de HAM / TSP, e os pacientes com essas duas doenças apresentam 

comprometimento na modulação da resposta imune celular (SOUZA et al., 2017). 

Pouco se sabe a respeito da co-infecção entre o HTLV-1 e outros vírus. Dentre estes, a co-

infecção mais estudada é a pelo HIV / HTLV-1 que está associada à progressão acelerada para a 

AIDS e a piores resultados de infecções oportunistas relacionadas ao HIV (GUDO et al., 2009). 

Além disso, em comparação com indivíduos infectados apenas com HIV, indivíduos co-

infectados com HIV / HTLV-1 apresentam maior produção de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-2 e INF-γ, sugerindo que complicações cardiovasculares e metabólicas 

mediadas pela ativação imune crônica podem ser mais pronunciadas entre indivíduos co-

infectados (ABRAHÃO et al., 2012). 

Desfechos clínicos contraditórios no curso da co-infecção com HTLV / HCV foram 

relatados no Brasil e no Japão. Um melhor prognóstico foi descrito em indivíduos brasileiros co-

infectados que apresentaram níveis mais elevados de citocinas do tipo Th1 e linfócitos T CD4 +, 

bem como menos fibrose hepática (ABAD-FERNÁNDEZ et al., 2015; SILVA et al., 2016). Por 

outro lado, um estudo japonês envolvendo indivíduos co-infectados descreveu cargas virais mais 

altas, uma progressão mais rápida para carcinoma hepatocelular e diminuição da resposta ao 

tratamento com interferon (AXLEY et al., 2018; STUVER et al., 1996). 

Nas últimas décadas, tem crescido o número de surtos por doenças infecciosas, 

principalmente virais, em todo o país. Pouco se sabe a respeito da resposta imune e diferenças 

nos desfechos clínicos destas doenças em indivíduos com HTLV-1. Devido a esta predisposição a 
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doenças infecciosas, associada a uma resposta imune cronicamente ativada, são importantes 

estudos que avaliem a associação entre HTLV-1 e doenças infecciosas endêmicas ou emergentes, 

sobretudo em locais em que haja alta prevalência de HTLV-1. 

Recentemente, o ZIKV tornou-se um problema significativo de saúde pública devido a 

sua associação com complicações neurológicas, incluindo microcefalia (BRASIL et al., 2016) e a 

Síndrome de Guillain-Barré (ARAUJO et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016). A associação 

entre HTLV-1 e a infecção pelo ZIKV não foi relatada em estudos prévios. 

 

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO POR ZIKA VÍRUS 

 

O Zika vírus (ZIKV) é um vírus de RNA de cadeia simples da família Flaviviridae, que 

inclui vários outros vírus transmitidos por mosquitos de importância clínica, a exemplo do vírus 

da Dengue e da febre amarela. O primeiro relato de infecção pelo ZIKV foi descrito em 1947 a 

partir de um macaco rhesus febril na Floresta Zika localizada em Uganda e posteriormente 

identificado em mosquitos Aedes africanus da mesma floresta (DICK, 1952). Historicamente, 

infecções pelo ZIKV sintomáticas eram limitadas a casos esporádicos. Esse padrão mudou em 

2007, quando o primeiro grande surto ocorreu em Yap (Micronésia) (DUFFY et al., 2009). Desde 

então, a infecção pelo vírus Zika espalhou-se rapidamente, com ocorrência de surtos na Polinésia 

Francesa (ROTH et al., 2014), Ilhas Cook (ROTH et al., 2014), Ilha de Páscoa (TOGNARELLI 

et al., 2016) e Nova Caledônia (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015).  

Em Março de 2015, o Brasil relatou os primeiros casos de ZIKV (CAMPOS, Gubio S. et 

al., 2015), com mais de 90 mil indivíduos infectados em um ano. Desde então, a doença 

espalhou-se pelas Américas com registro em pelo menos 20 países (PETERSEN et al., 2016).  
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1. Figura 1 - Disseminação global do Zika virus a partir de 2007. 

1.Uganda; 2. Nigária; 3. Paquistão, Índia, Malásia e Indonésia; 4.Yap e Micronésia; 5.Polinésia  Francesa; 6 

– Brasil; 7 – Esatdos Unidos, Alemanha e Dinamarca).Fonte: Zika: theoriginand spread of a mosquito-borne 

vírus (WHO, 2016).  

 

Na Bahia, nos primeiros meses de 2015, Campos et al. (CAMPOS et al., 2015) 

identificou, pela primeira vez, a circulação do ZIKV no Brasil e na América Latina. Neste mesmo 

período, a presença do ZIKV (caso autóctone) na Bahia foi confirmada por centros de referência 

em virologia brasileira. Desde então, casos autóctones de ZIKV foram detectados em todas as 

regiões do Brasil (CAMPOS et al., 2016).  

 

2.5 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E COMPLICAÇÕES DA INFECÇÃO POR ZIKA VÍRUS 

 

O quadro clínico da infecção pelo ZIKV varia de quadros autolimitados, semelhantes a 

infecções por outros arbovírus, com febre, artralgia, mialgia, fadiga, cefaleia e exantema (BAUD 

et al., 2017) a quadros neurológicos graves como a a síndrome de Guillain-Barré (SGB) e 

anomalias fetais e neonatais do sistema nervoso central (SNC) (ARAUJO et al., 2016). 
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2.6 PATOGÊNESE E RESPOSTA IMUNE 

 

A patogênese da infecção por ZIKV ainda é pouco compreendida. A entrada do vírus na 

célula humana provavelmente se assemelha ao de outros flavivírus, ocorrendo a partir da pele 

através de receptores celulares, com posterior migração para os gânglios linfáticos e corrente 

sanguínea (HAMEL et al., 2015). Os fibroblastos de pele humana, queratinócitos e células 

dendríticas imaturas também permitem a entrada dos ZIKV (HAMEL et al., 2015). 

Já em relação ao tropismo celular, o ZIKV é capaz de infectar diversos tipos, incluindo, 

células da placenta, trofoblastos, endotélio, células neuronais, células progenitoras neurais e 

neurônios maduros, o que o difere de outros flavivírus (MINER e DIAMOND, 2017). Em 

neurônios maduros, o mimetismo molecular entre os glicolipídeos e moléculas de superfície de 

agentes infecciosos podem justificar a maioria dos casos de síndrome de Guillain-Barre 

precedidas por infecção (CAO-LORMEAU et al., 2016), enquanto a toxicidade direta do ZIKV 

em células neurais imaturas tem sido levantada como o principal mecanismo pelo qual ZIKV 

induz microcefalia (CALVET et al., 2016). Em um estudo utilizando linhagem neuronal 

progenitora, o vírus foi capaz de induzir apoptose e autofagia (SOUZA et al., 2016). 

Pouco ainda é conhecido a respeito da resposta imune e influência do status imunológico 

do hospedeiro. Sabe-se que as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

desempenham um papel fundamental nas respostas imunes do hospedeiro no início de infecções 

por arbovírus. Embora não sejam células alvo, estes leucócitos infectados podem funcionar como 

"cavalos de Tróia" e transportar os vírus para espaços protegidos pelo sistema imunológico, 

incluindo a placenta, os testículos e o cérebro (MICHLMAYR et al., 2017).  

Já foi evidenciado que os monócitos podem desempenhar um papel patogênico na 

infecção por flavivírus e outros vírus, contribuindo para a propagação da infecção direta ou 

indiretamente. Em modelos animais de infecção pelo HIV e Vírus do Oeste do Nilo, ocorre 

transmissão para o SNC através da infiltração de monócitos infectados através da barreira 

hematoencefálica (GARCIA-TAPIA et al., 2006). Além disso, monócitos infectados pelo HIV e 

células T também podem disseminar a infecção através da barreira sangue-testículo, resultando 

em transmissão sexual do HIV através do esperma infectado (MICHLMAYR et al., 2017). Uma 

vez que o ZIKV também é transmitido sexualmente, os leucócitos infectados poderiam ser o 
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veículo para transportar vírus através da barreira hemato-testicular. Na infecção pelo ZIKV, os 

monócitos são um dos primeiros alvos infectados no sangue periférico e desempenham um papel 

fundamental durante a fase aguda, como destacado pelos altos níveis de GM-CSF, CCL2 e IL-8, 

produzidos logo após a infecção (MAUCOURANT et al, 2019).  

Os linfócitos também parecem desempenhar um papel importante, com ativação 

polifuncional de células T (resposta Th1, Th2, Th9 e Th17) durante a fase aguda caracterizada 

por aumentos nos respectivos níveis de citocinas como IL - 1β, IL-6, IL-13, IL-17, seguidos por 

uma diminuição na fase convalescentem (TAPPE et al., 2016). 

Até o momento, não há nenhum tratamento ou vacina específicos para o ZIKV e muito 

pouco se sabe sobre a resposta imune ou como a imunidade se desenvolve. Estudos recentes 

sobre a resposta imune na infecção pelo ZIKV, em indivíduos sadios, evidenciam elevações 

significativas da concentração de citocinas pro-inflamatórias como de IL-1β, IL-2, IL-6,  e IFN-ɣ 

(TAPPE et al., 2016). 

Por se tratar de um vírus recentemente identificado no Brasil, os efeitos na resposta imune 

durante a coinfecção ZIKV e HTLV-1 não são conhecidos. Em  pessoas vivendo com HIV em 

uso de terapia antirretroviral, com controle imunológico e virológico,  as manifestações clínicas e 

laboratoriais da infecção por ZIKV são similares àquelas observadas em indivíduos com a mesma 

doença, mas com sorologia negativa para HIV (CALVET et al., 2018). O impacto clínico em 

pessoas vivendo com HTLV-1, vírus para o qual não há terapia antirretroviral, as consequências 

da infecção pelo ZIKV podem ser distintas. É possível que indivíduos coinfectados HTLV-1, 

cujo sistema imune é cronicamente ativado, com um grau de imunossupressão apresentem 

resposta imune ao ZIKV diferente de indivíduos sadios, com maior produção de citocinas 

proinflamatórias. É importante ainda conhecer as subpopulações celulares envolvidas na resposta 

imune e os efeitos e marcadores de progressão de doença nos indivíduos com HTLV-1 como 

carga proviral e proliferação celular. 

O presente estudo avaliou os efeitos da infecção in vitro pelo ZIKV em células 

mononucleares do sangue periférico. Especificamente, foram avaliados os efeitos da infecção na 

produção de citocinas pro-inflamatórias e regulatórias, carga proviral, subpopulações de 

linfócitos T e monócitos e proliferação de linfócitos. 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da infecção in vitro pelo ZIKV na ativação celular em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar a frequência das subpopulações linfócitos e monócitos na presença do ZIKV; 

2) Avaliar a proliferação de linfócitos T na presença do ZIKV; 

3) Determinar o perfil de produção de citocinas, em resposta à infecção pelo ZIKV; 

4) Quantificar a carga pro-viral do HTLV-1 em resposta à presença do ZIKV. 

      

 

 4. CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo piloto, experimental, para avaliar os efeitos da infecção in vitro 

pelo ZIKV na ativação celular em PMBC de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

Foram avaliados os seguintes grupos: 

 Grupo 1: Pacientes infectados pelo HTLV-1 assintomáticos para HAM/TSP; 

 Grupo 2: Pacientes infectados pelo HTLV-1 com HAM/TSP; 

 Grupo 3: Controles não infectados por HIV e HTLV-1, saudáveis 

 

 

 

4.2 ÁREA E POPULAÇÃO DO ESTUDO 
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Trata-se de uma amostra não probabilística em que os participantes foram 

sequencialmente selecionados no ambulatório de HTLV (CHTLV) da Escola Bahiana de 

Medicina e Saúde Pública (EBMSP), em Salvador, Bahia. Os critérios de inclusão foram: 

pacientes infectados pelo HTLV-1 (confirmados por ELISA e Western Blot), sem história prévia 

de infecção por ZIKV. O diagnóstico de HAM/TSP foi definido segundo os critérios de Castro-

Costa (DE CASTRO-COSTA et al., 2006). Foram excluídos do estudo indivíduos com infecções 

oportunistas em atividade e em uso de corticoide. Foram incluídos como controles doadores de 

sangue saudáveis provenientes da Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia 

(HEMOBA). O estudo experimental foi realizado no Laboratório Avançado de Saúde Pública 

(LASP), da Fundação Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia. 

4.3 CULTURA E EXPANSÃO DO ZIKV 

 

 A cultura do ZIKV (GenKBanK KU940228), isolado a partir do soro de um paciente 

portador do vírus no estado da Bahia, Brasil (CAMPOS, Gubio S. et al., 2015), foi mantida em 

células de linhagem C6/36 originadas do mosquito Aedes Albopictus, as quais são importantes 

para a replicação de espécies do gênero Flavivírus. Estas células foram cultivadas a 28ºC e 0% 

CO2 em meio Leibovitz L15 (ThermoFisherScientific), suplementado com 5% de soro bovino 

fetal (ThermoFisherScientific) e 10% de caldo fosfato triptose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA).  

4.4 TITULAÇÃO DO ZIKV  

 

 Células VERO foram distribuídas em placas de 96 poços na densidade de 1x104 

células/poço, 24h antes da infecção com o vírus. Após a formação de monocamada celular, os 

vírus foram descongelados e uma diluição seriada (10-1a 10-8) foi realizada em 10 replicatas para 

cada diluição. 

 Foram colocados 50 µl de cada diluição nos respectivos poços e as células foram 

incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 para promover a adsorção e penetração viral no tempo 

60-90 minutos. Após este período, foram adicionados 50 µl de meio DMEM a 2% SFB em cada 

poço, e novamente as células foram incubadas por 5 dias para observação de efeitos citopáticos, 
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os quais foram quantificados para determinação de título viral de acordo com o método de Reed e 

Muench (REED e MUENCH, 1938). A titulação de vírus infecciosos obtida a partir da cultura de 

células VERO produziu um valor de 106 TCID50/mL. Esta etapa foi realizada em colaboração 

com o Laboratório de Virologia do ICS-UFBa.  

4.5 OBTENÇÃO DE PMBC 

 

Para obtenção de PBMC dos indivíduos com HTLV-1, coletou-se a amostra sanguínea 

por punção venosa em um tubo contendo heparina em etapa única. PBMC dos controles não 

infectados foram obtidas a partir de bolsas Buffy Coat. As células foram separadas por gradiente 

de densidade, utilizando-se o reagente Ficoll-Hypaque (densidade 1,077g/mL) (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, Missouri - EUA). 

Inicialmente realizou-se a separação e remoção do plasma. A fração celular do sangue foi 

diluída 1:3 (v/v) em tampão fosfato pH 7,5 (PBS, 1X). Foram adicionados 1/3 do volume de 

Ficoll-Hypaque em tubos de polipropileno de 15 mL. O sangue diluído em PBS 1X foi 

adicionado delicadamente sobre o Ficoll. Realizou-se uma centrifugação a temperatura ambiente 

e com desaceleração nula, a 1800 rpm durante 28 minutos. Após esse processo, foi coletado, 

utilizando-se uma pipeta pasteur, o anel de PBMC formado entre o Ficoll e o PBS. O anel foi 

então transferido para outro tubo de polipropileno, e submetido a três lavagens com cerca de 10 

mL de PBS (1X), e centrifugação a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet de PBMC formado 

durante a centrifugação foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI. Por fim, realizou-se a 

contagem e avaliação da viabilidade celular em câmara de Neubauer com o corante azul de 

Tripan. 

4.6 INFECÇÃO IN VITRO PELO ZIKV 

 

Inicialmente, para determinação das melhores condições de cultivo, PBMC indivíduos 

sadios na concentração de 106/mL foram cultivados em meio RPMI completo suplementado com 

SFB 5% na presença de diluições seriadas do ZIKV (TCID50106/ml) com multiplicidade de 

infecção (MOI) variando de 0,01 a 1. Após inoculação do ZIKV, as células eram incubadas por 1 

hora em estufa de CO2 a 37ºC com meio RPMI sem SFB e a seguir era realizada uma lavagem 
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com 1 mL de PBS (1X) para retirar o vírus que não se adsorveu. A seguir, as células eram 

ressuspendidas em meio RPMI completo suplementado com SFB 5% e mantidas m estufa de CO2 

a 37ºC. As células foram incubadas por 24h, 48h e 7 dias (tempo de infecção, TOI). Para 

avaliação de viabilidade celular, as células foram marcadas com iodeto de propídio e adquiridas 

no FACSFortesa (Figura 2). 

ZIKV

 

Figura 2 – Mortalidade em PBMC, Linfócitos e Monócitos Infectados por ZIKV 

Mortalidade, avaliada por iodeto de propidio (PI), das células mononuclares do sangue perférico (PBMC), linfócitos 

e monócitos infectados in vitro por ZIKV em difentes valores de mutiplicidade de infecção (MOI 0,01, MOI 0,1 e 

MOI 1) e tempo de infecção (TOI 24h e TOI 48h). Os gráficos apresentam a sobreposição dos histogramas da 

frequência de células marcadas com PI (mortas) nos diferentes MOI e TOI. 

 

 

4.7 AVALIAÇÃO DAS SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS E MONÓCITOS EM 

RESPOSTA AO ZIKV 

 

         Após a cultura, as PBMC foram lavadas e marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4-

APC, nti-CD8-PE-Cy7, anti-CD3-APC-Cy7, anti-CD14-FITC, anti-CD16-Alexa 700. As PBMC 

foram adquiridas no FACSFortesa e avaliadas com o software FlowJo™ (Figura 5).  
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Figura 3 – Sequência para avaliação por citometria das subpopulações de linfócitos T (A) e monócitos (B). 

Linfócitos e monócitos selecionados por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), com o software FlowJo™. A) 

Linfócitos subdivididos de acordo com a presença de com anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8. B) 

Monócitos subdivididos de acordo com a presença de com anticorpos monoclonais anti-CD14 e anti-CD16. 
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4.8 ENSAIO DE LINFOPROLIFERAÇÃO  

 

Para avaliar a proliferação de PBMC dos indivíduos infectados pelo HTLV-1, as células 

foram marcadas antes da cultura com CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester (CFSE) - 

(Invitrogen, CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit C34554), de acordo com as instruções do 

fabricante. A carboxiflurosceína diacetate succimidyl ester (CFSE) é um reagente incolor não 

fluorescente, que possui grupos acetatos que ao serem clivados intracelularmente formam grupos 

éster altamente fluorescentes. O grupo succimidyl ester reage com as aminas intracelulares, 

formando conjugados fluorescentes que são bem conservados. O excesso de reagentes não 

conjugados e subprodutos são difundidos de forma passiva para o meio extraceclular, onde 

podem ser lavados. A fluorescência que se forma nas células marcadas é mantida durante o 

desenvolvimento celular e meiose e podem ser usados para detecção. A marcação é herdada pelas 

células-filhas após uma divisão celular e não é transferida para células adjacentes em uma 

população.  

As células foram mantidas em cultura por 5 dias. Para avaliar a proliferação das 

subpopulações de linfócitos TCD4+ e TCD8+, foram adicionados anticorpos anti-CD3-APC-

Cy7, anti-CD4APC e anti-CD8PE-Cy7. As células foram fixadas em 300 µL de solução de 

PBS/BSA 0,2%/Formaldeído 1% por 20 min em temperatura ambiente ao abrigo da luz e 

mantidas à 4°C até à leitura no FACSFortesa. Os resultados foram analisados com o 

FACSFortesa e avaliadas com o software FlowJo™ (Figura 4). O programa FlowJo fornece os 

índices utilizados para avaliação da proliferação espontânea das células marcadas com CFSE, 

sendo o índice de divisão celular, o parâmetro utilizado neste estudo. O índice de divisão celular 

é a média do número de divisões celulares que as células sofreram, ignorando as células que 

permanecem na geração zero, ou seja, não dividiram. O cut off adotado para definição de 

proliferação celular foi de índice de divisão  > 0,05 (PINTO et al., 2011). 
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Figura 4 – Sequência para avaliação por citometria de fluxo para cálculo da proliferação espontânea de linfócitos 

pelo CFSE em pacientes com HTLV-1. 

Células marcadas com CFSE e analisadas pelo programa FlowJo™.  Acima: População de linfócitos selecionados 

para análise, por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e subdivididos de acordo com a presença de com anticorpos 

monoclonais anti-CD4 e anti-CD8.  Abaixo: Pico ou geração zero representando células que não proliferaram (em 

vermelho) e gerações de células (em rosa). Cada geração representa uma divisão celular. 

 

4.9 EXTRAÇÃO DE RNA 

 

Para confirmação da infecção em monócitos/macrófagos após 7 dias de cultivo, a extração 

do RNA viral (RNAv) foi realizada utilizando o kit de extração QIAamp Viral RNA mini kit 

(QIAGEN, Alemanha), seguindo-se as instruções do fabricante. 

Para detecção do ZIKV no sobrenadante das culturas após 48h de cultivo, o RNA total foi 

isolado usando o Kit de Purificação de RNA Total Maxwell® 16 (Promega), configurado com o 

hardware de baixo volume de eluição, conforme instruções do fabricante. O Maxwell® 16 

Instrument é fornecido com procedimentos de purificação pré-programados e utiliza cartuchos de 

reagentes pré-filtrados. O kit contém todos os reagentes necessários em um formato conveniente 

de cartucho pré-carregado. O protocolo simples envolve três etapas principais. Primeiro, o 
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tampão de lise e a proteinase K são misturados para preparar uma solução de lise. Em segundo 

lugar, a solução de lise é misturada com a amostra. Em terceiro lugar, o lisado é adicionado aos 

cartuchos. Ácidos nucleicos virais purificados estão prontos para análise em aproximadamente 45 

minutos.  

Para avaliação da expressão gênica de citocinas após 12h e 18h de cultivo do PBMC 

infectado por ZIKV, o RNA total foi isolado a partir de PBMC usando o kit RNeasy Mini Kit – 

QIAGEN® de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações de RNA foram medidas 

por Espectrofotometria NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE) e integridade do 

RNA foi avaliada usando um sistema Agilent 2200 TapeStation com RNA ScreenTape (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA).  

4.10 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração de DNA a partir de células PBMC infectadas por ZIKV foi realizada pelo kit 

Purification and Extration DNA GFX Column (Amersham Pharmacia) após 48h de cultivo, 

seguindo as instruções do fabricante. Às alíquotas contendo 106 células, foram adicionados 500 

μL de solução de extração, misturada por vórtex e incubada por 5 minutos à temperatura 

ambiente. A mistura foi transferida para a coluna GFX e centrifugada a 5.000 rpm por 1 minuto à 

temperatura ambiente. A solução foi desprezada, e a coluna, recolocada no tubo. Mais uma vez, 

adicionaram- se 500 μL de solução de extração à coluna GFX e centrifugou-se por 1 minuto a 

5.000 rpm à temperatura ambiente. Descartou-se a solução esvaziando o tubo de coleta e 

colocou-se a coluna no tubo de coleta novamente. Adicionaram-se 500 μL de solução de lavagem 

e centrifugou-se por 3 minutos a velocidade total. O tubo de coleta foi descartado, e a coluna 

GFX, transferida para um novo tubo de estéril. Acrescentaram-se 200 μL de água bidestilada e 

autoclavada à coluna GFX, incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se por 

1 minuto a 5.000 rpm à temperatura ambiente. A coluna GFX foi descartada, e o tubo contendo o 

DNA extraído, armazenado a – 20 °C. 
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4.11 PCR CONVENCIONAL 

 

Para confirmação da infecção de monócitos por ZIKV, a reação de transcriptase reversa 

(RT) foi utilizado o RNAv extraído (8µl) e uma reação contendo: 10mM Tris-HCl, pH 8.3; 

50mM KCl; 1.5mM MgCl2, 5mM ditiotreitol; 10mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato 

(dNTP) e 2.5 U da enzima Super Script II (Super Script II Transcriptase Reversa – Invitrogen, 

EUA), seguindo protocolo do fabricante. O experimento foi realizado em cultura de macrófagos 

obtidos por adesão após 7 dias da infecção in vitro. O produto cDNA foi submetido a RT-PCR 

como descrito por Balm et al 2012 (BALM et al., 2012) utilizando os iniciadores  ZIKVF 9027 e 

ZIKV 9197 que codificam para a região genômica de NS5 obtendo um fragmento de 192 pares 

de bases. A presença deste fragmento foi considerada como indicativo da presença de ZIKV. Os 

produtos do PCR foram analisados em gel de agarose a 2% submetido em brometo de etídio (10 

µg/ml) por 20 minutos, e a visualização dos fragmentos amplificados ocorreu sob luz ultravioleta.  

DNA extraído para avaliação da carga proviral do HTLV-1 inicialmente foi submetido à 

PCR qualitativa, realizada em duas etapas de amplificação. Para o HTLV-1, na primeira 

amplificação, os seguintes primers foram utilizados: SK110-pol: 5' – CCC TAC AAT CCA ACC 

AGC TCA G – 3' e SK44-tax: 5' – GAG CCG ATA ACG CGT CCA TCG – 3' e na segunda 

amplificação: SK248-env: 5' – CTA GTC GAC GCT CCA GGA TAT GAC C – 3' e SK249-env: 

5' – CAG ACC GCC ACC GGT ACC GCT CGG C – 3'. A mistura da reação de amplificação 

para o HTLV-1 com volume final de 20 μl continha Tris-HCl 20 mM (pH 8,4), KCl 50 mM, 

MgCl2 1,5 mM, 5 pmol de cada primer, 0,2 mM de dNTP (concentração final de 200 μmols para 

cada dnucleotídeo), 0,5 U de Taq DNA Polimerase e 2 μl do DNA extraído do indivíduo. 

A primeira amplificação teve um protocolo de ciclagem: 95°C por 7 minutos 

(desnaturação), 95°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e 55°C por 1,5 minutos e, por fim, uma 

extensão de 10 minutos a 72°C. Já na segunda amplificação, foi utilizada a mesma mistura de 

reação, trocando-se apenas os primers a serem usados e acrescentando-se os 2 μL do amplicon da 

primeira amplificação, diluído na proporção 1:100, seguindo-se uma desnaturação inicial de 5 

minutos a 94°C, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e 58°C por 1 minuto, 

seguido de uma extensão de 10 minutos a 72°C (LEE et al., 2004). O produto esperado era de 

466 pb. A quantificação foi realizada a seguir por PCR em tempo real. 
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4.12 PCR EM TEMPO REAL 

 

A deteçcão do ZIKV foi realizada no sobrenadante das culturas celulares após 48h de 

cultivo utilizando-se o kit qRT-PCR Trioplex Real-time RT-PCR Assay CDC com SuperScript™ 

III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase. Este ensaio destina-se à 

detecção e diferenciação qualitativa de RNA do vírus Zika, vírus da dengue e Chikungunya e 

segue PCR em tempo real convencional (SANTIAGO et al., 2018). O DNA complementar 

(cDNA) é transcrito reversamente do RNA viral presente na amostra e amplificado por PCR. As 

sondas de hidrólise marcadas com fluoróforos ligam-se ao fragmento alvo de DNA amplificado e 

a intensidade do sinal fluorescente é capturado por um instrumento de PCR em tempo real: (ABI 

7500 fast Dx (ThermoFisher). A amplificação do alvo é interpretada a partir do aumento 

exponencial na fluorescência por ciclo de amplificação em contrato para sinal de fundo.  

O conjunto de primers específicos para o ZIKV foi projetado para atingir o gene do 

envelope do genótipo asiático (LANCIOTTI et al., 2008), e a sonda é rotulada com Cal fluor red 

610 (Texas Red) na extremidade 5 ′ e extinto pelo BHQ-2 no final 3. O RT-PCR multiplex em 

tempo real a reação é montado misturando 10 µl de RNA da amostra com 12,5 µl de PCR master 

mix buffer de reação (SuperScript III ou qScript), primers específicos para o vírus a uma 

concentração de 1 µM, até uma concentração final de 0,15 µM, e água livre de nuclease até 

volume de reação de 25 µL em uma placa de PCR óptica de 96 poços. Da mesma forma, o 

singleplex reação de RT-PCR em tempo real é montado com os mesmos componentes 

mencionados acima nas mesmas concentrações, mas compensando com água sem nucleasse 

atingir o volume final de reação de 25 µl.  

Os protocolos de termocilagem foram como segue: transcrição reversa (RT) a 55 ° C por 

30 min, inativação de RT a 95 ° C por 2 min (SuperScript III), a detecção de fluorescência a 95 ° 

C por 15 s, e anelamento a 60 ° C por 1 min. Este ensaio também inclui um controle interno 

reação que tem como alvo a ribonuclease endógena humana P (RP), que é usada para certificar-se 

de que a amostra de teste extraída contém RNA amplificável. A reação RP ocorre separadamente 

em formato simples com o mesmo RNA da amostra e com oligonucleotídeos que foram 

publicados anteriormente (SANTIAGO et al., 2013). Curvas de amplificação foram avaliadas 
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com a linha limite foi colocada acima sinal de fundo aberto na fase inicial da fase exponencial da 

curva. A posição da linha de limite é colocada individualmente para cada vírus alvo e o ponto 

(ciclo) em que a curva de amplificação interseta a linha limite é referida como o valor threshold 

cycle (CT).  

Os dados do ensaio Trioplex foram interpretados para uma amostra com o vírus alvo da 

seguinte forma: 

CT <38 e CT de reação RP < 38 é considerada positiva 

CT ≥ 38 e CT com reação RP < 38 é considerada negativa 

CT <38 e CT com reação RP ≥ 38 é considerada positiva 

CT ≥ 38 e CT com reação RP ≥ 38 é considerada inválida. 

 

Já para a avaliação da expressão gênica de citocinas após 12h e 18h de cultivo do PBMC 

com ZIKV, o qPCR foi executado em um sistema de PCR em tempo real StepOnePlus ™ (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) usando TaqMan Master Mix Universal para PCR e TaqMan 

Gene Expression Assays para IL-1β, IFN-γ, TNF-α, TGF-β e IL -10. As condições de 

amplificação foram as seguintes: 2 min a 50˚C e 10 min a 95˚C no holding state, e depois 40 

ciclos de 15 seg a 95 ˚C e 1 min a 60 ˚C. A expressão gênica nas amostras foi representada como 

as razões entre os níveis de amplificação dos genes e os níveis do gene de controle endógeno 

GAPDH, usado como uma normalização fator (Hs02758991_g1 para GAPDH, Applied 

Biosystems). Esta razão foi então normalizada para a relação obtida nas amostras de controle 

(nível de expressão relativa), que foi calculada usando a fórmula 2-∆∆CT, usando GAPDH como 

controle endógeno para normalizar o carregamento da amostra, conforme descrito em literatura 

(PFAFFL, 2001). Cada amostra normal foi utilizada como referência para sua contraparte 

infectada. Resumidamente, a média dos valores de Ct cycle threshold) das repetições foram 

calculados e normalizados, subtraindo o valor Ct do gene de controle endógeno co-amplificado 

para produzir um valor ∆Ct. O ∆Ct número de amostras de controle (1X amostra) foi subtraído do 

∆ Ct das amostras infectadas para produzir um valor ∆∆Ct. A quantidade de gene alvo, 

normalizado a um controle endógeno e relativo a uma referência foi convertida em quantificação 
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relativa pela fórmula: 2-∆∆CT. Para comparação entre os grupos, foi calculada a média do ∆Ct dos 

controles em cada grupos e a partir desta, calculados o ∆∆Ct e 2-∆∆C. 

A quantificação da carga proviral do HTLV-1 for realizada PCR em tempo real, 

inicialmente foi estabelecida uma curva-padrão. O plasmídeo para construção da curva-padrão 

utilizada no experimento é um clone com dupla inserção, contendo uma porção do íntron 12 do 

gene da albumina e a região pol do genoma do HTLV-1, contida entre as posições 4.708 e 4.953 

(DEHÉE et al., 2002). Para quantificação do HTLV-1, todas as amostras foram amplificadas em 

duplicata, utilizando-se os seguintes primers (DEHEE et al., 2002): SK110-pol: 5´– CCC TAC 

AAT CCA ACC AGC TCA G – 3´ SK111-pol: 5´– GTG GTG AAG CTG CCA TCG GGT TTT 

– 3´ e para quantificação do gene da albumina nas amostras, também todas as amostras foram 

amplificadas em duplicata, utilizando-se os seguintes primers (DEHÉE et al., 2002): Alb-S: 5´– 

GCT GTC ATC TCT TGT GGG CTG T – 3´ Alb-AS: 5´– AAA CTC ATG GGA GCT GCT 

GGT T – 3´.  

A mistura da reação usada nas duas reações utilizou 2 μL do DNA, 10 μM de cada primer 

e SYBR® Green Master Mix, em um total de 25 μL de reação. Tanto o HTLV-1 quanto a 

albumina seguiram o seguinte protocolo de amplificação: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; 

15 segundos a 95°C e 1 minuto a 65°C (45 ciclos) e foram amplificados paralelamente no Rotor 

Gene 3000 (Corbett Life Science). A quantificação da carga proviral de HTLV-1 foi calculada 

segundo a seguinte fórmula: (média do número de cópias de HTLV-1/106 células PBMC da 

albumina) x 2 x 106 e expressa em número de cópias/106 células PBMC.  

 

4.13 ELISA 

   

A quantificação de citocinas produzidas e secretadas (IFNγ, IL-1-, IL-10, TNF-α, TGF-

β) durante 48h de cultivo foi realizada no sobrenadante da cultura pelo método imunoenzimático 

(ELISA) utilizando-se “kit” comercial (BD Biosciences, San Diego, CA) seguindo as 

recomendações do fabricante. Resumidamente, as placas 96 poços Nunc Maxisorp 

(Nunc/Apogent, USA) foram sensibilizadas com um anticorpo monoclonal de captura específico 

para cada citocina e incubadas overnight em temperatura ambiente. Após incubação, as placas 
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foram bloqueadas com Reagente Diluente (1% BSA em PBS pH 7.4) em temperatura ambiente 

por 1 hora. Após o bloqueio, os sobrenadantes (50ul/poço) foram adicionados à placa e incubados 

em temperatura ambiente por duas horas. Após esse período, as placas foram incubadas com 

anticorpo de detecção por duas horas em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 

Streptavidina por 20 minutos em temperatura ambiente. Entre cada etapa foram realizadas três 

lavagens com tampão de lavagem (Tween 0,05% em PBS pH 7.4). A reação foi revelada com 

uma solução de substrato enzimático (TMB) e interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 

(H2SO4). A placa foi lida a 450 nm, utilizando um espectofotômetro, e os resultados foram 

expressos em pg/ml.  

 

4.14 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Análises estatísticas, gráficos e tabelas foram realizados mediante uso do software Graph 

Pad Prism, versão 5.0. Os dados coletados foram expressos em medidas de tendência central 

(média, mediana, proporções) e de dispersão (desvio padrão). Para comparar proporções 

(variáveis categóricas) utilizamos o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Para comparar 

médias (variáveis quantitativas) usamos o teste t de Student, se distribuição normal ou, caso a 

distribuição não fosse normal, for utilizado o Wilcoxon ou Mann-Whitney, testes não 

paramétricos. Foi considerado estatisticamente significante um p-valor < 0,05. 

4.15 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Centro de 

Pesquisa Gonçalo Moniz (CPqGM/FIOCRUZ - CAAE 62438216.9.0000.0040) e foram 

assinadas cartas de anuência das instituições onde estão sendo coletadas as amostras. Todos os 

indivíduos envolvidos no estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 
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5. RESULTADOS  
 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

 Foram incluídos vinte indivíduos no estudo, sendo dez indivíduos assintomáticos para 

HAM/TSP e dez com HAM/TSP. As características clínicas e demográficas são mostradas na 

Tabela 1. 

Tabela 1 – Características clínicas e demográficas dos indivíduos do estudo 

Grupos  Idade (anos) Sexo 

(%) 

 Carga proviral 

(cópias/106 PBMC) 

 n  F M n  

Assintomáticos 6 59, 2 ± 12,4 83,3% 16,7% 4 43.844±16.011 

HAM-TSP 6 53,2 ± 7,9 33,3% 66,7% 3 175.175±94.432 
 

PBMC= Células Mononucleares do Sangue Periférico. Os controles foram seis doadores de sangue saudáveis 

provenientes da Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (dados demográficos não disponíveis). 

 

5.2 DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE TEMPO E MULTIPLICIDADE ÓTIMA DE 

INFECÇÃO (TOI E MOI) EM PBMC 

 

Em relação aos MOI e TOI avaliados, não foram observadas diferenças na taxa de 

mortalidade nas diferentes concentrações de vírus e tempo avaliados. Os demais experimentos 

foram realizados com MOI 1. A mortalidade em monócitos (44,6% nos controles) foi maior que 

em linfócitos (4,1%) e no PBMC total (13,2%).  
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Tabela 2 – Mortalidade em Células Mononucleares do Sangue Periférico infectados por ZIKV 

em diferentes tempos e multiplicidade de infecção 

 
Mortalidade avaliada por citometria de fluxo (Iodeto de Propidio). MOI = Multiplicidade de infecção; TOI = Tempo 

de Infecção; PBMC = Células Mononucleares do Sangue Periférico; DP = Desvio-padrão; Mock=controle. 

 

5.3 INFECÇÃO DAS PBMC POR ZIKV 

 

A presença de ZIKV no sobrenadante da cultura de PMBC foi positiva em 8 dos 12 

indivíduos com HTLV -1e em todos os indivíduos controles (n = 3). A RT-PCR nos monócitos 

obtidos de indivíduos sadios foi positiva para ZIKV.  Não houve replicação viral nos poços 

controles. Os resultados são mostrados nas Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MOI/TOI 

24h  

(% média ±DP) 

48h 

(% média ±DP) 

 PBMC Linfócitos Monócitos PBMC Linfócitos Monócitos 

Mock 15,7±2,9 4,4±2,7 44±14,8 13,2±3,3 4,1±2,6 44,6±10,3 

MOI 1 14,1±3,9 4,4±2,4 41,2±16,3 12,9±6,3 4±2,3 46,2±15,1 

MOI 0,1 15,9±9,2 5,7±3,1 45±13,9 14,2±6,1 4,9±1,2 53,3±12,1 

MOI 0,01 14,3±3,9 4,4±2,1 41,9±13,2 11,2±4,2 3,5±1,8 46,1±13 
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Figura 5 – Demonstração da infecção por ZIKV 

À esquerda, resultado de RT-PCR para ZIKV em monócitos infectados. Imagem representativa de um indivíduo. 1 = 

controle negativo; 2 = controle positivo; 3 = amostra de monócito/macrófago (observa-se no gel fragmento de 192 

pares de bases correspondente a regiao genomica de NS5 do ZIKV); 4 = marcador de peso molecular (100 bp dna 

Step Ladder (promega); À direita, gráfico representativo de resultados de PCR em tempo real para Zika vírus no 

sobrenadante das culturas após infecção in vitro em PBMC. Amostras positivas para Valor do cycle threshold < 38. 

Indivíduos controles (n=3); Indivíduos com HTLV – 1 (n=12); Mock= condição sem ZIKV; 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO DAS SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS T E MONÓCITOS EM 

RESPOSTA À INFECÇÃO POR ZIKV 

 

As frequências de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ foram semelhantes entre os 

indivíduos saudáveis e indivíduos infectados por HTLV-1 independente da infecção in vitro pelo 

ZIKV (Figura 6). 

 

 

 

 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Caracterização das subpopulações de linfócitos T em resposta à infecção por ZIKV em indivíduos sadios 

e com HTLV. 

 

À esquerda, indivíduos sadios (n=6); À direita, indivíduos com HTLV (n=10). PBMC marcadas com 

anticorpos monoclonais anti-CD4-APC, anti-PE-Cy7, anti-CD3-APC-Cy7; Mock= condição sem ZIKV. 

 

 

Em relação aos monócitos (Figura 7), não houve alterações significativas na frequência 

das subpopulações antes e após infecção por ZIKV em ambos os grupos. Observou-se 

predomínio de monócitos clássicos (CD14+CD16-), com 58,5% e 56,4% nos indivíduos com 

HTLV-1, antes e após infecção por ZIKV, respectivamente, e nos controles, 54% e 50,6%. 

 

 

 

 

 

 Figura 7 - Caracterização das subpopulações de monócitos em resposta à infecção por ZIKV em indivíduos sadios e 
com HTLV 

 

À esquerda, indivíduos sadios (n=6); À direita, indivíduos com HTLV (n=12). PBMC marcadas com anticorpos 

monoclonais anti-CD14-FITC, anti-CD16-Alexa-700; Mock=condição sem ZIKV. 
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5.5 AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO DE LINFÓCITOS T 

 Proliferação de linfócitos TCD4+ e TCD8+ (Índice de Divisão celular > 0,05) foi 

observada nos pacientes infectados pelo HTLV-1, sendo três com HAM/TSP e três 

assintomáticos. Não houve aumento do índice de proliferação em resposta ao ZIKV (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Proliferação das subpopulações T CD4 e CD8 em presença da infecção pelo ZIKV em 

indivíduos infectados com HTLV-1 
 

 
 

 

 
 

 

Dados representam média do índice de proliferação cellular ± Desvio padrão. Mock = controle. p = p valor 
(Mann Whitney test). 

 

5.6 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE DAS 

CULTURAS EM RESPOSTA À INFECÇÃO POR ZIKV 

 

Observou-se que nos indivíduos com HTLV-1, houve maior produção de todas as 

citocinas pro-inflamatórias (IL1-β, TNF-α, IL-6 e IFN-ɣ) comparados aos indivíduos sadios, na 

presença e ausência do ZIKV, mas sem significância estatística.  

Quando analisados os subgrupos (Figura 8), os indivíduos com HAM/TSP produziram 

mais TNF-α (de 783,8 pg/mL para 1049 pg/mL) e IFN-ɣ (de 57,2 pg/mL para 94 pg/mL) que 

pacientes com HTLV-1 assintomáticos e controles sadios. Além disso, a produção de IFN-ɣ nos 

indivíduos com HAM/TSP foi superior à dos assintomáticos em resposta ao ZIKV (94 pg/mL x 

43,5 pg/mL). Entretanto estes resultados não alcançaram significância estatística. Nos subgrupos 

de indivíduos com HTLV-1 assintomáticos e nos controles, a produção foi semelhante, em 

relação à infecção.  

A produção de IL-10 foi diminuída após infecção pelo ZIKV nos indivíduos com o 

HTLV, de 832,7pg/mL para 510 pg/mL nos assintomáticos e de 608,2 pg/mL para 338,4 pg/mL 

no grupo com HAM/TSP. Já nos controles sadios, houve aumento da produção de IL-10 de 69,8 

 CD4+ (p) CD8 (p) 

Condições Mock ZIKV  Mock ZIKV  

Assintomáticos (n=3) 0,3±0,3 0,2±0,2 1 0,3±0,2 0,3±0,2 1 
HAM/TSP (n=3) 0,6±0,5 0,5±0,5 1 0,6±0,3 0,4±0,1 0,5 
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pg/mL para 806,4 pg/mL. Estas diferenças não foram estatisticamente significantes. Os níveis de 

IL-6 e IL-1β foram semelhantes antes e após infecção pelo ZIKV em todos os subgrupos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Produção de citocinas no sobrenadante das culturas em resposta à infecção por ZIKV 

Indivíduos sadios (n=6); Indivíduos com HTLV -1+ assintomáticos (n=6). Indivíduos com HTLV -1+ com 

HAM/TSP (n=6). Mock = condição sem Zika.  
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5.7 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DE CITOCINAS EM RESPOSTA À 

INFECÇÃO POR ZIKV 

 

Não foram evidenciadas diferenças significativas na expressão gênica das citocinas após 

12h da infecção por ZIKV.  Após 18h da infecção, houve aumento da produção média de IL-1 

de 15,9 2^ddcT para 30 2^ddcT nos indivíduos com HTLV-1 (p=0,01) e no subgrupo com 

HAM/TSP (6,5 2^ddcT para 23,3 2^ddcT) (p = 0,03) e de TNF-α nos indivíduos com HTLV-1 

com média de 10,6 2^ddcT para 19,3 2^ddcT (p = 0,03), mantendo aumento significativo grupo 

de indivíduos com HAM/TSP 10,2 2^ddcT para 15,6 2^ddcT (p = 0,03). Já a expressão de IFN-ɣ 

aumentou após a infecção apenas no grupo com HAM/TSP, sem alcançar diferença significativa, 

mas com uma tendência após 18h da infecção (477,4^ddcT para 1997^ddcT, p = 0,09). Em 

relação às citocinas regulatórias (IL-10 e TGF-β) não houve diferenças significativas antes e após 

a infecção com ZIKV tanto no grupo assintomático quanto no com HAM/TSP. Nos indivíduos 

sadios, a expressão gênica das citocinas avaliadas foi baixa e semelhante na presença e ausência 

do ZIKV.  Os resultados são mostrados na Figura 9. 
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Figura 9 - Expressão gênica de citocinas em resposta à infecção por ZIKV após 18h 

Indivíduos sadios (n=6); Indivíduos com HTLV -1+ assintomáticos (n=5). Indivíduos com HTLV -1+ com 

HAM/TSP (n=6). Mock = condição sem Zika; *p = p-valor (Wilcoxon test) 
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5.8 AVALIAÇÃO DA CARGA PROVIRAL DO HTLV-1 EM RESPOSTA À INFECÇÃO POR 

ZIKV 

 

  Avaliou-se a carga proviral do HTLV-1 na ausência e após infecção pelo ZIKV em oito 

indivíduos com HTLV-1 (quatro assintomáticos e quatro com HAM/TSP). Houve aumento 

significativo da carga proviral do HTLV-1 (p = 0,008) após infecção do PBMC pelo ZIKV. Nas 

análises de indivíduos com HAM/TSP e assintomáticos, não houve significância estatística, 

embora tenha ocorrido aumento da média da carga proviral em ambos os grupos (Figura 10).  
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Figura 10 – Avaliação da carga proviral do HTLV-1 em resposta à infecção por ZIKV 

Todos os indivíduos com HTLV-1 (n=8); Indivíduos com HTLV-1 assintomáticos (n=4); Indivíduos com 

HTLV-1 com HAM/TSP (n=4). *p = p-valor (Wilcoxon test). 
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 6. DISCUSSÃO 
 

Este estudo avaliou pela primeira vez os efeitos da infecção pelo vírus Zika na ativação 

celular em indivíduos com HTLV-1. Os resultados mostraram que em presença do ZIKV, ocorre 

aumento de citocinas pro-inflamatórias, especificamente IL-β e TNF-α e da carga proviral do 

HTLV-1. 

Nossos resultados chamam atenção para ação de citocinas pró-inflamatórias que já foram 

associadas ao desenvolvimento de doenças tanto na infecção pelo ZIKV quanto pelo HTLV-1. 

Evidenciamos uma maior expressão gênica de IL-1β e TNF-α na presença do ZIKV em 

indivíduos com HTLV-1, com maiores diferenças no grupo de pacientes com HAM/TSP. Sabe-se 

que a resposta imunológica em pacientes infectados com HTLV-1 é caracterizada por uma 

acentuada ativação de células T, com proliferação espontânea de células T e secreção de citocinas 

pro-inflamatórias. Estudos prévios em indivíduos com HTLV-1 demonstraram que a progressão 

para HAM / TSP está associada a um aumento de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, TNF-

α, IL-2, IL-1 e IL-6, levando a dano do tecido neural (ESPÍNDOLA et al., 2015; QUARESMA et 

al., 2015; STARLING et al., 2015). Já foi também foi previamente demonstrado que que IL-1β e 

TNF-α induzem danos à vasculatura e neurônios em diversas patologias (FRIEDL et al., 2002; 

LU et al., 2005; PUHLMANN et al., 2005; TAKEUCHI et al., 2006) e mais recentemente foi 

evidenciado que ambas as citocinas também estão aumentadas em células progenitoras neurais 

após exposição ao vírus Zika.  

O ZIKV causa distúrbios nas células progenitoras neurais e leva à microcefalia 

embrionária, além de, morte neuronal maciça e extensa ativação microglial, que são 

acompanhados por intensa atividade inflamatória, incluindo expressão aumentada de IL-1β e  

TNF-α. Outros dois estudos sugerem que o TNF-α possa funcionar como biomarcador para risco 

aumentado de complicações neurológicas na infecção por ZIKV. Kam et al (KAM et al., 2017) 

avaliaram o perfil de citocinas entre as gestantes infectadas pelo ZIKV durante a fase aguda e 

fases convalescentes da doença e evidenciaram que a gestante portadora de feto com anomalias 

neurológicas apresentavam níveis muito altos de 12 mediadores: IL-8, IL-18, IL-4, IL-22, 23 e 

27, MCP-1, TNF-α, IP-10, fator de crescimento epidérmico, eotaxina, e FGF-2 comparado com 

as outras mulheres grávidas com fetos normais. Em outro trabalho, foi demonstrada a presença de 
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altos níveis de TNF-α em células cerebrais fetais humanas infectadas por ZIKV, implicando 

ainda mais seu papel na neuroinflamação (LUM et al., 2017).  

A carga proviral do HTLV-1 é descrita como um marcador biológico do desenvolvimento 

de doenças associadas, especialmente HAM / TSP. Uma carga proviral de HTLV-1 mais alta é 

observada em pacientes com HAM / TSP em comparação com portadores assintomáticos 

(NILLA OLAVARRIA et al., 2012). Além disso, uma carga proviral aumentada também está 

presente em pacientes com outras doenças associadas ao HTLV-1, como dermatite infecciosa 

(PRIMO et al., 2009), Linfoma/leucemia de células T (OKAYAMA et al., 2004), 

ceratoconjuntivite (CASTRO-LIMA et al., 2011) e artrite reumatóide ou outras doenças do tecido 

conjuntivo (YAKOVA et al., 2005).  

Diferentemente do outro retrovírus humano, o HIV, cujas implicações das variações da 

carga viral são mais conhecidas, a associação entre alterações da carga proviral de HTLV-1 e o 

desenvolvimento de imunossupressão e doenças infecciosas oportunistas ainda permanece 

incerto. É sabido que pacientes com HIV, em terapia anti-retroviral podem apresentar escapes 

transitórios de viremia plasmática (blip), que se normalizam após cerca de 4 semanas se mantido 

em uso de terapia ao passo que na ausência de tratamento, ocorre aumento progressivo da carga 

viral, queda no número de linfócitos T CD4+, que leva a imunossupressão (SÖRSTEDT et al., 

2016).  

Devido à introdução recente do ZIKV no nosso meio, são poucos estudos que avaliaram 

as consequências da infecção em portadores de HIV e HTLV-1. Um estudo pioneiro avaliou uma 

coorte de pessoas vivendo com HIV mostrou que as manifestações clínicas e laboratoriais da 

infecção por ZIKV nessa população são similares àquelas observadas em indivíduos com a 

mesma doença, mas com sorologia negativa para HIV (CALVET et al., 2018). Os resultados do 

estudo ressaltam que em pacientes com controle imunológico e virológico, a contagem de 

linfócitos T CD4+ e a carga viral não sofrem alterações meses após a infecção por ZIKV. Ainda 

segundo o estudo, a quase a totalidade dos participantes do estudo fazia uso de tratamento 

antirretroviral e apresentava um excelente controle imunológico e virológico. O grupo da 

pesquisa supõe que os resultados possam ser diferentes em pessoas com HIV cuja carga viral não 

esteja estável. O impacto clínico e variação na carga proviral do HTLV-1, vírus para o qual não 

há terapia antirretroviral efetiva também pode ser distinto. Em pacientes com HTLV-1, é descrito 
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que a carga proviral tende a permanecer estável por até dois anos (NILLA OLAVARRIA et al., 

2012), o que pode sugerir que eventos agudos a aumentem apenas de maneira transitória, sem 

necessariamente levar ao desenvolvimento de doenças associadas. Entretanto, o aumento súbito 

da carga proviral, associado a um aumento de citocinas pro-inflamatórias poderia desencadear o 

surgimento de doenças associadas ao HTLV-1, como HAM/TSP e ceratoconjuntivite e outros 

fenômenos autoimunes. São necessários estudos que avaliem a carga proviral de maneira 

longitudinal após infecções agudas e outros eventos que possam alterar a reposta imune em 

indivíduos com HTLV-1. 

No presente estudo, a presença do ZIKV não aumentou a proliferação das subpopulações 

de linfócitos T CD4 e CD8 dos indivíduos infectados pelo HTLV-1. Entretanto, foi observada a 

presença de proliferação espontânea (na ausência de antígeno adicionado às culturas) nas duas 

subpopulações. O papel da proliferação na patogênese da infecção pelo HTLV-1 é pouco 

conhecido, porém alguns trabalhos indicam que sua intensidade é maior nos pacientes com 

HAM/TSP, além disso pode ser responsável pela manutenção da carga proviral do HTLV-1, uma 

vez que o vírus se replica por divisão da célula infectada e aumento da secreção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, e IFN-ɣ (ASQUITH et al., 2007; CARVALHO et al., 2001; 

MASCARENHAS et al., 2006; STARLING et al., 2015). Tal estado de inflamação crônica pode 

induzir um grau de imunossupressão. Mesmo na ausência de proliferação linfocitária espontânea 

pode ser encontrada uma disfunção imune, mostrada pela redução significativa de resposta 

específica aos antígenos de memória (MASCARENHAS et al., 2006). Dessa maneira, é possível 

que indivíduos com HTLV-1 apresentem resposta imune inespecífica ao ZIKV.  

Na presença da infecção in vitro pelo ZIKV, a proliferação continuou a ser detectada, o 

que pode ser devido a ativação celular e indução de proliferação pelo próprio HTLV. Entretanto, 

não foi possível concluir se a infecção in vitro pelo ZIKV amplia a proliferação nos linfócitos. O 

pequeno número amostral e a ausência de avaliação em indivíduos saudáveis são limitações deste 

estudo, que podem ter contribuído para que estas diferenças não fossem evidenciadas. 

Estudos anteriores (FOO et al., 2017; MICHLMAYR et al., 2017), evidenciaram que as 

células mononucleares do sangue periférico são susceptíveis à infecção pelo ZIKV. No nosso 

estudo, confirmamos a infecção em monócitos por RT-PCR com codificação da região genomica 

de NS5. Além disso, o RT-PCR em tempo real no sobrenadante das culturas após 48h foi positivo 
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em 73,3% (11/15) das amostras. RT-PCR pode detectar a presença do vírus no sangue em até 7 

dias após início da fase aguda, embora maiores sensibilidades tenham sido demonstradas na 

saliva e urina. Um estudo prévio mostrou detecção em 9/9 casos (100%) na saliva e urina e 6/9 

(67%) dos casos no sangue após 48h de início dos sintomas (BINGHAM et al., 2016). A não 

detecção em 4 amostras no nosso estudo pode ter ocorrido pela baixa taxa de infecção celular 

(cerca de 4% dos monócitos e cerca de 6% do PBMC total), previamente descritos na literatura 

(MICHLMAYR et al., 2017). Além disso, pode ter ocorrido morte celular após 48h. Nos nossos 

experimentos para avaliação das melhores condições de infecção, foi observada maior 

mortalidade em monócitos que em linfócitos. A maior mortalidade em monócitos pode ser 

considerada dentro do esperado para o tempo de cultivo. Estudos prévios com citometria de fluxo 

e microscopia eletrônica evidenciaram que na  cultura de monócitos humanos purificados e 

criopreservados, ocorre uma perda de cerca de 60% após uma semana, sendo a principal perda 

acontece nas primeiras 24h (LUND et al., 2002).  Entretanto, não houve diferenças nas taxas de 

mortalidade na presença do ZIKV nas diversas concentrações de vírus e tempos avaliados em 

comparação aos controles. A MOI 1 e TOI 48h utilizadas neste estudo já foram previamente 

testadas em trabalhos anteriores para infecção de PBMC e mostraram-se adequadas para 

avaliação de fenótipo celular e quantificação da produção de citocinas (FOO et al., 2017; 

MICHLMAYR et al., 2017).  

Como demonstrado no estudo de Michlmayr at al (MICHLMAYR et al., 2017), os 

leucócitos infectados podem funcionar como 'cavalos de Troia' e transportar vírus para espaços 

protegidos pelo sistema imune, incluindo placenta, testículos e cérebro e que monócitos e 

linfócitos, em taxas mais baixas, são suscetíveis à infecção pelo ZIKV (cerca de 4% e 0,5%, 

respectivamente. Neste mesmo estudo, a frequência de monócitos clássicos (CD14+CD16-) 

diminuiu significativamente, enquanto a população de monócitos intermediários (CD14+ CD16+) 

foi significativamente expandida durante a infecção por ZIKV, em comparação com os controles 

não infectados de indivíduos sadios. Nos nossos resultados, a presença do ZIKV não alterou 

significativamente o padrão de das subpopulações de linfócitos T e monócitos nem a proliferação 

de linfócitos T. Uma limitação do nosso estudo é o pequeno número de indivíduos que pode ter 

contribuído para que estas diferenças não fossem evidenciadas. 

 7 CONCLUSÕES 
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Este estudo evidenciou pela primeira vez que, em um modelo in vitro, na presença do 

ZIKV, há aumento de citocinas pro-inflamatórias, especificamente IL-β e TNF-α, além de 

aumento na carga proviral do HTLV-1.  

 

8 PERSPECTIVAS  

São necessários estudos que avaliem o papel de citocinas pro-inflamatórias na patogênese 

da co-infecção entre o ZIKV e HTLV-1, possíveis biomarcadores de progressão de doença, bem 

como variações na carga proviral do HTLV-1 e evolução para doenças associadas. Estes estudos 

poderão contribuir para melhorar o manejo clínico e possíveis intervenções em futuros surtos de 

ZIKV, especialmente em indivíduos com comorbidades que alterem o sistema imune.  
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