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RESUMO 

 

O vírus da Zika (ZIKAV) foi identificado no Brasil em 2015 e resultou na maior epidemia já 

relatada por este vírus. A epidemia no Brasil foi associada a um aumento no número de bebês 

nascidos com microcefalia, sendo considerada uma emergência de saúde pública de 

importância internacional. A patogênese das complicações associadas ao ZIKAV complicações 

ainda é desconhecida e não estão claros os fatores ligados a estas complicações, como resposta 

imune, carga viral, fatores do hospedeiro, momento da infecção ou presença de comorbidades. 

As células NK são ativadas durante a infecção viral aguda e sua atividade contribui para o 

reconhecimento e resposta contra células infectadas. Desta forma, o presente trabalho buscou 

avaliar a resposta das células Natural Killer (NK) de indivíduos infectados pelo Vírus Zika por 

citometria de massa. Trata-se de um estudo de corte transversal, envolvendo pacientes atendidos 

em um pronto atendimento na cidade de Salvador. Foram avaliados os pacientes com quadro 

sugestivo de infecção viral aguda entre maio de 2015 e agosto de 2017. O diagnóstico de 

ZIKAV foi confirmado com resultado positivo ao rt-PCR no sangue ou urina ou saliva. Os 

pacientes também foram testados para infecção por Dengue ou Chikungunya (CHIKV) através 

do rt-PCR. Para avaliação da resposta imune, células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) foram obtidas e criopreservadas. Posteriormente, as células foram descongeladas e 

realizada a avaliação da resposta das células NK por citometria de massa (Cytof). Os resultados 

mostraram que as Células NK desses pacientes continha subconjuntos de células, ativadas que 

expressam níveis mais elevados de CD57, NKG2C e KIR3DL1 em comparação com os de 

doadores saudáveis. Além disso, as células NK KIR3DL1+ desses pacientes produziram altos 

níveis de IFN- e TNF-, em resposta à estimulação in vitro. Adicionalmente, em pacientes 

infectados com ZIKV, foi observada uma superprodução de IFN-, que se correlacionou com o 

marcador de ativação de STAT-5. Desta forma, os resultados do presente estudo sugerem que 

as células NK contribuem para a geração de uma resposta imune anti-ZIKV eficaz e que pode 

afetar o desfecho da doença e/ou o desenvolvimento de sintomas persistentes.  

 

Palavras-chave: ZIKV. CyTOF. Resposta immune.  



QUEIROZ, Gabriel Andrade Nonato. Evaluation of Natural Killer (NK) Cells of Individuals 

Infected by Zika Virus (ZIKAV). 2021. 82 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saúde e 

Medicina Investigativa) – Instituto Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz, Salvador, 2021. 

 

ABSTRACT 

 

The Zika virus (ZIKAV) was identified in Brazil in 2015 and resulted in the largest epidemic 

ever reported by this virus. The epidemic in Brazil was associated with an increase in the 

number of childs born with microcephaly, being considered a public health emergency of 

international importance. The pathogenesis of these complications is still unknown and the 

factors linked to these complications, such as immune response, viral load, host factors, time of 

infection or presence of comorbidities, are not clear. NK cells are activated during acute viral 

infection and their activity contributes to recognition and response against infected cells. Thus, 

the present work aimed to evaluate the response of Natural Killer (NK) cells from individuals 

infected by the Zika Virus by mass cytometry. This is a cross-sectional study, involving patients 

selected in an emergency in the city of Salvador. Patients with symptoms suggestive of acute 

viral infection between May 2015 and August 2017 were evaluated. The diagnosis of ZIKAV 

was confirmed with a positive result by rt-PCR in blood or urine or saliva. Patients were also 

tested for Dengue or Chikungunya infection (CHIKV) using rt-PCR. To assess the immune 

response, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained and cryopreserved. 

Afterwards, the cells were thawed and the NK cell response was evaluated by mass cytometry 

(Cytof). The results showed that the NK cells from these patients contained subsets of activated 

cells that express higher levels of CD57, NKG2C and KIR3DL1 compared to those from 

healthy donors. In addition, KIR3DL1+ NK cells from these patients produced high levels of 

IFN- and TNF- in response to in vitro stimulation. Additionally, in patients infected with 

ZIKV, an overproduction of IFN- was observed, which correlated with the STAT-5 activation 

marker. The results of the present study suggest that NK cells contribute to the generation of an 

efficacious adaptive anti-ZIKV immune response that could potentially affect the outcome of 

the disease and/or the development of persistent symptoms.  

 

Keywords: ZIKV. CyTOF. Immune response. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Zika vírus (ZIKAV) foi identificado pela primeira vez no Brasil em maio de 2015 

(CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). Estima-se que o número de infectados tenha 

sido de 440.000 a 1.300.000 indivíduos (ECDC, 2015). Em novembro de 2015 o ministério da 

Saúde reconheceu uma associação entre microcefalia em recém-nascidos e o ZIKV. Até 

fevereiro de 2016, havia mais de 508 casos confirmados de microcefalia e outras alterações no 

sistema nervoso central (VENTURA et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Em consequência 

disso, a Organização Mundial da Saúde (OMS) decretou que a epidemia pelo ZIKV constituía 

uma emergência de saúde pública de Importância Internacional (ECDC, 2015) e é um problema 

de saúde pública no Brasil (FULLER et al., 2017). Além da microcefalia, existem evidências 

que apontam uma forte ligação entre a infecção pelo ZIKV e a ocorrência de complicações 

neurológicas como a síndrome de Guillan-Barré em adultos (CAO-LORMEAU et al., 2016). 

Até o momento a resposta imune no curso da infecção pelo ZIKV foi pouco avaliada e 

ainda existem importantes lacunas nesta área de conhecimento. A patogênese destas 

complicações ainda não está esclarecida e não estão claros quais fatores estariam ligados aos 

desfechos clínicos, a exemplo da carga viral, fatores do hospedeiro, momento da infecção ou 

presença de outras comorbidades. O papel da resposta imune na proteção e/ou na associação 

dessas complicações necessita ser investigado. As células Natural Killer (NK) têm um papel 

fundamental na resposta imune celular em infecções virais. Os estudos com estas células na 

infecção pelo ZIKV ainda são restritos e insuficientes em revelar resultados que contribuam 

com o conhecimento acerca do papel destas células na infecção.  

No presente trabalho, foi realizada uma caracterização do fenótipo e função das células 

Natural Killer de indivíduos infectados pelo Zika Vírus.  

A execução do presente estudo pôde contribuir para o entendimento da resposta das 

células NK no contexto da infecção pelo ZIKAV, além de contribuir no entendimento da 

fisiopatologia da infecção e de identificação de possíveis assinaturas imunológicas que possam 

auxiliar na compreensão do papel da resposta imune inata nesta infecção. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 14 

 

2.1 VÍRUS ZIKA 

 

O vírus Zika (ZIKAV) é um arbovírus, envelopado, esférico, com cerca de 50nm de 

diâmetro. Pertencente à família Flaviviridae e ao gênero Flavivírus, este vírus apresenta uma 

fita de RNA positivo, com cerca de 10.794 bases e possui três proteínas estruturais (envelope, 

membrana e capsídeo) e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) 

(Figura1) (LINDENBACH et al., 2003; CLARKE et al., 2015; PAUL; BARTENSCHLAGER., 

2015; DOUGHTY et al. 2017). 

 

 
Figura 1 – Estrutura, proteínas estruturais e não estruturais do ZIKV  

Fonte: (adaptado VIRAL ZONE, 2021) 

 

 

2.2 HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA DO ZIKAV 

 

 

O ZIKAV foi isolado pela primeira vez em 1947, de um macaco Rhesus proveniente da 

floresta Zika, localizada em Entebbe, na Uganda. Em seguida, o vírus foi isolado de mosquitos 

Aedes africanus, no mesmo local. (DICK, 1952). Posteriormente, em 1954, o vírus foi isolado 

em humanos na Nigéria (MCNAMARA et al., 1954). O ZIKAV permaneceu endêmico 

restritamente a alguns países da África equatorial e da Ásia, até que em 2007, foi relatada uma 

grande epidemia do vírus nas ilhas de Yap, que compõe a Federação dos Estados da Micronésia. 

As estimativas da soro prevalência do ZIKAV nestas ilhas demonstraram que aproximadamente 

70% da população havia sido infectada (DUFFY et al., 2009). Entre os anos de 2007 a 2013, 

foram relatados poucos casos da infecção em indivíduos que viajavam para África e Ásia (FOY 

et al., 2011; KWONG et al., 2013).  
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No ano de 2013 foi relatada uma epidemia de ZIKAV na Polinésia Francesa, que 

apresentou mais de 300 indivíduos com infecção confirmada e com aproximadamente 29.000 

pessoas (10% da população) com sintomas sugestivos do ZIKAV. Em seguida, o vírus foi 

identificado em outras regiões do pacífico, como nas Ilhas Cook, Nova Caledônia e Ilha de 

Páscoa e nas Américas (IOOS et al., 2014; MUSSO et al., 2014; ROTH et al., 2014; ZHANG 

et al., 2017)  

Nas Américas, o vírus foi identificado pela primeira vez no Brasil por pesquisadores da 

Universidade Federal da Bahia (UFBA), em 2015 (CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et al., 

2015). Nos meses seguintes, a infecção se espalhou pelos diversos Estados do Brasil, 

caracterizando-se como a maior epidemia do ZIKAV já relatada, estimada em cerca de 440.000 

a 1.300.000 indivíduos infectados (ECDC, 2015; GRASSI et al., 2016).  

Existem algumas hipóteses para estimar como o ZIKAV tenha chegado ao Brasil. 

Acredita-se que o vírus possa ter sido introduzido durante a Jornada Mundial da Juventude, em 

2013, devido à grande circulação de jovens da África e Ásia no país (EPELBOIN et al., 2017). 

No mesmo período, em 2013, ocorreu a Copa das Confederações, que pode ter introduzido o 

vírus no Brasil (FARIA et al., 2016). Acredita-se ainda que o vírus pode ter sido introduzido na 

Copa do Mundo em 2014, através de visitantes vindos da Polinésia Francesa (SALVADOR; 

FUJITA, 2016). Outras hipóteses sugerem que a chegada do vírus no Brasil tenha sido advinda 

do Campeonato Mundial de Canoagem em 2014 (MUSSO, 2015). 

Em fevereiro de 2016, casos autóctones da infecção pelo ZIKV já haviam sido relatados 

em 26 países (Barbados, Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Curaçao, República 

Dominicana, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guadalupe, Guatemala, Guiana, Haiti, 

Honduras, Jamaica, Martinica, México, Nicarágua, Panamá, Paraguai, Porto Rico, Saint Martin, 

Suriname, Ilhas Virgens e Venezuela) (WHO, 2016). Assim, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) passou a considerar a epidemia pelo ZIKAV uma emergência de saúde pública de 

importância internacional (ECDC, 2015).  

De acordo com o Boletim Epidemiológico do Ministério da Saúde, no Brasil, foram 

registrados, como casos prováveis, 37.011 casos de ZIKAV em 2015, 215.327 em 2016, 17.593 

em 2017, 7.544 em 2018 e 10.768 em 2019. Já em 2020, só no primeiro semestre, foram 

notificados 905.912 casos prováveis (taxa de incidência de 431,1 casos por 100 mil habitantes). 

A figura 1 demonstra a propagação do ZIKAV da Floresta Zika em Uganda até as Américas 

(Figura 2).  
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Figura 2 - Propagação do vírus Zika da Floresta Zika em Uganda até as Américas  

Fonte: (MAUCOURANT; QUEIROZ et al., 2019). 

 

 

2.3 MODOS DE TRANSMISSÃO DO ZIKV 

 

O ZIKAV pode ser transmitido pela via vetorial, pela via sexual, pela via vertical, além 

de ser transmitido através de transplante de órgãos e doação de sangue (Figura 3). Na 

transmissão vetorial, as espécies de mosquitos do gênero Aedes, principalmente a espécie Aedes 

aegypti atuam como principal vetor. Além deste, existe relato de outras espécies transmissoras, 

como Aedes albopictus, Aedes dalzieli, Aedes furcifer, Aedes hensilii, Aedes hirsutus, Aedes 

luteocephalus, Aedes metálico, Aedes taylori, Aedes unilineatus, Aedes vittatus, dentre outros. 

Apesar das diversas espécies possuírem papel na transmissão do ZIKAV, devido sua grande 

adaptação ao ambiente urbano, acredita-se que o os surtos de 2015 ocorreram principalmente 

pela transmissão através do Aedes aegypti (LANCIOTTI et al., 2008; HAYES, 2009; 

KRAEMER et al., 2015; AYRES, 2016; SMARTT et al., 2017). Acredita-se também que em 

uma única picada o Aedes aegypti seja capaz de transmitir o Dengue vírus (DENV), o Zika 

vírus (ZIKV) e o Chikungunya vírus (CHIKV)(RUCKERT et al., 2017). 

 Além da transmissão vetorial, estudos mostram a infecção pelo ZIKAV associada a 

transmissão por via sexual (MUSSO et al., 2015a), devido à presença e persistência do vírus no 

sêmen e em fluidos vaginais (BARZON et al., 2016; MURRAY et al., 2017),  a transmissão  

vertical por via transplacentária e a transmissão parenteral também já foram relatadas 
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(BESNARD et al., 2014; MUSO et al., 2014b; ADIBI et al., 2016). Em relação a localização, 

o ZIKV já foi observado na saliva humana (MUSSO et al., 2015b), no sangue (MUSSO et al., 

2015a), além do sêmen e urina (GASKELL et al., 2017).  

 
 
Figura 3 - Vias de transmissão do ZIKV  

Fonte: (adaptado RODRIGUEZ-MORALES et al., 2016). 

 

 

2.4 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

Historicamente, o quadro clínico inicial da infecção pelo ZIKV foi principalmente 

associado a uma doença febril leve, autolimitada e de curta duração (GOULD; SOLOMON, 

2008). Estima-se que 80% dos casos de infecções pelo ZIKV sejam assintomáticos e a maior 

parte dos casos sintomáticos não se associam com complicações graves. O período de incubação 

dura cerca de 10 dias e os sinais e sintomas são semelhantes a infecção pelo DENV, mas sem 

graves associações hemorrágicas. Geralmente os sinais mais frequentes na infecção pelo ZIKV 

são a febre baixa, erupção maculopapular pruriginosa e mialgia. Mas também são relatados 

cefaleia, conjuntivite, artralgia, dores de garganta e vômito (DUFFY et al., 2009; HAYES, 

2009). Geralmente estes sintomas permanecem por três a sete dias, mas a mialgia e artralgia 

pode persistir por mais dias em alguns pacientes (TAPPE et al., 2014). Além destas 

manifestações, a infecção pelo ZIKV tem sido associada ao contexto de outros desfechos, como 

a síndrome de Guillain-Barré e a Síndrome congênita do ZIKV (CAO-LORMEAU et al., 2016). 
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2.4.1 Síndrome de Guillain-Barré 

 

Evidências também mostraram a associação da infecção pelo ZIKAV ao 

desenvolvimento da síndrome de Guillain-Barré (SGB), uma neuropatia autoimune, pouco 

frequente caracterizado por fraqueza muscular progressiva dos membros e paraparesia dos 

membros superiores e inferiores, parestesias nas extremidades, mialgia, insuficiência 

respiratória, dentre outros (OEHLER et al., 2013; HUGH et al., 2016; PINHEIRO et al., 2016, 

WILLISON et al., 2016). 

A incidência mundial da SGB é de aproximadamente 1 caso por 100.000 pessoas e em 

casos raros, pode levar à morte (IOOS et al., 2014). Em 2015, a OMS relatou 1708 casos de 

SGB no Brasil, embora isso deva ser interpretado com cautela, pois vários casos não foram 

testados para infecção por ZIKAV (WHO, 2016). As razões para o aumento na incidência de 

SGB no Brasil, mas também em El Salvador e Suriname são desconhecidas, particularmente 

porque potencialmente outros patógenos virais, como DENV ou CHIKV podem estar 

envolvidos. É importante ressaltar que a SGB na infecção pelo ZIKAV foi associada a uma 

maior morbidade durante a fase aguda, em comparação com o SGB desencadeado por outras 

etiologias (NAVECA et al., 2018). 

 

2.4.2 Síndrome congênita do ZIKAV 

 

Após a epidemia do ZIKAV que ocorreu no Brasil em 2015, um progressivo número de 

casos de crianças nascidas com microcefalia chamou a atenção das autoridades, que levou a 

uma série de investigações para verificar a transmissão transplacentária do vírus. Em 2016 a 

hipótese foi confirmada, quando o ZIKAV foi detectado o fluido amniótico de duas gestantes 

de fetos confirmados com microcefalia (CALVET et al., 2016; NUNES et al., 2016).  

A infecção pelo ZIKV durante a gravidez pode levar a chamada Síndrome Congênita 

do ZIKV e a outra gama de alterações congênitas. Diversas infecções podem levar a síndromes 

congênitas, entretanto, Moore e colaboradores (2017), relatam que na infecção pelo ZIKV, a 

síndrome leva a alterações na morfologia craniana, anomalias cerebrais, anomalias oculares e 

contraturas congênitas. Além de restrições no crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer. 

Estes autores listam cinco características principais que são observadas na síndrome congênita 

do ZIKV e raramente são observadas em outras síndromes congênitas, são elas: microcefalia 

severa; diminuição do tecido cerebral com um padrão específico de dano cerebral, incluindo 

calcificações subcorticais; danos na região anterior do olho, incluindo cicatrizes maculares e 
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mancha pigmentar da retina; contraturas congênitas e Hipertonia que restringe o movimento do 

corpo logo após o nascimento (MLAKAR et al., 2016; MOORE et al., 2017). 

 

2.5 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

A infecção pelo ZIKV pode levar a alterações laboratoriais como leucopenia transitória 

e, em alguns casos, trombocitopenia. Além destes achados, pode-se observar elevação nas 

enzima séricas aspartato-aminotransferase/transaminase glutâmico-oxalacética (AST/TGP) 

e/ou alanina aminotransferase/transaminase glutâmico-pirúvica (ALT/TGP). Apesar disso, 

estes achados são inespecíficos e insuficientes para o diagnóstico diferencial do ZIKV (TAPPE 

et al., 2014).  

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo ZIKV é baseado na detecção do RNA viral 

por RT-PCR. Usualmente, o RNA viral no soro dos pacientes infectados é detectado somente 

até o quinto dia da infecção. Já na urina, é possível do RNA viral duas a três semanas da infecção 

(CAMPOS et al., 2015; GOURINAT et al., 2015; CHARREL et al., 2016; PESSÔA et al., 

2016).  

Embora a IgM específica seja detectada por ELISA, poucos laboratórios têm essa 

capacidade. O diagnóstico laboratorial é limitado devido à baixa viremia e a reatividade cruzada 

de anticorpos ZIKAV com outros Flavivirus (como DENV e vírus da febre amarela) e requer 

normalmente confirmação por ensaios de neutralização em placa (CHARREL et al., 2016). 

 

2.6 A INFECÇÃO E PATOGÊNESE  

 

 A patogênese das complicações associadas a infecção pelo ZIKAV ainda é 

desconhecida. Além disso, não estão claros quais fatores estariam ligados aos desfechos 

clínicos, a exemplo da carga viral, fatores do hospedeiro, momento da infecção ou presença de 

outras comorbidades. 

 Sabe-se que o tropismo do ZIKAV por regiões específicas pode ter um importante papel 

nos desfechos clínicos e na transmissão do vírus. Estima-se que a infecção no mosquito 

transmissor se dá através da ingestão de sangue de indivíduos infectados durante a infecção 

aguda. Cerca de cinco a dez dias após o repasto, o vírus já pode ser detectado na saliva do vetor 

(WONG et al., 2013). A partir daí, durante novos repastos, o mosquito transmite o vírus para 

os seres humanos. Acredita-se que fibroblastos e queratinócitos da pele do indivíduo são 

permissivos à infecção pelo ZIKAV. Estas células possuem um importante papel na 
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disseminação inicial do vírus, mas os mediadores envolvidos neste processo, ainda não estão 

completamente elucidados. Estima-se que a etapa inicial do ciclo é a ligação do vírus ao(s) 

fator(es) de entrada na célula hospedeira, incluindo DC-SIGN, AXL e TYRO3 que 

demonstraram ser importantes para mediar a infecção pelo ZIKAV (HAMEL et al., 2015; 

NOWAKOWSKI et al., 2016). 

Após a entrada, o ZIKAV se replica em macrófagos teciduais e células dendríticas que 

levam o vírus para os nódulos linfáticos e outros tecidos linfoides. São, assim, recrutados 

números aumentados de macrófagos que amplificam ainda mais a replicação viral (NGONO & 

SHRESTA, 2018) e assim, disseminação e tropismo do vírus para diversos tecidos e locais do 

organismo, como o sistema nervoso central (SNC), cérebro (progenitores neurais, neurônios 

maduros e astrócitos), olhos (células ganglionares, neurônios bipolares, nervo óptico, córnea, 

câmara anterior do humor aquoso), útero e vagina (epitélio vaginal, fibroblastos uterinos), 

placenta (células de Hofbauer, trofoblastos, células endoteliais), testículos (células de Leyding, 

células de Sertoli, espermatogônias), fluidos corporais (lágrimas, saliva, sêmen, muco cervical, 

urina) (CALVET et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; MINER; DIAMOND 2017). Ainda assim, 

os mecanismos nos quais o vírus chega a estes locais ainda não estão totalmente esclarecidos.  

 

2.7 RESPOSTA IMUNE 

 

A resposta imune ao ZIKAV foi pouco avaliada até o momento, mas sabe-se que a 

resposta imune inata é uma das primeiras linhas de defesa do hospedeiro. Muitos receptores 

estão envolvidos na resposta imune inata contra vírus, como Toll-like receptores (TLR) e 

receptores induzidos pelo ácido retinoico I (RIG-I), que detectam diferentes padrões 

moleculares associados a patógenos e desencadeiam respostas antivirais produzindo interferons 

tipo I (IFNs), em particular IFN-β e múltiplos subtipos de IFN-α, que montam uma defesa inata 

rápida e potente contra vários vírus (MEYLAN et al, 2006; SADLER et al., 2008). A produção 

de IFNs tipo I é iniciada através do reconhecimento destes padrões moleculares associados ao 

patógeno (PAMPs), gerados durante a infecção viral (HONDA; TANIGUCHI, 2006). Apesar 

disso, a importância dos IFNs tipo I e III na imunidade inata antiviral do hospedeiro é destacada 

pela diversidade de estratégias virais para evadir essas respostas (VERSTEEG; GARCIA-

SASTRE, 2010). A capacidade do ZIKAV de neutralizar (ou interferir com) a produção de 

IFNs tipos I e II poderia contribuir para sua capacidade de atravessar a placenta durante a 

gravidez e causar doença neuronal no feto em desenvolvimento (LUM et al., 2018) 
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Os IFNs tipo I e tipo III não são as únicas citocinas que são direcionadas (ou cuja 

produção é modulada) pelo ZIKAV. Um estudo longitudinal de uma coorte de pacientes 

infectados pelo ZIKAV em Cingapura revelou altos níveis de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, incluindo GM-CSF, IFN-γ, IL-1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-17, IL-22, 

CXCL10, CCL2 e CCL5 (LUM et al., 2018) que foram identificados apenas na fase aguda da 

infecção viral, tornando-os marcadores úteis para infecção aguda pelo ZIKAV. Entretanto, a 

superexpressão de três mediadores pró-inflamatórios dominantes, IFN-γ, CXCL10 e CCL5, 

parece ser suficiente para gerar uma resposta anti-ZIKAV efetiva e, consequentemente, uma 

doença leve. O IFN-γ é importante neste contexto, pois coordena a transição da resposta imune 

inata à adaptativa, apoiando a ativação de macrófagos e o recrutamento de outras células 

imunológicas, como os linfócitos TH1, para o local da infecção (SCHNEIDER et al., 2014). 

A imunopatologia dos distúrbios associados a síndrome congênita do ZIKAV ainda não 

estão bem descritos. Apesar disso, um mecanismo potencial para a microcefalia observada, é a 

capacidade do ZIKAV de infectar preferencialmente as células progenitoras neurais humanas e 

desencadear sua apoptose (CALVET et al., 2016). A capacidade da microglia de interagir com 

os tecidos infectados pelo ZIKAV também pode contribuir para uma maior disseminação do 

vírus no cérebro em desenvolvimento (VAN DEN POL et al., 2017). A ativação da microglia 

leva à produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 e moléculas 

citotóxicas, como o óxido nítrico, que agravam os danos inflamatórios (DIOP et al., 2018).  

Além disso, Naveca e colaboradores (2018) revelam também uma superexpressão de CXCL10, 

uma quimiocina ligada ao dano neuronal, durante a infecção aguda por ZIKAV (NAVECA et 

al., 2018). Além disso, uma extensa análise que avaliou 69 citocinas revelou que as quimiocinas 

CXCL10, CCL8 e CCL2 foram especificamente associadas à infecção sintomática por ZIKAV 

durante a gravidez e mais importante, que níveis elevados de CCL2 e sua correlação inversa 

com os níveis CD163, TNF- e CCL22 estavam aparentemente associados ao nascimento 

anormal induzido pelo ZIKAV (FOO et al., 2018). Juntas, essas observações sugerem que o 

excesso de produção de algumas citocinas e quimiocinas induzidas por determinadas células 

em mulheres grávidas com ZIKAV poderia contribuir para os danos neuronais que afetam o 

desenvolvimento do cérebro fetal e o desenvolvimento da microcefalia. 

Dados também sugerem que a resposta imune à infecção por ZIKAV pode estar 

parcialmente implicada na sintomatologia da síndrome de Guillain-Barré, embora a 

imunopatologia dos distúrbios associados Síndrome de Guillain-Barré no ZIKAV não esteja 

esclarecida. Sabe-se que as citocinas pró-inflamatórias desempenham vários papéis na 

patogênese da SGB, como TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-17, IL-18 e IL-23, mas também 
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mediadores inflamatórios, como TGF-β, IL-4 e IL-10, bem como IL-27, que exerce efeitos pró-

inflamatórios e anti-inflamatórios, (NYATI;  PRASAD, 2014; WANG et al., 2017). Parece que 

IL-23 e IL-27, dois membros da família IL-12, estão mais particularmente associados à 

recuperação do GBS (PENG et al., 2018), enquanto o CXCL10 foi implicado na patogênese do 

GBS (CHIANG; UBOGU et al., 2013). Assim, hipotetizou-se que altos níveis de CXCL10 em 

pacientes com ZIKAV podem contribuir para danos neuronais que afetam o desenvolvimento 

do cérebro fetal e possivelmente atingir nervos periféricos na síndrome de Guillain-Barré, bem 

como (NAVECA et al., 2018). 

 

2.7.1 Células NK 

As células NK, foram identificadas pela primeira vez em 1975, fazem parte das células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) e participam da resposta imune inata 

(KIESSLING et al., 1975; JOSEPH e LEWIS, 2009). Estas células atuam especialmente na 

resposta contra vírus, sem necessitar de sensibilização prévia. Exercem também um papel 

fundamental na imunovigilância contra células cancerígenas (ZAMAI et al., 1998; 

CERWENKA; LANIER, 2001; BAR et al., 2014).  

A expressão de moléculas CD16 e CD56, bem como a ausência da molécula CD3 na 

superfície das células NK, representam marcadores fenotípicos importantes para estas células. 

As células NK também não expressam o Receptor de Células T (TCR). Contudo, há uma 

população celular que expressa o TCR e o CD3, além das moléculas CD16 e CD56, são as 

células NKT (COOPER et al., 2001; CALIGIURI, 2008). Estas células atuam por meio da 

produção de citocinas e de mecanismos citotóxicos, eliminando células tumorais e células 

infectadas por patógenos intracelulares (JANEWAY et al., 2006). Além destes marcadores, o 

CD57 é um importante marcador de células senescentes com capacidade proliferativa reduzida 

e propriedades funcionais alteradas (KARED et al., 2016). 

As células NK são um elemento-chave do sistema imunológico inato e representam uma 

defesa de primeira linha contra uma variedade de infecções virais. Eles desempenham tanto 

papéis antivirais quanto regulatórios através da liberação de fatores solúveis e operam através 

de um balanço de sinais inibitórios e ativadores que lhes permitem detectar e lisar células alvo 

infectadas por vírus. (O’CONNOR et al., 2005; LIANG et al., 2008; CHEENT; KHAKOO, 

2009; CHAPLIN, 2010; GASSER ; RAULET, 2006; SUN; LANIER, 2011; VIVIER et al., 

2011). Quando há um predomínio de sinais ativadores, a célula exibirá os seus mecanismos 

citotóxicos. Por outro lado, se houver mais sinais de inibição a célula não realizará a lise da 

célula alvo. Além disso, acredita-se que se os sinais de ativação e inibição forem equivalentes, 
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os sinais inibitórios prevalecerão. A atividade das células NK é regulada por um equilíbrio dos 

sinais relacionados a estes receptores. Estes receptores também possuem um papel essencial na 

produção de citocinas e na regulação da atividade lítica. (FARAG et al., 2002; ALMEIDA-

OLIVEIRA; DIAMOND, 2008).  

Os receptores de ativação e inibição, presentes na superfície das células NK e o seu 

papel no reconhecimento de células infectadas por vírus está relacionado ao equilíbrio na 

expressão desses receptores e da ligação com seus respectivos ligantes na membrana da célula 

alvo. Desta forma, a interação destes receptores pode determinar a atividade efetiva das células 

NK sobre a célula alvo. (LIMA et al., 2001; KELLEY et al., 2005; CHEENT; KHAKOO, 2009; 

IGLESIAS et al., 2009). Os receptores são classificados de acordo com a estrutura, tipo de 

ligante ou função. Com base na estrutura, esses receptores são divididos em quatro famílias 

principais: Receptores de Citotoxicidade Natural (NCR, Natural Cytotoxicity Receptors); 

Receptores Killer Semelhantes às Imunoglobulinas (KIR, Killer cell immunoglobulin like 

receptors); Receptores Killer tipo Lectina (KLR, Killer Cell Lectin-Like Receptors) ou 

Receptores da família semelhante a lectina do tipo-C e Receptores Leucocitários semelhantes 

às imunoglobulinas (LILR, Leucocyte Ig-Like Receptors). Para as famílias KIR, KLR e LIRL, 

em geral, os ligantes são moléculas de MHC, mas para a família dos NCR, os ligantes ainda 

são pouco conhecidos (LIMA et al., 2001).  

Os Receptores de Citotoxicidade Natural (NCR, Natural Cytotoxicity Receptors) são 

compostos apenas por receptores de ativação. Dentre eles, o NKp30 (CD336 ou NCR2), NKp46 

(CD335 ou NCR1) e o NKp44 (CD337 ou NCR3). A nomenclatura atribuída a cada NCR está 

ligada ao seu peso molecular. Acredita-se que o NKp44 seja expresso apenas em células NK 

ativadas, enquanto o NKp46 e o NKp30 são expressos constitutivamente nas células NK 

circulantes. Outros autores relatam que estes receptores não estão restritos a células NK, e foram 

detectados em graus variáveis na maior parte dos tipos de células hematopoiéticas 

(MCMAHON; RAULET, 2001; FOSTER et al., 2003; ALMEIDA-OLIVEIRA; DIAMOND, 

2008a-b.  

Os Receptores Killer Semelhantes às Imunoglobulinas (KIR, Killer cell immunoglobulin 

like receptors), apresentam receptores com função de ativação e de inibição. Os nomes 

atribuídos a cada KIR é baseado na estrutura da proteína. Letra D, relacionada a quantidade de 

domínios extracelulares semelhantes a imunoglobulinas, letra L (large), quando a cadeia 

citoplasmática é longa, ou S (short) quando curta, e por fim, um número, de acordo ao número 

de genes no cromossomo (MORETTA; MORETTA, 2004; MARANGON et al., 2008).  
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Os Receptores Killer tipo Lectina (KLR, Killer Cell Lectin-Like Receptors) ou Receptores 

da família semelhante a lectina do tipo-C, estão presentes em células NK e compõem receptores 

de ativação e de inibição. Compõem este grupo os receptores de inibição NKG2A (CD159 ou 

CD94) e o NKGK2B, e os receptores de ativação NKG2D (CD314) e NKR-P1A (CD161). 

(LEE et al., 1998; PAROLINI et al., 2000; RAULET, 2003; LI., et al 2001; KIM et al., 2005; 

CHEENT e KHAKOO, 2009; ORR; LANIER, 2010).  

 A exaustão celular é caracterizada pela perda progressiva das funções celulares e 

culmina com a apoptose das células exaustas. Geralmente está associada a uma estimulação 

antigênica persistente. Durante o processo de exaustão, ocorre gradativamente aumento na 

quantidade e na diversidade dos marcadores de exaustão. Dentre esses marcadores estão o PD-

1 (Morte Programada), TIM-3 (Domínios de mucina e imunoglobulina de célula T), CTLA-4 

(Antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico), ICOS (Coestimulador induzível de células T) 

e LAG-3 (Gene 3 de ativação linfocitária) (GOLDEN-MASON et al., 2009; WHERRY et al., 

2007; WHERRY et al., 2011) 

A célula NK também é o principal tipo de célula envolvida na citotoxicidade mediada 

por células dependente de anticorpos (ADCC). A expressão do receptor FcγRIII (CD16) liga-

se a uma porção Fc de um anticorpo na membrana de uma célula infectada, em seguida a célula 

NK pode liberar IFN-γ, perforina e granzimas para realizar a lise das células alvo (CLYNES et 

al., 2000; JANEWAY et al., 2006). 

As células NK possuem mecanismos de citotoxicidade, através da liberação de grânulos 

citotóxicos e citocinas que são essenciais para o controle de células infectadas (HENKART, 

1985; CARVALHO et al., 2001; JANEWAY et al., 2006). A indução de apoptose na célula 

alvo consiste no principal mecanismo de controle das infecções. O IFN-, dentre outras funções, 

atua como um mediador químico que promove um aumento da expressão de MHC-I e auxilia 

o processamento antigênico, favorecendo uma resposta destas células contra as células alvo 

(CARVALHO et al., 2001; ABBAS et al., 2008). 

Os grânulos citotóxicos contêm moléculas proteicas de perforina, granzimas, 

granulisina, serglicina e catepsinas que são fundamentais no processo de citotoxicidade celular. 

Durante o processo de degranulação, glicoproteínas presentes na membrana de vacúolos que 

contêm estes grânulos, como a molécula CD107a (LAMP-1), ficam retidas transitoriamente na 

membrana da célula citotóxica, sendo este um importante marcador de degranulação recente 

(PETERS et al., 1991; KRENSKY, 2000; TRAPANI, 2001; AKTAS et al., 2009; DE SAINT 

BASILE et al., 2010). 
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Quando a célula citotóxica é estimulada e libera o conteúdo dos vacúolos granulares de 

perforina, se ligam à membrana da célula alvo e formam poros, de 5 a 20 nm na bicamada 

lipídica (SAUER et al., 1991; KAGI et al., 1994; LOWIN et al., 1994; PIPKIN & 

LIEBERMAN, 2007). Estes poros alteram a integridade da membrana da célula alvo e 

promovem um desequilíbrio hidroeletrolítico, que associado a entrada de outras moléculas pro-

apoptóticas presentes podem levar estas à morte (BARRY; BLEACKLEY, 2002; PIPKIN; 

LIEBERMAN, 2007). 

Até o momento, poucos dados sobre o envolvimento de células NK na infecção por 

ZIKAV foram relatados na literatura (GLASNER et al., 2017; LUM et al., 2018; 

MAUCOURANT et al., 2019). Mas dados sugeriram que as células infectadas com ZIKAV 

realizaram uma suprarregulação do MHC de classe I, mediada pelo feedback positivo de IFN‐

β e consequente inibição da atividade das células NK. Isso se deve ao fato de que o receptor 

KIR2DL2 e Receptores LILRB1 podem exibir ligação aumentada com HLA-A (KIR2DL2, 

LILRB1), HLA-B (LILRB1) e HLA-C (LILRB1), facilitando assim o escape imunológico de 

ZIKV (GLASNER, 2017). Entretanto, outro estudo relatou que a infecção por ZIKAV induz a 

expressão de muitos genes estimulados por IFN-γ (CHAUDHARY et al., 2017).  Além disso, 

outros grupos mostraram que o pré-tratamento de fibroblastos com IFN-γ restringe a replicação 

do ZIKAV (HAMEL et al., 2015), possivelmente através do início de um mecanismo de 

feedback inibitório. Lum e colaboradores (2018b), realizaram uma Imunofenotipagem de 

células do sangue periférico de pacientes infectados com ZIKV e observaram que o vírus foi 

capaz de contrabalançar a atividade de monócitos e/ou células NK devido a superexpressão de 

CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CCL5 durante a fase aguda da infecção. Além disso, níveis de 

IL-23, IL-27 e IL-12, também aumentaram, bem como  a análise do transcriptoma revelou que 

IL-18, TNF ‐ α, CD107 e IFN‐γ potencializaram a atividade das células NK. O estudo realizado 

por Schanoski e colaboradores (2019), avaliou a granzima A (GzmA), que é um importante 

marcador de degranulação e morte celular. Os resultados mostraram um grande aumento de 

GzmA em indivíduos durante a infecção na fase aguda de ZIKV. Tal resultado pode pressupor 

uma grande participação das células NK como células de defesa da infecção. Em um outro 

estudo, que avaliou casos fatais de Microcefalia induzida por ZIKV, os autores observaram que 

células NK contribuíram diretamente para o dano celular. Células NK marcadas com CD57 

induziram a produção de IFN‐γ no parênquima neural e no quadro inflamatório perivascular. 

Essas células também exibiram a expressão de caspase 3, TNF‐α, IFN‐α e IFN‐β (AZEVEDO 

et al., 2018). 
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Nos trabalhos com modelos animas, um estudo que avaliou macacos Rhesus como 

modelo experimental, as células NK foram associadas à uma resposta antiviral eficiente, através 

da secreção de granzimas e perforinas que eliminam células infectadas por vírus, 

principalmente durante o pico da viremia (SILVEIRA et al., 2017). Além disso, um estudo 

preliminar também em macacos Rhesus mostrou que a via de inoculação está diretamente 

relacionada à resposta das células NK. Neste contexto, a infecção por ZIKAV por inoculação 

intravaginal nestes animais diminuiu a expressão da proteína 1 de morte celular programada 

(PD-1) em Células NK (WOOLLARD et al., 2018). 

Assim, o entendimento do papel entre os receptores das células NK, bem como os 

grânulos citotóxicos e citocinas envolvidas na infecção e o seu desfecho no desenvolvimento 

da imunidade e patogênese do ZIKAV, ainda necessita de mais investigação. Desta forma, 

embora muitos estudos estejam sendo desenvolvidos em indivíduos infectados pelo ZIKAV, a 

patogênese desta doença e papel das células NK na infecção ainda não são bem conhecidos. 

Estudos com estas avaliações podem ajudar a compreender a influência da resposta de células 

NK nestes pacientes.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

         Avaliar a resposta das células Natural Killer (NK) de indivíduos infectados pelo Vírus 

Zika.  

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

• Revisar a literatura destacando o papel das citocinas e quimiocinas na infecção pelo 

ZIKAV e suas ligações potenciais à patogênese; 

• Avaliar o fenótipo e a função das células NK por citometria de massa (CyTOF); 

• Realizar ensaio funcional de infecção de Mo-DCs com ZIKV, K562 e cocultura com 

células NK; 

• Avaliar a degranulação de células NK e produção intracelular de citocinas por citometria 

de fluxo; 

• Realizar Análise de PCR em tempo real de IL-12 p35 e IL-12 p40. 
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4 CAPÍTULO 1 - ARTIGO 1  

 

 

Para entender o papel das citocinas e quimiocinas na infecção pelo ZIKAV e suas 

ligações potenciais à patogênese foi realizada uma revisão da literatura intitulada “Zika virus 

in the eye of the cytokine storm”, que foi publicada no Periódico Eur. Cytokine Netw. Vol. 30,  

n° 3, Setembro de 2019 74-81, apresentado no capítulo 1 desta tese. 
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Figura 4 – Artigo 1: Zika vírus in the eye of the cytokine storn 

Fonte: (MOUCOURANT et al. 2019)  
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5 CAPÍTULO 2 – ARTIGO 2 

 

 

A avaliação do fenótipo e a função das células NK por citometria de massa (CyTOF) 

foi realizada e os resultados foram descritos no estudo intitulado “NK Cell Responses in Zika 

Virus Infection Are Biased towards Cytokine-Mediated Effector Functions”, publicado no 

Journal of Immunology, apresentado no capítulo 2 desta tese. 
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Figura 5 – Artigo 2: Nk cell disponses in zika virus infection are biased towards cytokine – mediated 

effector functions 

Fonte: (MOUCOURANT et al. 2021)  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No primeiro estudo, a nossa revisão buscou avaliar o papel das citocinas e quimiocinas 

na infecção pelo ZIKAV e suas ligações potenciais à patogênese. Desta forma, percebemos que 

na infecção pelo ZIKV, a resposta imune inata pode ser essencial para o estabelecimento de 

mecanismos para controlar a infecção. No entanto, durante a infecção inicial, o ZIKAV pode 

escapar a resposta imune e modular uma série de eventos que culminam na entrada do vírus 

principalmente células endoteliais, bem como subtipos de macrófagos M1 e M2. Esta atividade 

pode ser atribuída à ação de fatores de entrada, como DC-SIGN, AXL, and TYRO3. Após a 

entrada, o ZIKAV replica-se em macrófagos no tecido e/ou em células dendríticas, que levam  

o vírus para os nódulos linfáticos e outros tecidos linfóides e a "cascata de citocinas" é ativada 

ainda durante este processo inicial (HAMEL et al., 2016; NOWAKOWSKI et al., 2016; 

NGONO & SHRESTA., 2018). Ainda naquele momento, havia escassos relatos sobre o 

envolvimento de células NK na infecção por ZIKAV relatados na literatura. Para isso, o 

segundo estudo, buscou avaliar extensivamente através da plataforma de análise de alta 

tecnologia o fenótipo e a função das células NK por citometria de massa (CyTOF). 

Apesar do nosso estudo, nenhum relato usando a técnica de Citometria de Massa 

(CyTOF) para avaliações da resposta imune inata na infecção pelo ZIKAV foi identificado. A 

maior parte dos estudos atuais que avaliam a resposta imune no contexto de diversas doenças 

utilizam a citometria de fluxo como técnica. Ao contrário da citometria de fluxo, que requer 

compensação para a sobreposição de fluorescência espectros, a citometria de massa (CyTOF) 

utiliza anticorpos marcados com metais, desta forma, não há interferência da sobreposição 

espectral entre os canais (BENDALL et al., 2011) 

Atualmente, CyTOF permite análise de mais de 45 parâmetros simultaneamente em uma 

única célula (AMIR et al., 2013). Os citômetros de fluxo convencionais, que utilizam anticorpos 

conjugados fluorescentes para detectar parâmetros celulares, foram praticamente limitados em 

cerca de 15-18 parâmetros. O perfil espectral é limitado em sua capacidade e parece haver 

pouco espaço para forçar mais fluoróforos no perfil espectral em cerca de 18 parâmetros, por 

este motivo, CyTOF é vantajoso em relação a citometria de fluxo fluorescente tradicional, pois 

permite que um número significativo de parâmetros seja estudado por célula. O CyTOF também 

é mais sensível e há menos erros (FLOWJO, 2019). As desvantagens do CyTOF estão 

principalmente associadas ao fato de que as células são incineradas (portanto, não há recursos 

de classificação). Além disso, os reagentes são extremamente caros atualmente, mas como 
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qualquer tecnologia, o preço provavelmente cairá à medida que a tecnologia for adotada 

(FLOWJO, 2019).  

Além da Citometria de massa, nós utilizamos citometria de fluxo e ensaios de cocultura 

in vitro neste estudo. E assim, nós fornecemos a primeira evidência, que a infecção pelo ZIKAV 

pode o repertório de resposta da célula NK. Os nossos resultados revelaram uma expressiva 

ativação de células NK, através da presença do fenótipo adaptativo CD57+ NKG2C+ nestas 

células, como anteriormente descrito em infecções agudas por vírus CHIKV e DENV 

(PETITDEMANGE et al., 2011; PETITDEMANGE et al., 2016; PAUST et al., 2017). 

Nós observamos que as células NK de pacientes com ZIKAV estão preferencialmente 

associadas a expressão de KIR3DL1. Corroborando com os dados que mostram que embora o 

repertório geral de células NK em doadores saudáveis, contenham uma distribuição aleatória 

de KIRs, há uma distorção do repertório KIR em pacientes infectados por alguns vírus, embora 

o mecanismo associado a esta distorção ainda permaneça indefinido (KULKARNI et al., 2008; 

PETITDEMANGE et al., 2016). Observa-se também que a infecção pelo ZIKAV parece 

prejudicar a capacidade das células NK de degranularem. Esta deficiência pode estar ligada a 

expressão de altos níveis de MHC classe I, como observado em outras infecções por flavivírus, 

embora muitos outros vírus regulem negativamente os níveis de expressão de MHC de classe I 

(LOBIGS et al., 2003; GLASNER et al., 2017; MAUCOURANT et al., 2019). 

Adicionalmente, nós observamos que a em pacientes com ZIKV, a frequência de células 

NK IFN-g+ KIR3DL1+ foi significativamente maior do que o de Células NK que expressam 

IFN-g+ NKG2C+. Além disso, na infecção pelo ZIKV não foi observada a expressão da 

molécula HLA-E, diferentemente da infecção pelo DENV, desta forma, podendo sugerir, que a 

capacidade funcional das células NK não é diretamente mediada por NKG2C na infecção por 

ZIKV, como em comparação com DENV (PETITDEMANGE et al., 2016; DREWS et al., 

2018; ZIMMER et al., 2019) 

Em relação a produção de citocinas por células NK, nossos resultados foram medidos 

por citometria de massa e confirmados após a cocultura com Mo-DCs (Monocyte-derived 

dendritic cells) infectados com ZIKV. Estes resultados revelaram que esta resposta é um 

elemento chave no controle do ZIKAV. Esses dados são corroborados por resultados anteriores 

que evidenciam a alta expressão de diversos mediadores imunológicos associados a função de 

células NK, como IL-18, IFN- e TNF- (KAM et al., 2017). Os resultados obtidos também 

mostraram alta expressão de STAT-5 em células NK de pacientes infectados com ZIKV e se 

correlacionaram fortemente com a frequência de células NK IFN-+, como já observado 
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anteriormente, onde STAT-5 pode regular positivamente a expressão do IFN-g (GONSKY et 

al., 2004).  

Desta forma, nossos resultados mostram que as células NK podem ter um importante 

papel na geração de uma resposta imune anti-ZIKAV eficaz que pode potencialmente afetar o 

desfecho da doença e/ou o desenvolvimento de sintomas persistentes. Entretanto, apesar de 

realizarmos uma extensa avaliação de marcadores de células NK, tendo em vista ainda o 

recorrente sazonal ressurgimento e disseminação de casos da infecção pelo ZIKAV e as 

consequências graves da infecção congênita, são necessário novos estudos que avaliem a 

genética dos receptores KIR / HLA, demais receptores, combinado com avaliação das 

características fenotípicas e funcionais das células NK dos indivíduos infectados com ZIKV. 

Além disso, outros estudos prospectivos em um número maior de pacientes são necessários 

para entender o papel das células NK no controle da imunidade anti-ZIKV.  
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ANEXO 

 

Anexo A -  Aprovação do comitê de ética em pesquisa
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Anexo B -  Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
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Anexo C -  Ficha de identificação do paciente 
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APÊNDICE 

 

 

Apêndice A - Relatório de estágio doutoral 

 

INTRODUÇÃO  

 

O Centro de Imunologia e Doenças Infecciosas (Centre d'Immunologie et des Maladies 

Infectieuses/CIMI) está localizado na Faculdade de Medicina Pierre e Marie Curie, no Hospital 

Pitié-Salpêtrière em Paris-França (Figura 1).  

 

 
Figura 1- Mapa de localização do Hospital Pitié-Salpêtrière em Paris-França (Fonte: Google Maps, 2019)  

O CIMI (Figura 2) é uma unidade de pesquisa criada em janeiro de 2014 pela 

Universidade Pierre e Marie Curie (UPMC), pelo Instituto Nacional de Pesquisa Médica e de 

Saúde (INSERM) e pelo Centro Nacional de Pesquisa Científica (CNRS)(CIMI-PARIS, 2019).  

 

Figura 2 – Logotipo do CIMI-Paris(Fonte: CIMI, PARIS -2019). 
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O CIMI tem diversas vertentes de estudo, principalmente visando compreender as 

funções do sistema imunológico em condições normais e / ou patológicas devido a agentes 

infecciosos. O centro reúne experiência científica e clínica em treinamento e pesquisa nas áreas 

de imunologia, inflamação, microbiologia, interações patógeno-hospedeiro e vacinologia 

(CIMI-PARIS, 2019). 

Por sua localização estratégica, no Hospital Pitié-Salpêtrière em Paris-França, o CIMI 

possui um ambiente particularmente propício para colaborações clínicas no campo das doenças 

infecciosas, transplantes, hematologia, imunologia e medicina interna (CIMI-PARIS, 2019). 

 

EIXOS DE PESQUISA 

 

O CIMI reúne pesquisadores que atuam nas diferentes áreas associadas a imunologia e 

doenças infecciosas, através de pesquisas com uma ampla gama de aspectos associados a 

respostas imunes e interações hospedeiro / patógeno, bem como a capacidade de 

microrganismos para superar tratamentos anti-infecciosos. O organograma de áreas do CIMI 

está disposto na (Figura 3).  

   

Figura 3 – Organograma de áreas do CIMI-Paris (Fonte: CIMI, PARIS -2019). 

 

EQUIPES 

 

O CIMI-Paris possui diversos grupos de pesquisa, listados abaixo: 

▪ Dinâmica, estrutura e biologia molecular da invasão fúngica (Dynamique, structure et 



74 
 

biologie moléculaire  de l'invasion fongique). Coordenador: Prof. A. WEINER. 

▪ Imunopatogênese de infecções virais e envelhecimento imune (Immunopathogénèse des 

infections virales et vieillissement immunitaire). Coordenador: Prof. V. APPAY. 

▪ Imunidade e imunogenética antiviral e vacina (Immunité et immunogénétique antivirale 

et vaccinale). Coordenador: Prof. B. AUTRAN. 

▪ Imunidade e Vacinação (Immunité et Vaccination). Coordenador: Prof. B. 

COMBADIÈRE. 

▪ Quimiocinas em patologias inflamatórias (Les chimiokines dans les pathologies 

inflammatoires). Coordenador: Prof. C. COMBADIÈRE e P. DETERRE. 

▪ Imunologia celular e molecular de doenças inflamatórias crônicas (Immunologie 

cellulaire et moléculaire des maladies chroniques inflammatoires). Coordenador: Prof. 

G. GOROCHOV. 

▪ Imuno-intervenção e Bioterapia (Immuno-intervention et Biothérapies). Coordenador: 

Prof. F. LEMOINE. 

▪ Imunobiologia das infecções virais e apresentação do antígeno (Immunobiologie des 

infections virales et présentation de l'antigène). Coordenador: Prof. A. MORIS. 

▪ Biologia da célula T reguladora e implicações terapêuticas (Biologie des lymphocytes T 

régulateurs et implications thérapeutiques). Coordenador: Prof. B. SALOMON. 

▪ Biologia e Imunologia da Infecção Hepática da Malária (Biologie et Immunologie de 

l'infection hépatique du paludisme). Coordenador: Prof. O. SILVIE. 

▪ Malária: identificação pré-clínica e validação de novos alvos terapêuticos (Paludisme: 

identification et validation pré-clinique de nouvelles cibles thérapeutiques). 

Coordenador: Prof. D. MAZIER. 

▪ Emergência e disseminação de multirresistência a antibióticos (Emergence et 

propagation des multi-résistances aux antibiotiques). Coordenador. Prof. W. 

SOUGAKOFF. 

▪ NK e doenças patológicas (NK et maladies pathologiques). Coordenador. Prof. V. 

VIEILLARD. 

▪ Dinâmica, estrutura e biologia molecular da invasão fúngica (Dynamique, structure et 

biologie moléculaire de l'invasion fongique). 
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ESTÁGIO DE DOUTORADO NO CIMI PARIS 

 

O presente relatório tem como objetivo descrever o período de estágio do Doutorando 

Gabriel Queiroz, de 02 de janeiro de 2019 a 01 de fevereiro de 2019, do curso de pós-graduação 

em Biotecnologia em Saúde e Medicina Investigativa da Fiocruz-BA, no CIMI-Paris.  

 O estágio fez parte da execução do projeto intitulado “Avaliação da resposta imune das 

células natural killer (NK) de indivíduos infectados pelo Zika vírus (ZIKV)” e colaboração da 

equipe do LASP-Fiocruz-BA e do CIMI-Paris. 

 

OBJETIVOS DO ESTÁGIO 

 

▪ Caracterizar o fenótipo e função das células NK e NKT de indivíduos infectados pelo Zika 

Vírus com diferentes formas clínicas pela avaliação multiparamétrica com, pelo menos, 25 

marcadores.  

▪ Treinar análise de dados de plataforma de tecnológica de citometria de massa (CyTOF). 

 

JUSTIFICATIVA 

 

Até o momento a resposta imune no curso da infecção pelo ZIKV foi pouco avaliada, 

portanto ainda existem importantes lacunas nesta área de conhecimento. A patogênese destas 

complicações ainda é desconhecida e não estão claros quais fatores estariam ligados a esses 

desfechos, a exemplo da carga viral, fatores do hospedeiro, momento da infecção ou presença 

de outras comorbidades. 

As células NK e NKT têm um papel fundamental na resposta imune celular em infecções 

virais. Os estudos com estas células na infecção pelo ZIKV ainda são restritos e insuficientes 

em revelar resultados que contribuam com o conhecimento acerca do papel destas células na 

infecção.  

A execução do presente estágio, após as conclusões finais do trabalho de Doutorado, pode 

contribuir para este entendimento, além de poder contribuir no entendimento da fisiopatologia 

da infecção e de identificação de possíveis assinaturas imunológicas que possam auxiliar na 

compreensão do papel da resposta imune inata nesta infecção. 
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PROJETO E EQUIPE DE PESQUISA 

 

O presente plano de trabalho está vinculado ao projeto ZIKAlliance, intitulado 

“Avaliação da resposta imune celular na infecção humana pelo vírus Zika”, que é financiado 

pela Comunidade Europeia e tem como objetivo avaliar a resposta imune na infecção pelo vírus 

Zika. Trata-se de um período de estágio em colaboração entre as equipes brasileiras e a equipe 

francesa, que possui firme colaboração em trabalhos prévios.  

No Brasil, o laboratório de atuação é o Laboratório Avançado de Saúde Pública (LASP), 

da Fiocruz-BA. Na França, os laboratórios de atuação do estágio de doutorado foram o 

laboratório de Imunidade e imunogenética antiviral e vacina (Immunité et immunogénétique 

antivirale et vaccinale), coordenado pela Prof. B. AUTRAN e o laboratório de NK e doenças 

patológicas (NK et maladies pathologiques), coordenado pelo Prof. V. VIEILLARD. 

 

NK E DOENÇAS PATOLÓGICAS (NK ET MALADIES PATHOLOGIQUES) 

 

O laboratório de NK e doenças patológicas coordenado pelo prof. V. Vieillard, tem sua 

atividade centrada em torno das células NK, variando de pesquisa básica a aplicações clínicas. 

Está organizado em torno da identificação e caracterização de novos marcadores envolvidos no 

controle e / ou atividade de células NK em fisiologia e fisiopatologia. Isso inclui a exploração 

dos efeitos benéficos e deletérios das células NK em patologias virais. Os modelos estudados 

são principalmente HIV e infecções emergentes (Chikungunya, dengue e febres hemorrágicas) 

em patologias tumorais e inflamatórias (CIMI-PARIS, 2019). 

 Os principais estudos do grupo são associados ao estudo fenotípico de subpopulações 

NK em sangue periférico e tecidos, estudo polifuncional das células NK no sangue e tecidos 

periféricos (produção intracitoplasmática de citocinas, lise direta, ADCC) após estimulação e / 

ou na presença de alvo específico, identificação e caracterização de ligantes do receptor NK, 

estudo da diferenciação de células NK; cultura a longo prazo e análise genotípica de receptores 

KIR e seus ligantes (CIMI-PARIS, 2019). 

 O grupo tem como pesquisas representativas a identificação e caracterização de 

NKp44L, o ligante celular de um receptor NK ativador, expresso apenas sob estresse. A 

aplicação de um padrão altamente conservado de HIV a uma aplicação de vacina. A descrição 

de células "clonais" NK após infecção viral e o papel das células NK após transplante 

hematopoético alogênico (CIMI-PARIS, 2019). 
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 Além do coordenador do grupo, Prof. Vincent Vieillard, a equipe conta com os 

pesquisadores patrice debre, Baptiste Hervier e Stéphanie N'guyen. a técnica de laboratório 

Nadine Tarantino e os estudantes de doutorado Christopher Maucourant e de mestrado Emilie 

Olami-Omvani. 

 

LABORATÓRIO DE IMUNIDADE E IMUNOGENÉTICA ANTIVIRAL E VACINA 

(IMMUNITÉ ET IMMUNOGÉNÉTIQUE ANTIVIRALE ET VACCINALE). 

 

O laboratório de Imunidade e imunogenética antiviral e vacina coordenado pela Prof. 

Brigitte AUTRAN, estuda as reações do sistema imunológico às vacinas. Em particular, segue 

os mecanismos de imunidade humoral e imunidade celular durante a vacinação, particularmente 

em pacientes imunodeprimidos. As abordagens desenvolvidas enfocam o estudo dos 

mecanismos de controle imunológico de reservatórios virais do HIV (mecanismos de controle 

transcricional de células CD4, especialmente aqueles que envolvem o repressor transcricional 

Blimp-1 em células B). Imunidade antiviral e vacinal e o desenvolvimento de vacinas contra o 

HIV. Mecanismos de regulação durante a infecção com o vírus oncogênico HHV-8. Câncer e 

Relações de Imunodepressão. Doenças inflamatórias e comorbidades da infecção pelo HIV. 

Imunogenética do Vírus do HIV e da Hepatite C: Estudo da associação entre o polimorfismo 

genético humano e a progressão de infecções virais crônicas por HIV e HCV (CIMI-PARIS, 

2019). 

 

OBSERVAÇÃO, PRÁTICA E RESULTADOS OBTIDOS NO CIMI-PARIS 

PERÍODO DE ESTÁGIO 

 

O presente estágio teve início no dia 02 de Janeiro de 2019 e foi finalizado no dia 01 de 

janeiro de 2019. 

 

PACIENTES E CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

 As amostras de pacientes utilizadas no presente estágio fazem parte do projeto Zika-

Alliance e/ou controles não-infectados do CIMI-Paris e foram encaminhadas do Brasil. O 

projeto ZikaAlliance foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fiocruz-BA 

(CPqGM). 
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CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO E DAS CÉLULAS NK PELA AVALIAÇÃO 

MULTIPARAMÉTRICA DE MARCADORES DE FUNÇÃO, ATIVAÇÃO, MEMÓRIA, 

PRODUÇÃO DE CITOCINAS UTILIZANDO CITOMETRIA DE MASSA. 

 

 Junto a equipe do Prof. Vincent Vieillard no CIMI-Paris, foi realizado o fenótipo e a 

função das células NK e de outras células mononucleares do sangue periférico de pacientes dos 

pacientes infectados por ZIKV com 42 marcadores por citometria de massa (CyTOF)(Figura 

4), durante todo o período do estágio. Através desse resultado, pretende-se determinar a 

assinatura fenotípica das subpopulações de células NK nas diversas formas da doença. A 

metodologia de execução foi de citometria de massa (CyTOF). 

 Para esta metodologia foram treinados a experimentação, aquisição e análise de 

resultados. Foram realizados experimentos com 9 pacientes infectados com ZIKV e 3 controles 

não infectados. O protocolo da presente metodologia está disponível no caderno de 

experimentos do Doutorando Gabriel Queiroz.  

       

Figura 4 – Cytoff do CIMI-Paris (Fonte: Gabriel Queiroz). 

 

AVALIAÇÕES FUNCIONAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

Junto a equipe do Prof. Vincent Vieillard no CIMI-Paris, foi realizado experimentos 

para treinamento de de citometria de fluxo. Para esta metodologia foram treinados a 
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experimentação, aquisição e análise de resultados por citometria de fluxo. O citometro utilizado 

foi o Beckman Coulter – Gallois (Figura 5). Os resultados obtidos nesses experimentos foram 

associados a tese de Doutorado do doutorando Christopher Maucourant, do CIMI-PARIS. 

O protocolo da presente metodologia está disponível no caderno de experimentos do 

Doutorando Gabriel Queiroz. 

  

Figura 5 – Citômetro de fluxo do CIMI-Paris (Fonte: Gabriel Queiroz). 

ADCC 

Junto a equipe do Prof. Vincent Vieillard no CIMI-Paris, foi realizado experimentos 

para treinamento da metodologia de ADCC - Citotoxicidade mediada por células dependente 

de anticorpos. Neste experimento foram treinadas apenas o protocolo e a metodologia de 

execução. O protocolo da presente metodologia está disponível no caderno de experimentos do 

Doutorando Gabriel Queiroz. 

 

ELISPOT 

 

 Junto a equipe da Prof. Brigitte Autran no CIMI-Paris, foi realizado experimento para 

treinamento da metodologia de ELISPOT. Neste experimento experimento foram treinadas o 

protocolo e a metodologia de execução e observação e análise dos resultados. O protocolo da 

presente metodologia está disponível no caderno de experimentos do Doutorando Gabriel 

Queiroz. 
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OUTROS ENSAIOS 

 

 Além dos ensaios descritos acima, das equipes do Prof. Vincent Vieillard e da Prof. 

Brigitte Autran no CIMI-Paris. Foram realizados outros ensaios, que foram úteis para revisão e 

aprimoramento dos protocolos no Brasil. Dentre os diversos ensaios, foram realizados: 

Descongelamento de células mononucleares do sangue periférico; criopreservação de células 

mononucleares do sangue periférico; Isolamento de células mononucleares do sangue 

periférico; criopreservação de células mononucleares do sangue periférico através do gradiente 

de Ficoll; Separação de células por beads magnéticas e por fim, infecção de monócitos com 

isolados virais. 

 

OUTROS ASPECTOS RELEVANTES 

 

 Além dos ensaios e procedimentos aprendidos, o estágio no CIMI-Paris foi 

extremamente relevante pelo grande aprendizado teórico-científico, através de leitura de artigos 

científicos, reuniões científicas semanais, debates e conversas acerca dos temas associados a 

pesquisa. Além disso, durante todo o período do estágio a linguagem utilizada foi a língua 

francesa, o que contribuiu para o aprimoramento da leitura, escrita, entendimento e da fala. 

 

OBJETIVOS ALCANÇADOS 

 

É possível perceber que o estágio doutoral no CIMI-PARIS alcançou os objetivos 

propostos de caracterizar o fenótipo e função das células NK e NKT de indivíduos infectados 

pelo Zika Vírus com diferentes formas clínicas pela avaliação multiparamétrica com, pelo 

menos, 25 marcadores e de Treinar análise de dados de plataforma de tecnológica de citometria 

de massa (CyTOF). Além destes, foram alcançados outros objetivos não previamente 

determinados: 

▪ Experimentação, aquisição e análise de células mononucleares do sangue 

periférico de pacientes infectados por ZIKV com 42 marcadores por citometria 

de massa (CYTOFF). 

▪ Experimentação, aquisição e análise de células mononucleares do sangue 

periférico por citometria de fluxo.  
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▪ Experimentação de ADCC - Citotoxicidade mediada por células dependente de 

anticorpos. 

▪ Experimentação, aquisição e análise de ensaio de ELISPOT. 

▪ Descongelamento de células mononucleares do sangue periférico. 

▪ Criopreservação de células mononucleares do sangue periférico. 

▪ Isolamento de células mononucleares do sangue periférico através do gradiente 

de Ficoll;  

▪ Separação de células por beads magnéticas e por fim. 

▪ Infecção de monócitos com isolados virais. 

▪ Leitura de artigos científicos. 

▪ Participação de reuniões científicas. 

▪ Aprimoramento na leitura, escrita, fala e entendimento da língua francesa. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O Estágio no CIMI-PARIS foi de grande relevância, uma vez que um novo ambiente 

laboratorial dentro de um mesmo contexto de uma mesma pesquisa reforçou técnicas 

previamente conhecidas, bem como foram observadas novas técnicas de uso. Esta foi uma 

oportunidade ímpar e o período de estágio foi extremamente significativo, pois foi possível 

observar a estrutura administrativa e o funcionamento da rotina laboratorial de pesquisa de 

outro país.  

Além disso, todos os objetivos previstos foram alcançados. 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradecimento a Fiocruz-BA-Brasil, pelo apoio financeiro no custeio de passagens 

aéreas para realizar estágio doutoral no Departamento de imunologia e doenças infecciosas, do 

Hospital Universitário Pitié-Salpêtrière, da Universidade Pierre et Marie Curie, Paris, França. 

Agradecimento a equipe do CIMI-Paris, pelo apoio financeiro no custeio da 

hospedagem na Maison des Provinces de France, na Cité Universitaire de Paris, durante todo o 

período de estágio doutoral no Departamento de imunologia e doenças infecciosas, do Hospital 

Universitário Pitié-Salpêtrière, da Universidade Pierre et Marie Curie, Paris, França. 



82 
 

Agradecimento a FAPESB, pela bolsa de doutorado no Brasil, que possibilitou a 

manutenção no período do estágio no Departamento de imunologia e doenças infecciosas, do 

Hospital Universitário Pitié-Salpêtrière, da Universidade Pierre et Marie Curie, Paris, França. 

Agradecimento a Prof. Maria Fernanda Rios Grassi, coordenadora do Laboratório 

Avançado de Saúde Pública, LASP, na Fiocruz-BA, pela confiança e apoio ao projeto em todos 

os momentos. 

Agradecimento aos Profs. Vincent Vieillard, Prof. Brigitte Aurtran e ao Prof. Hans, do 

departamento de imunologia e doenças infecciosas, do Hospital Universitário Pitié-Salpêtrière, 

da Universidade Pierre et Marie Curie, Paris, França, pela gentileza e apoio ao projeto. 

Agradecimento aos estudantes Christopher Maucourant e Emilie Olami-Omvani pela 

companhia diária em todos os momentos de trabalho, nos almoços e em algumas aventuras por 

Paris.  

Agradecimento a toda equipe do CIMI-Paris. 

 

REFERÊNCIAS 

 

CIMI-PARIS. Disponível em: < http://www.cimi-paris.upmc.fr/fr/index.html>. Acesso em 

16/02/2019. 

 

 


