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RESUMO 

DENER OLIVEIRA LIMA E FRANÇA 

ESTUDO DO PAPEL DOS MACRÓFAGOS NA INDUÇÃO DE LESÃO DO SISTEMA 

NERVOSO CENTRAL NA INFECÇÃO CAUSADA PELO HTLV-1 

Orientadora: Juliana Echevarria Lima 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

O vírus linfotrópico para a célula T humana do tipo 1 (HTLV-1) é o agente etiológico da 

mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (MAH/PET). O vírus também 

está associado com aparecimento de outras doenças em humanos, como por exemplo, a 

leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL), artrite e uveítes. A MAH/PET é uma doença 

inflamatória crônica e neurodegenerativa caracterizada por danos no sistema nervoso central 

(SNC) com perda da bainha de mielina (desmielinização), perda axonal e gliose. Essa doença 

inflamatória depende da desregulação da barreira hematoencefálica (BHE) e da infiltração de 

leucócitos ativados e/ou infectados para a medula espinhal. Estudos já demonstraram que 

células T e B, células dendríticas, macrófagos e monócitos são infectados pelo vírus. Entretanto, 

pouco se sabe a respeito do papel dos macrófagos durante o desencadeamento da MAH/PET. 

Assim, nos propomos a caracterizar o perfil fenotípico e funcional de macrófagos murinos 

cultivados na presença de células infectadas pelo HTLV-1, como também investigar se esses 

macrófagos podem causar algum efeito deletério às células neurais da medula espinhal através 

de modelos in vitro utilizando culturas organotípicas obtidas de camundongos. Nossos 

resultados sugerem que macrófagos peritoneais residentes, após o cocultivo com as células 

permanentemente infectadas pelo HTLV-1 (MT-2), apresentam morfologia característica de 

ativação celular, diferente do observado em macrófagos controle. Além disso, esses macrófagos 

apresentam maior expressão do complexo principal de histocompatibilidade tipo II (MHC-II) e 

da molécula co-estimuladora CD80, bem como, produzem mais espécies reativas de oxigênio, 

secretam citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β e não apresentam diferenças na 

capacidade fagocítica. Os macrófagos também liberam filamentos compostos por DNA dupla-

fita. Todos esses eventos acontecem sem o comprometimento da viabilidade desses 

macrófagos. Os resultados obtidos através de microscopia confocal de fluorescência sugerem 

que esses macrófagos, após o cocultivo com células MT-2 (MØ/MT-2), induzem lesão sobre 

explantes murinos de medula espinhal e esse efeito parece ser mais deletério na porção torácica 

da medula. Em conclusão, essas descobertas sugerem que os macrófagos podem estar sendo 

ativados quando em contato com linfócitos T CD4 HTLV-1+. A presença desses macrófagos 

no SNC pode contribuir para o aparecimento e/ou progressão de doença neurológica nos 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 e consequentemente acabam induzindo lesão na medula 

espinhal devido a secreção de moléculas pró-inflamatórias.  

Palavras-chave: HTLV-1, MAH/PET, macrófagos, SNC, camundongos. 
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ABSTRACT 

DENER OLIVEIRA LIMA E FRANÇA 

STUDY OF THE ROLE OF MACROPHAGES IN THE INJURY INDUCTION OF 

THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM IN THE INFECTION CAUSED BY HTLV-1 

Orientadora: Juliana Echevarria Lima 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

The Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is the etiologic agent of associated 

myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). This virus is also associated with other 

diseases in humans, such as adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), arthritis and uveitis. 

HAM/TSP is a chronic, inflammatory and neurodegenerative disease characterized by damage 

in the central nervous system, with myelin sheath loss (demyelination), axonal and gliosis. This 

inflammatory disease depends on deregulation of the blood-brain barrier (BBB) and the 

infiltration of activated leucocytes and/or infected cells to the spinal cord. Studies have shown 

that T and B cells, dendritic cells, macrophages and monocytes can be infected by this virus. 

However, little is known about the role of macrophages during HAM/TSP development. Here 

we, characterize the phenotypic and functional profile of murine macrophages cocultured with 

HTLV-1 infected cells, as well as to investigate if these macrophages can induce damage to the 

neural cells in the spinal cord through in vitro models, using mouse organotypic culture. Our 

results suggest that peritoneal macrophages, after co-cultivation with cells permanently infected 

by HTLV-1 (MT-2), present characteristic cell activation morphology, different from that 

observed in control macrophages. In addition, the presence of these macrophages/cells 

increases the expression of Major Histocompatibility Complex type II (MHC-II) and the co-

stimulatory molecule CD80. Also, the cells were capable of producing more reactive oxygen 

species (ROS), secrete pro-inflammatory cytokine, such as TNF-α and IL-1β. It was also shown 

that there was no difference in the phagocytic capacity of these cells. Macrophages also released 

filament composed by double stranded DNA filaments. All of these events happened without 

macrophages viability commitment. The results obtained on the confocal fluorescence 

microscope suggested that these macrophages, after the coculture with MT-2 cells, induced 

damage on murine explants from spinal cord and this effect seems more deleterious on the 

thoracic portion. In conclusion, these findings suggest that macrophages can exhibit an 

activated profile when in contact with HTLV-1+ CD4+ lymphocytes. The presence of these 

macrophages in the CNS may contribute to the occurrence and/or progression of neurological 

disease in HTLV-1 infected individuals and, consequently, induce spinal cord injury due to 

secretion of proinflammatory molecules. 

Key-words: HTLV-1, HAM/TSP, macrophages, CNS, mouse. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Vírus 

Os vírus são entidades biológicas que apresentam ciclo de replicação obrigatoriamente 

intracelular e não apresentam metabolismo quando fora da célula hospedeira. A partícula viral 

possui um material genético formado de ácidos nucleicos (RNA ou DNA), envolto por uma 

capa proteica (capsídeo), podendo conter ou não envelope lipídico (Santos, Romanos e Wigg, 

2015). Os primeiros registros de manifestações clínicas associadas às infecções virais são de 

3.700 a.C. oriundos de um hieróglifo de Mênfis, capital do Egito antigo, onde estavam descritos 

os sintomas característicos da poliomielite paralítica em um Sacerdote do templo Ruma (Cann, 

2016). 

Inicialmente, os vírus eram classificados de acordo com a síntese viral do RNA 

mensageiro (mRNA), conforme a classificação desenvolvida por David Baltimore. Dessa 

forma, os vírus foram agrupados em sete classes distintas levando em consideração o genoma 

e a replicação do material genético (Figura 1) (Baltimore, 1971). O Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) atualizou a 

classificação, elaborando uma taxonomia exclusiva para os vírus, utilizando parâmetros como: 

natureza do material genético, simetria do capsídeo, presença ou ausência de envelope lipídico, 

dimensão do vírus, bem como a susceptibilidade a agentes químicos 

(http://www.ictvonline.org). 

 

Figura 1. Classificação de vírus segundo Baltimore. Definição de sete grupos de vírus, com base na 

característica do material genético e na forma como este genoma é transcrito a mRNA: vírus apresentam (I) cadeia 

dupla de DNA, (II) cadeia simples de DNA, (III) cadeia dupla de RNA, (IV) cadeia simples positiva de RNA, (V) 

cadeia simples negativa de RNA, (VI) cadeia simples de RNA com intermediário de DNA e (VII) cadeia dupla de 

DNA com intermediário de RNA (Figura adaptada de http://www.virology.ws/2009/08/12/simplifying-virus-

classification-the-baltimore-system/). 
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De acordo com a classificação de Baltimore, os retrovírus, vírus pertencentes ao grupo 

VI, possuem material genético formado por RNA fita simples, que forma DNA como 

intermediário (Baltimore, 1971). Durante a replicação dos retrovírus, a enzima transcriptase 

reversa sintetiza um DNA intermediário a partir da fita de RNA. Eles podem ser encontrados 

em todas as classes de animais vertebrados, incluindo peixes, anfíbios, répteis, aves e 

mamíferos.  Além disso, esses vírus são capazes de causar diferentes doenças em humanos 

como é o caso do Vírus da Imunodeficiência Humana do tipo 1 (HIV-1) e do Vírus Linfotrópico 

para Células T Humanas do Tipo 1 (HTLV-1) (Carter e Saunders, 2007). 

1.2 Vírus linfotrópico para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) 

Por vários anos, os pesquisadores dedicaram-se a demonstrar a existência de retrovírus 

causadores de neoplasias em humanos, uma vez que tal fato já havia sido relatado em primatas 

não humanos e outros animais. Gallo e colaboradores direcionaram seus estudos para pesquisas 

relacionadas a retrovírus em animais, no National Cancer Institute - National Institutes of 

Health (NCI-NIH). No final da década de 1970, seu grupo descreveu o primeiro retrovírus 

capaz de gerar neoplasia em humanos, a partir do isolamento e identificação do HTLV-1 

(Poiesz et al., 1980; Gallo, 2005). O HTLV-1 foi isolado de amostras provenientes do sangue 

periférico e do fragmento de linfonodo oriundos de um paciente com 28 anos, que foi 

diagnosticado com linfoma cutâneo de células T e tratado no NCI/NIH. Os linfócitos T foram 

mantidos em cultura na presença da citocina interleucina 2 (IL-2), originando uma linhagem de 

células imortalizadas. Essa linhagem recebeu o nome de HUT-102 e nela foram detectadas 

partículas virais e a presença da enzima transcriptase reversa (Poiesz et al., 1980). Nessa mesma 

época partículas do HTLV-1 também foram identificadas no Japão em células mononucleares 

do sangue periférico de pacientes com leucemia de células T do adulto (ATL), confirmando a 

associação entre a infecção por HTLV-1 e o desenvolvimento de neoplasias (Poiesz et al., 1980; 

Osame et al., 1980 apud Osame, 2002).   

A princípio o vírus foi então chamado de Human cutaneous T-cell Lymphoma Virus 

(HTLV) (Poiesz et al., 1980). Entretanto, com o passar dos anos, descobriu-se que o HTLV-1 

não causava somente linfoma, sendo por isso o nome alterado de Lymphoma para 

Lymphotropic. Dessa forma, o retrovírus passou a ser chamado de Human T-cell Lymphotropic 

Virus (Coffin, 2015). Além do HTLV-1, também já foram descritos os retrovírus: HTLV-2, 

HTLV-3 e HTLV-4. Contudo, o HTLV-1 continua sendo o mais estudado, devido à sua 

prevalência e importância clínica (Nicola, Ambrosioni e Paredes, 2015). O HTLV-2, que infecta 

preferencialmente células T auxiliares (CD4+), foi identificado a partir do sangue de um 
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paciente com leucemia de células pilosas e apresenta identidade de 66% com o genoma do 

HTLV-1. No entanto, até o presente momento, nenhuma doença foi associada à infecção por 

esse vírus (Vrielink H et al., 2004). 

1.2.1 Propriedades gerais 

O HTLV-1 é um retrovírus pertencente à ordem Ortervirales, família Retroviridae, 

subfamília Orthoretrovirinae, gênero Deltaretrovirus (ICTV, 2018). O vírus apresenta sete 

genótipos, sendo quatro principais genótipos: 1a, cosmopolita; 1b, África central; 1c, Australo-

melanésia; 1d, África central/Pigmeus; e três raros descritos na África central (1e, 1f e 1g) 

(Vandamme et al., 1998; Wolfe et al., 2005). O subtipo cosmopolita é dividido em cinco 

subtipos: Transcontinental (A), Japonês (B), África Ocidental/Caribe (C), Norte da África (D), 

e Negros do Peru (E) (Van Dooren et al., 1998; Kashima et al., 2006). 

O HTLV-1 é um vírus envelopado de 100 a 140 nm de diâmetro e que apresenta 

proteínas transmembranares. Além disso, o vírus possui uma região central denominada core, 

medindo 80 a 100 nm, composta pelo nucleocapsídeo. Nessa região, encontra-se o genoma 

viral, composto por duas fitas simples de RNA de polaridade positiva, e as enzimas transcriptase 

reversa, integrase e protease (Figura 2) (Tangy, 1996). 

O HTLV-1 possui genes gag (que codifica proteínas de matriz, capsídeo e proteínas 

associadas a nucleocapsídeo), pol (que codifica a RNAse, protease, endonuclease e a 

transcriptase reversa) e env (que codifica as proteínas do envelope – gp46 e a gp21) flanqueados 

por segmentos LTR (Long Terminal Repeats) (Seiki et al., 1983). 
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Figura 2. Representação da estrutura e composição do HTLV-1. Partícula completa do HTLV-1 composta 

pela membrana lipídica (envelope) onde estão inseridos glicoproteínas de superfície (gp46) e transmembrana 

(gp21). O core é constituído pelo nucleocapsídeo que contém no seu interior o material genético, associadas a 
enzima transcriptase reversa e protease. Os genes gag (Proteínas do core), env (Glicoproteína gp46 e gp21), pol 

(Transcriptase reversa, RNAse, endonuclease e protease) codificam proteínas estruturais e enzimas típicas de 

retrovírus (Adaptado de Tangy, 1996). 

O HTLV-1 possui uma região denominada pX, posicionada entre env e a extremidade 

3’ LTR, que codifica 4 sequências de leitura aberta (open reading frames, ORF) que se 

sobrepõem. Pré-mRNAs codificados pela região pX sofrem splicing alternativo em regiões 

distintas, promovendo a transcrição da ORF I, ORF II, ORF III e ORF IV, que origina mRNAs 

para proteínas reguladoras e não estruturais, tais como Tax, Rex, p12, p21, p30, p13 e HBZ 

(Figura 3) (Seiki et al., 1983). 

A ORF I codifica para a proteína p12, cuja clivagem na região amino-terminal origina 

a proteína p8. Entretanto, o funcionamento desse mecanismo ainda não foi bem elucidado 

(Koralnik et al., 1993). Já se tem descrito que, em células infectadas pelo HTLV-1, a proteína 

p12 se localiza em algumas regiões especificas no espaço intracelular, como no reticulo 

endoplasmático e no complexo de Golgi (Inoue et al., 1987). Além disso, essa proteína é 

essencial para infectar os linfócitos T primários e células dendríticas, possuindo um importante 

papel na disseminação do vírus (Albrecht et al., 2000; Valeri et al., 2010). 

O splicing alternativo da ORF II produz mRNA para síntese das proteínas p13 e p30. Já 

as ORF III e IV produzem a proteína reguladora Rex e a proteína Tax, respectivamente. Por sua 
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vez a proteína HBZ (HTLV 1 basic zipper factor) é sintetizada a partir da tradução de um mRNA 

antisenso transcrito a partir da região 3’ LTR (Edwards et al., 2011). As proteínas Tax e HBZ 

são importantes na regulação da transcrição viral, bem como podem interagir com diversas 

proteínas do hospedeiro, ativando ou suprimindo algumas funções celulares (Olière et al., 

2011). A proteína viral Tax é conhecida por ser ativadora da via NF-kB, um fator de transcrição 

envolvido na ativação e proliferação de linfócitos T em resposta a diferentes estímulos. Por 

outro lado, a HBZ inibe a via clássica de ativação de NF-kB (Zhi et al., 2011). Pacientes 

infectados pelo HTLV-1 com Leucemia/Linfoma de células T do Adulto possuem a via de NF-

kB continuamente ativada, podendo causar a desregulação de vários genes que codificam para 

citocinas, receptores de citocinas, proto-oncogenes e proteínas anti-apoptóticas (Hiscott et al., 

2006). A proteína Tax também é capaz de inibir a morte por apoptose, reparo de DNA e os 

checkpoints do ciclo celular (Mühleisen et al., 2014). 

 

Figura 3. Representação do genoma do HTLV-1. Genes gag, pol e env se encontram flanqueados por segmentos 

LTR (Long Terminal Repeat). A região entre env e 3’ LTR sofrer splicing em regiões distintas dando origem a 

quatro ORFs distintas. Esse processo resulta na síntese de proteínas reguladoras e acessórias como: Tax, Rex, p21, 

p12, p13, p30 e HBZ (gene antisenso) (Figura adaptada de Martinez et al., 2019). 

1.2.2 Replicação viral  

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfócitos T CD4+ (Prince et al., 1994). As células 

T CD8+, linfócitos B e células mieloides, como macrófagos e monócitos, também são infectados 

pelo HTLV-1, em menor número (Franchini et al.,1985; Koyanagi et al., 1993; Cho et al.,1995). 

Ainda não se sabe como ocorre o processo de adsorção do HTLV-1 nas células hospedeiras. 

No entanto, foi proposto que as proteínas virais gp46 e gp21, presentes na superfície do 

envelope lipídico, se ligariam a alguns receptores da célula hospedeira (Hoshino, 2012). 
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Estudos sugerem que três proteínas presentes na superfície das células hospedeiras podem 

funcionar como receptores para o HTLV-1: transportador de glicose 1 (GLUT-1), receptor de 

neuropilina-1 (NRP-1) e proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) (Manel et al., 2003; Jones 

et al., 2005; Ghez et al., 2006). Já foi demonstrado que a proteína viral gp46 interage com o 

heterodímero formado pela interação de NRP-1 com HSPG. A interação acontece porque a 

proteína viral mimetiza o ligante fisiológico do NRP-1, o VEGF. Por sua vez, a infecção de 

novas células é inibida com a adição exógena de VEGF (Lambert et al., 2009). A interação 

entre gp46 e NRP-1 causa uma mudança conformacional na gp46, possibilitando que esta 

proteína se ligue à GLUT-1. A interação entre essas duas proteínas possibilita a fusão mediada 

por gp21 entre o envelope viral e a membrana celular, o que permite a liberação do genoma 

viral no citoplasma (Jones et al., 2011). Em seguida, o RNA é transcrito em DNA de fita dupla 

pela ação da transcriptase reversa. Esse DNA é transportado para dentro do núcleo e inserido 

no DNA da célula pela integrase viral. A integração do genoma de HTLV-1 no DNA celular 

não ocorre em locais específicos. No entanto, ocorre em regiões de transcrição ativa, ricas em 

AT (Gillet et al., 2011). O provírus integrado pode ser transcrito e traduzido, gerando assim 

novas proteínas para a formação de partículas virais (Figura 4) (Olière et al., 2011). 

 

Figura 4. Esquema representativo do ciclo de replicação do HTLV-1.  Fusão do envelope de HTLV-1 com a 
membrana da célula através da interação dos receptores GLUT1, HSPG e NRP-1 com a proteína de superfície 

viral gp46/gp21. (A) Após a fusão, o RNA viral é liberado no citoplasma (B), sendo transcrito em DNA de fita 

dupla (dsDNA) por ação da enzima viral transcriptase reversa (C). O dsDNA é transportado para o núcleo (D), 

onde é integrado ao DNA da célula (E, F). O provírus é então transcrito pela RNA polimerase II da célula (G), e 

os mRNAs virais sofrem modificações pós-transcricionais (H). Os mRNAs virais são transportados do núcleo para 
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o citoplasma (I), e as proteínas do vírus são sintetizadas pela maquinaria da célula infectada (J). As proteínas Gag, 

Gag-Pol e Env são transportadas para a membrana plasmática, juntamente com as duas cópias do RNA viral (K). 

O RNA e as proteínas virais se associam próximo à membrana da célula, induzindo a formação da partícula viral 

imatura (L). A partícula é liberada a partir da superfície da célula por brotamento (M) e passa por um processo de 

maturação através da ação da protease viral, que cliva as poliproteínas virais para formar uma partícula viral 

madura e infecciosa (N) (Adaptado de Martin et al., 2016). 

1.2.3 Epidemiologia do HTLV-1 no Brasil e no mundo 

De acordo com Gessain e Cassar (2012), estima-se que, entre 5 e 10 milhões de pessoas 

no mundo sejam portadoras do HTLV-1. Dados epidemiológicos demonstraram que as áreas 

com maior distribuição geográfica do vírus são: África, Américas do Sul e Central, as Ilhas 

Caribenhas e o Japão (Gessain e Cassar, 2012) (Figura 5). Contudo, esses autores constataram 

que a maior parte dos dados eram obtidos de regiões endêmicas para o HTLV-1. Como 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 permanecem muitos anos sem apresentar sintomas, é difícil 

determinar o número preciso de pessoas infectadas. Então, mesmo nas regiões onde a 

prevalência do HTLV-1 é bem descrita, são poucos os estudos baseados na população geral, 

sendo a maior parte dos dados provenientes de estudos com indivíduos doadores de bancos de 

sangue. Por esse motivo, a prevalência do HTLV-1 ainda é desconhecida para 80% da 

população mundial (Hlela et al., 2009). 

 

Figura 5. Distribuição mundial do HTLV-1. O mapa apresenta as regiões com maior prevalência de pessoas 

infectadas com HTLV-1. Os círculos mostram o número estimado de indivíduos infectados pelo HTLV-1, ou seja, 

quanto maior o círculo maior o número de indivíduos infectados. (Figura adaptada de Gessain e Cassar, 2012). 

Estima-se que os países com o maior número de pessoas infectadas pelo HTLV-1 sejam 

o Japão e o Brasil, cada um com mais de 1 milhão de indivíduos. Estudos epidemiológicos 

realizados a partir de dados obtidos de amostras de doadores de sangue, de diferentes regiões 

do Brasil, apontam que cerca de 60 mil indivíduos são afetados por doenças associadas à 
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infecção viral (Carneiro-Proiett et al., 2002). Entretanto, a prevalência do HTLV-1 no Brasil 

varia de acordo com as regiões (Figura 6). Na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, 

a prevalência entre imigrantes japoneses é considerada alta, atingindo 6,8% (Bandeira et al., 

2015). Em Salvador, Bahia, o estudo realizado em população geral demonstrou uma prevalência 

de 1,7% de indivíduos infectados, e estudos feitos a partir de amostras de gestantes apontaram 

uma prevalência de 1,05% (Dourado et al., 2003; Mello et al., 2014).  No Rio de Janeiro, a 

análise da prevalência foi de 4,7/1000, que corresponde à prevalência nacional entre doadores 

de sangue, que seria de 4,8 indivíduos infectados para cada 1000 doadores (Catalan-Soares et 

al., 2005). Recentemente, um estudo realizado a partir de amostras de sangue coletadas de 

gestantes no Estado do Rio de Janeiro, foram encontrados sete casos de gestantes positivas para 

HTLV-1, em um total de 1204 gestantes testadas (Monteiro et al., 2014). Os dados sugerem 

uma prevalência superior ao grupo de doadores de sangue. Esses dados apontam o Brasil como 

o país com o maior número absoluto de portadores do HTLV-1 no mundo. 

 

Figura 6. Representação de prevalência da infecção pelo HTLV-1 em regiões do Brasil. O mapa demonstra a 

infecção pelo HTLV-1 no Brasil utilizando amostras de bancos de sangue (Adaptado de Catalan Soares e Proietti, 

2005). 

1.2.4 Transmissão 

O HTLV-1 pode ser transmitido por relações sexuais desprotegidas, principalmente do 

homem para a mulher, bem como por transfusão sanguínea, uso de materiais perfuro cortantes 

contaminados, e através do aleitamento materno. Existem outras formas de transmissão menos 
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eficientes, como é o caso da transmissão por via transplacentária e durante o parto, que são 

consideradas raras (Carneiro-Proietti et al., 2005; Pique et al., 2012; Percher et al., 2016). 

Para que ocorra transmissão do vírus durante a relação sexual e/ou aleitamento materno, 

o HTLV-1 precisa entrar em contato com as mucosas do indivíduo não infectado e atravessar 

essa barreira física. Essa passagem acontece quando macrófagos, células dendríticas e até 

mesmo o vírion, conseguem passar pela mucosa, através de processos como: transmigração, 

transcitose, infecção das células da mucosa ou por destruição dessa barreira (Figura 7) 

(Carpentier et al., 2015).  Os macrófagos conseguem atravessar a barreira epitelial íntegra 

através da transmigração, ou seja, essas células conseguem se aderir ao epitélio da mucosa e 

passar por essas células e chegar até a lâmina própria e infectar células-alvo. Quando essas 

células infectadas estão presentes no leite materno, elas podem transmitir o vírus para os 

linfócitos T (Takeuchi et al., 2010; Carpentier et al., 2015). Também já se tem descrito que os 

linfócitos T infectados pelo HTLV-1 podem se ligar ao epitélio e permitir que o vírion passe 

por transcitose. Nesse caso, os vírions passariam pelas células da mucosa dentro de vesículas, 

da porção apical até a basal, onde chegariam ao lúmen do tecido e infectariam outras células 

presentes nessa região (Takeuchi et al., 2010). O linfócito T também pode infectar as células 

epiteliais da mucosa que passam a produzir vírus, que são liberados pela porção basal dessas 

células, chegando à lâmina própria e infectando células-alvo. Por último, as células infectadas 

ou as partículas virais podem atravessar a barreira epitelial onde, eventualmente, possa ter 

acontecido algum tipo de ruptura (Pique et al., 2012). 
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Figura 7. Modelos de quebra de barreira da mucosa na infecção pelo HTLV-1. A figura representa diferentes 

maneiras pelas quais o HTLV-1 pode atravessar a barreira de mucosa. Macrófagos infectados pelo HTLV-1 podem 

passar por essa barreira através de transmigração chegando até a lâmina própria e infectando células-alvo. 

Linfócitos T carreando partículas virais podem se ligar ao epitélio e permitir que o vírion passe por transcitose. 

Linfócitos T infectados podem infectar as células epiteliais, que passam a produzir vírus que são liberados pela 

porção basolateral. Células infectadas ou o próprio vírion podem passar pela mucosa através da ruptura dessa 

estrutura. (Adaptado de Carpentier et al., 2015). 

Existem diversos mecanismos utilizados pelo HTLV-1 para a infecção de uma célula 

alvo. Contudo, o contato célula-célula é 10.000 vezes mais eficiente do que outros processos 

de infecção (Fan et al., 1992). Os mecanismos de interação célula-célula incluem: a sinapse 

virológica, formação de conduítes celulares, formação de aglomerados virais extracelulares e 

transinfecção mediada por células dendríticas (Figura 8). 
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Figura 8. Transmissão do HTLV-1 por contato célula-célula. As células em verdes representam células 

infectadas pelo HTLV-1, células em rosa representam células não infectadas. (A) Sinapse virológica; (B) 

Formação de conduítes celulares; (C) Aglomerados virais extracelulares; e (D) Transinfecção mediada por células 

dendríticas (DCs) (Adaptada de Pique et al., 2012). 

Para que a sinapse virológica ocorra, são necessários dois sinais: a expressão da proteína 

Tax na célula infectada e a expressão de moléculas de adesão ICAM-1 (CD54) na célula alvo e 

de LFA-1 (CD18) na célula infectada. O engajamento de LFA-1 possibilita a rápida polarização 

do citoesqueleto das células infectadas para a região das junções entre as células. A proteína 

Tax auxilia na recomposição e alongamento dos microtúbulos devido ativação de Small 

GTPases. O material genético do HTLV-1 e as proteínas virais estruturais Env e Gag são 

endereçados para a região da sinapse virológica. Após esse processo, ocorre a transmissão do 

vírus para a célula-alvo (Igakura et al., 2003; Nejmeddine et al., 2005) (Figura 9). 
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Figura 9. Esquema da sinapse virológica. A expressão de Tax e a ligação das moléculas ICAM e LFA-1 são 

importantes para o redirecionamento do citoesqueleto. Após engajamento de ICAM-1 e LFA-1, o RNA genômico 
viral e as proteínas virais estruturais se acumulam na região da sinapse e, consequentemente, o vírus pode ser 

montado e então ser transmitido a uma célula-alvo (Adaptado de Matsuoka et al., 2007). 

O aumento do número de células infectadas, e consequentemente da carga proviral, se 

dá quando células infectadas pelo HTLV-1 sofrem expansão clonal. Assim, o provírus integrado 

ao material genético dessa célula também é replicado, incluindo assim mais um mecanismo de 

replicação desse vírus. Linfócitos T infectados pelo HTLV-1 apresentam um aumento na 

expressão da cadeia α do receptor para IL-2 (CD25), assim como produz maiores quantidades 

de IL-2. Essa mudança no perfil de expressão é induzida pela proteína viral Tax, que contribui 

para o aumento do número de células infectadas (Nishiura et al., 1996; Starling et al., 2013). 

1.2.5 Doenças associadas à infecção pelo HTLV-1 

O HTLV-1 causa uma infecção crônica, persistente e tem como principal alvo linfócitos 

T CD4+. Entretanto, esse vírus também é capaz de infectar linfócitos T CD8+, monócitos, 

macrófagos, células dendríticas e células da microglia (Franchini et al.,1985; Richardson et al., 

1990; Hoffman et al., 1992; Koyanagi et al., 1993; Cho et al.,1995). Aproximadamente 95% 

dos indivíduos infectados com HTLV-1 mantém-se assintomática por vários anos e somente 1-

5% apresentam alguma complicação associada à infecção. 

As manifestações clínicas causadas pelo HTLV-1 podem ser divididas em dois grandes 

grupos: neoplásicas, onde o paciente desenvolve a ATLL (Takatsuki et al., 1977); e as 

inflamatórias onde o indivíduo desenvolve, principalmente, a mielopatia associada ao HTLV-

1 (MAH/PET) (Gessain et al., 1985). Existem também outras manifestações clínicas como 
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uveíte, polimiosite e artrite (Morgan et al., 1989; Nishioka et al., 1989; Mochizuki et al., 1992), 

além de imunodeficiência manifestada sob a forma de dermatite infecciosa, síndrome de 

Sjögren, tireoidite e alveolite linfocítica (Uchiyama, 1997; Watanabe, 1997). Algumas 

infecções oportunistas têm sido associadas à infecção pelo HTLV-1 em indivíduos com ou sem 

sintomas neurológicos. As infecções mais comumente associadas a esses quadros são 

ocasionadas pelo helminto Strongyloides stercoralis, pelo ectoparasita Sarcoptes scabiei, pelo 

vírus causador do molusco contagioso (doença dermatológica), pelo fungo Histoplasma 

capsulatum e por Staphylococcus spp. (Gonçalves et al., 2010), além da alta incidência de casos 

de tuberculose (Grassi et al., 2016). 

1.2.5.1 Mielopatia associada ao HTLV-1 

A MAH/PET é uma doença crônica, inflamatória, incapacitante, de progressão na qual 

se observa danos ao sistema nervoso central (SNC), com perda da bainha de mielina e de 

axônios. Clinicamente, a MAH/PET se expressa como uma paraparesia espástica acompanhada 

de alterações esfincterianas, dor lombar, disfunção erétil, neuropatia periférica e alterações 

cognitivas (Richardson et al., 1990; Silva et al., 2003; Leite et al., 2004). Essa doença apresenta 

um padrão bifásico, onde inicialmente o paciente apresenta uma fase inflamatória caracterizada 

pela infiltração de células mononucleares infectadas e/ou ativadas no SNC, e que são 

encontradas com maior frequência na medula espinhal torácica superior. O infiltrado é denso 

em torno dos vasos sanguíneos, mas pode estar difuso no parênquima (Izumo et al., 1992). O 

processo inflamatório culmina, após meses ou anos, em alterações macroscópicas do SNC, em 

que o paciente apresenta evidente perda do volume da medula espinhal (Figura 10) (Alcindor 

et al., 1992; Shakudo et al., 1999), bem como sintomas de neurodegeneração e atrofia (Iwasaki 

et al., 1992; Nagai et al., 1998). Indivíduos com MAH/PET apresentam mais regiões atrofiadas 

na medula espinhal quando comparados com indivíduos assintomáticos e saudáveis. A perda 

de volume da medula está diretamente associada com a carga proviral do HTLV-1 no líquido 

cefalorraquidiano. Os danos na medula espinhal começam na região torácica e se estendem até 

a região cervical (Azodi et al., 2017). Indivíduos com MAH/PET apresentam diminuição 

significativa da motilidade dos membros inferiores, podendo necessitar do uso de muletas, 

andadores e, em casos mais graves, de cadeira de rodas para sua locomoção (Figura 11) 

(Facchinetti et al., 2013). Apesar da MAH/PET ser classificada como uma doença crônica de 

progressão lenta, alguns pacientes apresentam progressão rápida, tendo de fazer uso da cadeira 

de rodas em até no máximo 5 anos (Lima et al., 2007).   
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Figura 10. Ressonância magnética da medula espinhal de paciente com MAH/PET. A medula espinhal 

anormalmente fina (escura) é indicada com setas. Inserção mostra visão anteroposterior da coluna cervical e 
torácica. Imagem do Imperial College Healthcare NHS Trust, Reino Unido. (Figura adaptada de Bangham et al., 

2015). 
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Figura 11. Representação esquemática do curso clínico da MAH/PET. A progressão da MAH/PET pode variar 
entre os pacientes. Entretanto, normalmente ocorre de maneira lenta, sendo o período de incubação entre 10 e 20 

anos. O paciente pode ter progressão muito lenta, onde o indivíduo começa a apresentar distúrbios da marcha com 

incapacidade motora leve, como dificuldade de locomoção necessitando do auxílio de bengalas. Na progressão 

lenta descontínua, o paciente evolui para o uso de andadores. Além disso, existem os casos de progressão lenta 

contínua, onde o paciente evolui de forma constante até tornar-se cadeirante. O paciente também pode apresentar 

progressão rápida, chegando ao estado de cadeirante em pouco tempo (Adaptado Yamano e Sato, 2012). 

Indivíduos infectados por HTLV-1 também podem apresentam comprometimento 

cognitivo, que pode estar associado à infecção viral e ao processo inflamatório desencadeado 

durante a progressão da doença. Altos níveis de IL-8, IL-1β, IL-6 e TNFα têm sido associados 

com disfunção cognitiva em idosos e portadores de doenças reumatológicas (Kozora et al., 

2001; Dik et al., 2005; Mcafoose et al., 2009). Além dos sintomas físicos e suas consequências, 

os pacientes com MAH/PET, por terem conhecimento de que a doença progride com o tempo, 

não tem cura e diminui a expectativa de vida, acabam manifestando quadros de ansiedade e 

depressão (Franzoi et al., 2005; Netto et al., 2011; Martins et al., 2012). 

1.3 Resposta imunológica durante a infecção e desencadeamento da MAH/PET 

Após o processo de infecção, os linfócitos T CD4+ entram em um estado de ativação e 

proliferação espontânea. (Prince et al., 1994). Esse fenômeno envolve o aumento na expressão 
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de vários genes relacionados com a proliferação e ativação celular. Dentre esses genes, 

destacam-se os que codificam para moléculas como: IL-2, CD25, IL-15, interferon-γ (IFN-γ), 

entre outros (Nishiura et al., 1996; Higuchi et al., 1997; Bangham, 2003; Barmak et al., 2003). 

Além disso, a infecção pelo HTLV-1 promove a inativação da proteína p53, levando ao 

bloqueio do reparo de DNA, e promove o aumento da síntese de proteínas anti-apoptóticas, 

bloqueando a apoptose (Barmak et al., 2003; Franchini et al., 2003). 

Em indivíduos infectados, as células B promovem uma rápida produção de anticorpos 

contra proteínas virais (Grant et al., 2002). Entretanto, a resposta humoral não é suficiente para 

proteger o indivíduo, embora exerça um importante papel no controle do número de células 

infectadas (Bangham, 2003).   

Os linfócitos T CD8+ controlam a infecção através da eliminação de linfócitos T CD4+ 

infectados, permanecendo, assim, em um estado crônico de ativação (Bangham, 2003). A 

resposta citotóxica parece ser fundamental para definir se o paciente desenvolverá MAH/PET 

ou se permanecerá em um estado assintomático. Ao passo que uma resposta citotóxica eficiente 

é capaz de controlar o número de células infectadas (carga proviral), mantendo assim o 

indivíduo assintomático, uma resposta citotóxica ineficaz permite o aumento do número de 

células infectadas e, consequentemente, contribui para o estabelecimento de inflamação crônica 

que promove a lesão do sistema nervoso central (Bangham, 2003). O vírus estabelece 

reservatórios em regiões como medula óssea e, por isso, mesmo indivíduos com sistema 

imunológico funcional não são capazes de eliminar completamente o vírus do organismo 

(Ercoli et al., 1996; Jacobson et al., 1997). 

As células infectadas migram para o SNC, especialmente para a região torácica da 

medula espinhal. Apesar de não se saber o mecanismo que induz essa migração celular, sabe-

se que os linfócitos infectados pelo HTLV-1 têm maior capacidade migratória. Acredita-se que 

essas células causem lesão neurológica nessa região medular sem levar a morte neuronal 

diretamente pela infecção. Sugere-se que a lesão acontece devido a reações inflamatórias 

causadas pelo reconhecimento de células infectadas por linfócitos T CD8 (Fuzii et al., 2014). 

Pacientes com MAH/PET apresentam níveis elevados de quimiocinas (CXCL9 e CXCL10) que 

promovem o recrutamento de células para o SNC (Yamano et al., 2013). Além disso, observa-

se o aumento de expressão das moléculas de adesão VCAM-1 (CD106), VLA-4 (heterodímero 

CD49d e CD29) e CCL2 (MCP1) no endotélio vascular do SNC, e o aumento da produção de 

metaloproteases (MMP-9 e MMP-2) (Giraudon et al., 1998). A secreção de citocinas e o 

aumento da expressão de moléculas de adesão e metaloproetínases pode estar associada com os 

níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, TNF-α e IL-6 no sangue periférico 
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e no líquido cefalorraquidiano, por serem capazes de estimular a secreção destes mediadores 

(Lepoutre et al., 2009; Matsuura et al., 2010; Fuzii et al., 2014).  Além disso, dados da literatura 

indicam que os linfócitos que atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) continuam 

secretando essas citocinas causando, assim, danos neurológicos (Brosnan et al., 1988; Kuroda 

et al., 1993, Nakamura et al., 1993).  

O modelo bystander é o mais aceito para explicar a patogênese da MAH/PET (Figura 

12). Esse modelo propõe que linfócitos T CD4+ infectados pelo HTLV-1 e linfócitos T anti-

HLTV-1 passam pela BHE e chegam até o SNC, onde promovem uma resposta inflamatória 

que gera estresse de células da glia e destruição da mielina e dos axônios (Selmaj et al., 1988; 

Taylor, 1998). 

 

Figura 12. Modelo representativo do desenvolvimento da MAH/PET. As células infectadas pelo HTLV-1 são 

ativadas pela proteína Tax. Após esse processo de ativação, as células hospedeiras ativadas atravessam a BHE, 

passando para o SNC. No SNC, as células T secretam IFN-γ que estimula astrócitos a produzirem e liberarem 

CXCL10, recrutando mais células T CXCR3+, estabelecendo a inflamação crônica (Adaptado Bangham et al., 

2015). 

Meylan e colaboradores (2006) descreveram que células da imunidade inata também 

são ativadas através de receptores de reconhecimento associados a danos e, por esse motivo, 

acabam desencadeando uma resposta que contribui para a transmissão do vírus e 

desenvolvimento da doença. Essas células participam do controle inicial às infecções, 

respondendo aos patógenos extracelulares, estimulando o reparo tecidual, além de participarem 

da ativação e formação da resposta efetora de células da imunidade adaptativa (Journo e 

Mahieux, 2011). As células dendríticas, por exemplo, secretam mais IFN do tipo 1 em 
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portadores de HTLV-1 e, consequentemente, acabam diminuindo a carga proviral (Hishizawa 

et al., 2004). Monócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam uma menor 

capacidade de diferenciação em células dendríticas quando comparados com monócitos de 

indivíduos não infectados (Nascimento et al., 2011). Monócitos de pacientes com MAH/PET 

apresentam alteração na expressão de proteínas do citoesqueleto quando comparados com 

indivíduos não infectados. E apresentaram maior capacidade de transmigração e adesão ao 

endotélio quando comparados com indivíduos assintomáticos ou não infectados (Echevarria et 

al., 2018). 

1.4 Macrófagos e a MAH/PET 

Macrófagos derivados de monócitos são fagócitos importantes na imunidade inata, 

sendo a heterogeneidade funcional uma característica essencial que distingue suas propriedades 

pró e anti-inflamatórias. Essa plasticidade nas propriedades funcionais dos macrófagos é 

determinada pelo microambiente em que as células se encontram (Kadl et al., 2010). Os 

macrófagos são encontrados em praticamente todos os tecidos de mamíferos, onde monitoram 

o ambiente local e contribuem para a manutenção da homeostase (Hume et al., 1983; Davies et 

al., 2013; Wynn et al., 2013). Essas células desempenham muitas funções tecido-específicas, o 

que se reflete em sua diversidade fenotípica. Desse modo, macrófagos alveolares, células de 

Kupffer, microglia e osteoclastos têm funções e fenótipos especializados, indicando que os 

sinais derivados de tecidos locais podem controlar o desenvolvimento de fenótipos específicos 

para cada tecido (Gordon e Taylor, 2005; Murray e Wynn, 2011).   

Os macrófagos podem ser classicamente ou alternativamente ativados em resposta a 

estímulos. Macrófagos classicamente ativados, também chamados de M1, são induzidos por 

IFN-γ, TNF-α e GM-CSF (Ohri et al., 2009; Kadl et al., 2010; Ma et al., 2010). Os macrófagos 

M1 se caracterizam pela capacidade de apresentar antígenos, alta produção de IL-12, IL-23, 

TNF-α, IL-1β, IL-6, óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (EROs) (Ginderachter 

et al., 2006; Kadl et al., 2010). Em contraste, os macrófagos alternativamente ativados, ou M2, 

são induzidos na presença de IL-4 e IL-13 (Mantovani et al., 2004; Ohri et al., 2009; Kadl et 

al., 2010) e são caracterizados como macrófagos que atuam no remodelamento e reparo tissular 

(Mantovani et al., 2009). Além disso, os macrófagos M2 secretam altos níveis de IL-10 e TGF-

β e baixos níveis de citocinas inflamatórias (Ginderachter et al., 2006; Kadl et al., 2010).  

Os macrófagos podem estar envolvidos no processo de neurodegeneração característica 

da esclerose múltipla, uma vez que, a depleção destas células em camundongos com 

encefalomielite experimental autoimune (EAE) leva a suspensão completa dos sinais clínicos 
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característicos da doença melhorando os sintomas neurológicos (Huitinga et al., 1990). A 

interação entre macrófagos e astrócitos desempenha um papel importante durante o início e a 

progressão do processo neurodegenerativo associados às manifestações neurológicas 

relacionadas à infecção pelo HIV-1, doença de Alzheimer e esclerose múltipla (Minagar et al., 

2002).  

É importante ressaltar que existem também macrófagos perivasculares que fazem parte 

de uma população distinta de macrófagos cerebrais residentes. Essas células apresentam uma 

associação direta com a microvasculatura no SNC. Algumas evidências sugerem que os 

macrófagos perivasculares são a principal população de células infectadas pelo HIV-1 

(Williams et al., 2001). Já em lesões ativas de pacientes com esclerose múltipla, um número 

grande dessas células é encontrado. Essas células também expressam a proteína básica de 

mielina e o complexo principal de histocompatibilidade, sugerindo que eles podem processar e 

apresentar esta proteína como antígeno aos linfócitos T CD4+ e CD8+ (Zhang et al., 2011). 

Além disso, esses macrófagos podem exacerbar a EAE, possibilitando o recrutamento de 

monócitos através da expressão de quimiocinas como MCP-1 (CCL2) e MIP-1α (CCL4) 

(Hofmann et al., 2002).  

Pouco se sabe sobre o papel dos macrófagos na infecção pelo HTLV-1, mas sabe-se que 

podem ser infectadas pelo vírus in vitro e in vivo (Koyanagi, 1993). Macrófagos isolados do 

colostro e infectados in vitro com HTLV-1 são capazes de fagocitar e estimular eficientemente 

linfócitos T, podendo também infectar novas células, representando uma possível via de 

infecção de mãe para filho (Takeuchi et al., 2010). Além disso, fagócitos mononucleares já 

foram detectados ao redor dos vasos sanguíneos, no parênquima e meninges na medula espinhal 

de pacientes com MAH/PET, sugerindo um recrutamento destas células da periferia para a 

medula espinhal (Enose-Akahata et al., 2012). Já foi descrito que macrófagos dos indivíduos 

infectados com HTLV-1 produzem mais CXCL9 e CCL5 e menos IL-10 do que os macrófagos 

de indivíduos saudáveis, mesmo após o estimulo com LPS. Esses achados indicam que essas 

células apresentam um comprometimento na produção de IL-10 e representam uma das fontes 

de CXCL9 no SNC, quimiocina encontrada em níveis elevados nos pacientes com MAH/PET 

e fortemente correlacionada com a taxa de progressão da doença (Sato et al., 2013; Amorim et 

al., 2014).   

1.5 Modelos alternativos para estudar o SNC 

O SNC é formado pelo cérebro e medula espinal, e estes são constituídos por células 

especializadas denominadas neurônios, células de suporte do SNC (células gliais) e vasos 
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sanguíneos. O tecido nervoso central é composto por oligodendrócitos, astrócitos, micróglia e 

células ependimárias. Além disso, o cérebro e a medula espinhal são revestidos por 3 camadas 

de tecido de suporte denominado coletivamente de meninges (Young e Heath, 2000). 

No início do século XX, iniciou-se o cultivo in vitro de tecidos explantados, que foram 

utilizados para caracterização morfológica do desenvolvimento tecidual fetal e embriológico, e 

para a comparação destes com o crescimento tumoral. A cultura de explante primário é uma 

abordagem utilizada para isolar células de vários tipos de tecidos. Um fragmento simples e 

pequeno de tecido que adere à superfície de crescimento, geralmente, dará origem a um 

crescimento de células (Zhang et al., 2005; Vunjak-Novakovic e Freshney., 2006; Klingbeil et 

al., 2009). 

A cultura de explantes cerebrais foi amplamente adotada para estudos da fisiologia e 

desenvolvimento do SNC (Cho, Wood e Bowby., 2007). As culturas de explantes consistem 

em fragmentos intactos de tecido (Figura 13). Embora não preservem necessariamente a 

organização e a orientação precisas do sistema nervoso endógeno, os explantes contêm a mesma 

mistura de tipos celulares. Essas culturas podem ser submersas nos meios de cultura e são, 

frequentemente, usadas em ensaios de cocultivo e para estudos sobre crescimento de neuritos e 

migração neuronal (Carter e Shieh, 2015). Esse modelo já foi aplicado para estudar diversas 

doenças relacionados com danos no SNC, como por exemplo, a esclerose múltipla (Blauth et 

al., 2015), bem como já foi utilizado para estudo de infecções virais. A cultura de explantes 

neurais já foi utilizada para entender melhor como citocinas e metabólitos produzidos durante 

as interações macrófago e astroglia infectados pelo HIV-1 tem implicações na 

neurocitotoxicidade associada a infecção viral no SNC (Genis et al., 1992). Também já foi 

utilizado para estudos com o vírus Zika e explantes de placenta; e para transferência gênica 

mediada por retrovírus para explantes de retina (Hatakeyama e Kageyama, 2002; Hermanns et 

al., 2018). 

O explante pode também ser dissociado mecânica ou enzimaticamente dentro de uma 

suspensão líquida para separar as células uma das outras. Os neurônios são então retirados da 

suspensão e semeados em um substrato no qual as células conseguem se aderir e crescer. 

Neurônios dissociados de diferentes regiões do cérebro mantêm suas identidades iniciais. As 

propriedades morfológicas, moleculares e fisiológicas das populações celulares presentes na 

cultura correspondem intimamente às características da população celular presente na região de 

origem de um organismo vivo (Carter e Shieh, 2015).  
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Figura 13. Cultivo primário de células de cérebro murino. Após a remoção do cérebro do animal, uma fatia do 

cérebro ou uma região do cérebro pode ser cortado em partes finas para produzir uma cultura de explante. Essa 

cultura também pode ser dissociada mecânica ou enzimaticamente em células individuais para produzir uma 

cultura dissociada (Figura adaptada Carter e Shieh, 2015). 

2. JUSTIFICATIVA 

A MAH/PET é uma doença não letal e socialmente devastadora, pois pode deixar o 

indivíduo restrito a uma cadeira de rodas. Apesar do HTLV-1 ter sido descoberto há décadas, 

numerosas questões permanecem não respondidas, como por exemplo: “Por que e como as 

células infectadas invadem o SNC?”. A lesão neurológica pode ocorrer por diversos motivos, 

incluindo a morte das células infectadas pelo vírus, pela reação inflamatória desencadeada no 

SNC, com um importante infiltrado de células do sistema imune. Isso inclui as células T CD4+ 

e macrófagos e depende do processo de quebra da barreira hematoencefálica. Muitas perguntas 

sobre como ocorre o desencadeamento da MAH/PET ainda não foram respondidas devido à 

escassez dos tipos de modelo para se estudar essa doença. A maior parte dos modelos utilizados 

para o HTLV-1 não incluem o estudo da MAH/PET. Como os pacientes com MAH/PET 

apresentam infiltrado de monócitos e macrófagos ativados no SNC e existem poucos modelos 

para se estudar essa doença, nos propomos a caracterizar o perfil fenotípicos e funcional de 

macrófagos murinos ativados e/ou infectados pelo HTLV-1, como também investigar se esses 

macrófagos podem causar algum efeito deletério as células neurais da medula espinhal através 

de modelos in vitro utilizando culturas organotípicas obtidas de camundongos. Acreditamos 

que essas alterações podem gerar novas informações a respeito do papel dos macrófagos no 

desencadeamento da MAH/PET. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral  

Caracterização fenotípica e funcional dos macrófagos murinos cocultivados com células 

permanentemente infectadas pelo HTLV-1 (MT-2), e avaliação do efeito destas células sobre o 

sistema nervoso central.  

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a morfologia e o perfil fenotípico dos macrófagos, provenientes de lavado 

peritoneal de camundongos, cocultivados com MT-2 (M/MT-2); 

• Avaliar a viabilidade dos macrófagos após o cocultivo com as células MT-2; 

• Realizar um ensaio de detecção de espécies reativas de oxigênio (ERO) nas culturas de 

macrófagos a fim de comparar a capacidade de produção de ERO após o cultivo com a 

MT-2; 

• Comparar a capacidade fagocítica dos macrófagos mantidos em cultura com a MT-2 

(M/MT-2) com os macrófagos controles; 

• Dosar citocinas no sobrenadante das culturas dos M/MT-2; 

• Investigar se há DNA dupla-fita liberado nas culturas de macrófagos com MT-2 

(M/MT-2); 

• Avaliar o efeito do cocultivo entre M/MT-2 e explantes neurais embrionários; 

• Avaliar a viabilidade dos explantes neurais quando cocultivados com M/MT-2. 

4. METODOLOGIA  

4.1 Cultura de células 

As células MT-2, que são linhagem de linfócitos T CD4 humano permanentemente 

infectada pelo HTLV-1, foram gentilmente cedidas pelo Dr. Otávio Espíndola (Instituto 

Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz). As células MT-2 foram estabelecidas por 

Miyoshi et al. a partir de leucócitos humano cocultivados com células de leucemia de células T 

do adulto (Miyoshi et al., 1981; Yamamoto et al., 1982). Essas células possuem a expressão 

gênica do interferon IFN-γ aumentada (Higashi et al., 2005), e os níveis proteicos de citocinas, 

como fator de necrose tumoral TNF-α e TNF-β, podem variar de acordo com os subtipos dessa 

linhagem. As células MT-2J produzem INF-γ, mas em níveis baixos quando comparados com 

a MT-2B que produzem níveis altos de INF-γ, TNF-α e TNF-β (Nomura et al., 2019). 

As células foram cultivadas em garrafas plásticas com meio RPMI 1640 (LGC 

Biotechnologia, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco), com 
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penicilina (100 UI/mL, LGC Biotechnologia, Brasil) e estreptomicina (100 UI/mL, LGC 

Biotechnologia, Brasil). As células permaneceram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida com 

5% de CO2. Foram realizadas duas passagens semanais dessas células. As células MT-2 foram 

irradiadas (20 Gy) para controlar a replicação dessas células, uma vez que, a irradiação não 

altera outras funcionalidades. Em seguida as células foram lavadas e ressuspendidas em meio 

de cultura. 

4.2 Animais 

Para realização do lavado peritoneal e obtenção de linfócitos dos linfonodos foram 

utilizados camundongos C57BL/6 selvagem e Swiss (machos ou fêmeas; 8 a 12 semanas de 

idade) mantidos em gaiolas plásticas apropriadas. E para obtenção da cultura de explantes 

neurais foram utilizados embriões de camundongos Swiss. Todos os animais foram mantidos 

em Biotério em temperatura constante (25 ºC) e com ciclos de 12 horas de luz/escuridão. Os 

procedimentos realizados em animais foram aprovados pela CEUA (Comissão de Ética no Uso 

de Animais em Experimentação) aprovados sob protocolo n° 110/19. 

4.3 Lavado Peritoneal 

Os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2. Em seguida, as células do 

peritônio foram coletadas em 10 mL de PBS gelado com o auxílio de uma seringa e agulha. As 

células foram centrifugadas a 300 g por 7 minutos, ressuspendidas em RPMI 1640 

suplementado com 10% SFB. Foram semeadas 5x106 células por poço em placa de 6 poços 

com volume final de 2 mL. Em seguida, as células foram mantidas a 37 ºC em atmosfera úmida 

com 5 % CO2 por 24 horas. Após esse período de incubação, os macrófagos foram enriquecidos 

retirando as células em suspensão, deixando apenas as células aderidas à placa.  

4.4 Obtenção de linfócitos murinos 

Os linfócitos totais foram obtidos através da extração e dissociação das células dos 

linfonodos. Em seguida as células foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 

suplementado com 10% SFB. As células foram semeadas em placa de 6 poços e foram 

incubadas com IL-2 (20 ng/mL) por 24 horas a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2. As 

células em suspensão da cultura foram coletadas, irradiadas (20 Gy) e lavadas para troca do 

meio após a irradiação.  

4.5 Explantes neurais 

As fêmeas grávidas, com 12 dias de gestação, foram eutanasiadas em câmara de CO2 e 

os embriões foram removidos do útero e mantidos em tampão PBS estéril. Para o experimento 
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foram utilizadas as porções cervical e torácica da medula espinhal dos embriões, que foram 

dissecadas e mantidas no gelo em uma placa de Petri com PBS. Em seguida, as células foram 

segmentadas (200 μm), utilizando chopper (McIlwain Tissue Chopper). Posteriormente a 

medula segmentada foi transferida para uma placa de Petri com meio DMEM estéril e gelado. 

Em seguida, as fatias de interesse foram selecionadas e transferidas para uma placa de 24 poços 

com lamínulas circulares estéreis. Depois da transferência dos cortes, parte do meio foi retirado 

de modo a deixar o volume final em 200 μL. A placa foi incubada por 2-3 horas a 37 °C em 

atmosfera úmida com 5% de CO2. 

As lamínulas circulares foram previamente sensibilizadas com 20 μL de Poli-lisina 

(0,1%) por 1 hora a 37 °C. Esse procedimento foi feito para ativar a aderência da lamínula de 

modo que o explante de medula consiga aderir à superfície. Depois as lamínulas foram lavadas 

três vezes com PBS e foram colocadas em placas de 24 poços com 300 μL de meio DMEM 

estéril e suplementados com 10% SFB, penicilina e estreptomicina.  

4.6 Cocultura  

Os linfócitos alogeneicos murinos, obtidos dos linfonodos, e as células MT-2 foram 

previamente irradiadas (20 Gy) e semeadas na proporção 1:2 ou 1:3 nos poços com os 

macrófagos. Nos controles com as células aderidas foi trocado apenas o meio. As células foram 

incubadas por 72 horas a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2. As células em suspensão 

foram retiradas após centrifugação a 300 g por 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido e 

armazenado a -20 °C para posterior uso.  

Os macrófagos cocultivados com os linfócitos murinos ou com as células MT-2 foram 

soltas utilizando PBS e EDTA 1 mM gelado, e em seguida foram centrifugadas e 

ressuspendidas em meio DMEM. Os macrófagos ressuspendidos em meio DMEM foram 

adicionados (5x104 e 1x105 células/poço) na borda dos poços contendo os explantes neurais de 

medula de camundongos aderidos em lamínulas circulares (embriões) por 72 horas a 37 °C em 

atmosfera úmida com 5% de CO2.  

4.7 Imunofenotipagem 

Após o cocultivo das células derivadas do lavado peritoneal de camundongos com 

células MT-2 foi feita a imunofenotipagem das células aderidas por citometria de fluxo, 

utilizando anticorpos específicos. Para tal, após as 72 horas do cocultivo, as células foram soltas 

utilizando PBS e EDTA 1 mM e foram centrifugadas a 300 g por 5 minutos e marcadas por 30 

minutos no gelo em volume final de 30 µL. Para tal, as células receberam Fc-block e foram 

utilizados os seguintes anticorpos: anti-F4/80 APC (1:100), anti-CD80 FITC (1:50), anti-
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MHCII PECy7 (1:200) e CD11b APC (1:200). Após a incubação, as células foram lavadas com 

PBS e centrifugadas a 300 g por 5 minutos a 4 °C. As leituras foram realizadas no citômetro de 

fluxo FACSCalibur com aquisição de 10.000 eventos para a análise da porcentagem das células. 

As análises finais foram feitas no Software FlowJo 10.0. 

4.8 Microscopia de Fluorescência 

Os poços com o explante foram lavados com PBS-T (PBS + 0,1% Triton-X 100; Sigma-

Aldrich) por 30 minutos. Em seguida, as células receberam 300 µL da solução de bloqueio 

(PBS-T + 10% soro de cabra). Após 2 horas a temperatura ambiente, as células foram incubadas 

overnight a 4 ºC ao abrigo da luz com anticorpo anti-F4/80 conjugado com APC (eBioscience, 

1:300 v/v) e com anti-Tuj-1, marcador de β-tubulina III específica de neurônio (Sigma-Aldrich, 

1:500 v/v). As células foram lavadas três vezes com 300 µL de PBS-T sob agitação por 5 

minutos. Depois, foi adicionado o anticorpo secundário, para o anti-neurônio, anti-IgG de 

coelho feito em cabra conjugado com Alexa Fluor 488 (Life Technologies, 1:500 v/v) nos 

poços. Após 2 horas a temperatura ambiente, as células foram lavadas três vezes com PBS-T 

sob agitação e em seguida foram marcadas com Hoescht (10 ng/mL, Sigma-Aldrich) por 15 

minutos a temperatura ambiente. Depois as células foram lavadas com 300 µL de PBS e as 

lâminas montadas com 30 µL de Fluoromount. Os resultados foram obtidos através de 

microscopia confocal de fluorescência, usando o microscópio confocal Leica modelo TCS-

SPE. A representação gráfica da intensidade média de fluorescência foi feita através do software 

ImageJ. 

4.9 Análise da viabilidade (MTT) 

O ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} é 

utilizado para avaliar a viabilidade celular. Somente células metabolicamente viáveis são 

capazes de clivar o anel tetrazólio, transformando-se da cor amarela para cor roxa, chamado 

formazana {E,Z-1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}, cristais insolúveis em 

água. A produção de cristais de formazana reflete então o estado funcional da célula. Para 

avaliar a viabilidade dos macrófagos murinos utilizamos o método MTT. Após o lavado 

peritoneal as células foram semeadas a razão de 2x105 células/poço e foi incubado por 24 horas 

a 37 ºC. Posteriormente os poços foram lavados e os macrófagos foram cocultivados com as 

células MT-2 e os linfócitos murinos por 72 horas.  

Após o período de cocultivo, os poços foram lavados para remoção das células não 

aderentes e 20 μL de MTT foi adicionado (5 mg/mL; Sigma-Aldrich) às células (em cada poço), 

e as mesmas foram mantidas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 3 horas. Após 
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esse período, o sobrenadante (SN) foi desprezado e os cristais de formazana que foram 

formados pela redução do MTT foram dissolvidos em dimetilssulfóxido (DMSO; Reagen). A 

leitura da viabilidade foi realizada por colorimetria em um leitor de microplacas (SpectraMax® 

Paradigm®) no comprimento de onda de 490 nm. 

4.10 Análise da viabilidade celular (LDH) 

A lactato desidrogenase é uma enzima que participa de processos como a geração de 

energia em células animais. Ela catalisa a oxidação reversível do lactato para piruvato, tendo o 

NAD+ como cofator e encontra-se presente nas mais variadas células do corpo. Em situações 

onde a célula se rompa, ela será então liberada para o meio extracelular podendo ser indicativo, 

portanto, de morte celular. Para o ensaio de morte celular por liberação de LDH, os explantes 

neurais foram semeados em placas de 24 poços. As células foram deixadas em cultura por 

diferentes períodos. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e o protocolo de dosagem foi 

executado segundo o fabricante do Kit de dosagem de LDH (DOLES). Para tal, 25 µl de amostra 

(SN) em uma placa de 96 poços, em seguida foi adicionado 100 µl em cada poço do substrato, 

5 µl de alúm férrico e incubado em banho Maria a 37 °C por 3 minutos ao abrigo da luz. Após 

a incubação foi adicionado 6 µl de NAD-FMS e incubado em banho Maria a 37 °C por 6 

minutos ao abrigo da luz. A reação foi parada com 100 µl de solução estabilizadora e então a 

absorbância lida em um leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm®) no comprimento de 

onda de 490 nm.   

4.11 Quantificação de citocinas por ELISA 

A produção de TNFα e IL-1β murino foi avaliada nos sobrenadantes dos cocultivos de 

macrófagos com as células MT-2, ou com linfócitos murinos. A dosagem de citocinas foi 

realizada pelo teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Para tal, placas de 96 

poços foram inicialmente sensibilizadas com o anticorpo de captura na concentração exigida 

pelo fornecedor (R&D) (volume final = 25 µL), previamente diluído em PBS e incubado 

overnight a 4 ºC. Os poços foram lavados de três vezes com 200 µL de Wash buffer, removendo 

totalmente o líquido e em seguida foi adicionado 25 µL de solução de bloqueio (PBS + 1% 

BSA) por 1 hora à temperatura ambiente e os poços foram lavados. A curva padrão foi montada 

com citocina recombinante específico para cada kit, partindo da concentração de 2000 e/ou 

1000 pg/ml, as amostras foram adicionadas (Vf = 25 µL) e incubadas overnight. Após as 

lavagens, foi adicionado 25 µL do anticorpo de detecção e após 2 horas de incubação à 

temperatura ambiente, os poços foram lavados e adicionados com 25 µL de Estreptoavidina-

HRP (R&D 1:200) e após 20 minutos de incubação, os poços foram lavados. Foi adicionado 25 
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µL do substrato e após incubação por 20 minutos à temperatura ambiente protegido de luz, 

adicionado 50 µL de stop solution. A leitura foi realizada por colorimetria em leitor de 

microplacas (SpectraMax® Paradigm®) em comprimento de onda de 450 nm. As análises 

foram feitas em Software Prism 6.0.  

4.12 Detecção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

A detecção da liberação de EROs foi realizada através da incubação com a sonda Di-

hidrorodamina (DHR) 123 (Invitrogen/Termofisher). Para os experimentos foram utilizados os 

macrófagos após 72 horas de cocultivo com as células MT-2. O controle positivo foi incubado 

com PMA (100 nM) por 1 hora a 37 ºC. Em seguida foram adicionados a DHR (20 µM) por 15 

minutos a 37 ºC. Os poços foram lavados com PBS e a leitura foi realizada através do leitor de 

microplacas (SpectraMax® Paradigm®) em comprimento de onda de 485 nm (excitação) e 538 

nm (emissão).  As análises foram feitas em Software Prism 6.0. 

4.13 Ensaio de quantificação de dsDNA 

Os macrófagos foram cocultivados com os linfócitos murinos e com as células MT-2 

por 4 horas com meio RPMI sem SFB a 37 ºC. Após esse período as células em suspensão 

foram retiradas dos poços, centrifugadas e o sobrenadante foi recolhido. Em seguida, 25 µL de 

Tampão TE, 25 µL das amostras e 50 µL de PicoGreen diluído 200x (Invitrogen) foram 

adicionados em uma placa de 96 poços opaca. O resultado foi obtido através do leitor de 

microplacas (SpectraMax® Paradigm®) em comprimento de onda de 485 nm (excitação) e 538 

nm (emissão).  As análises foram feitas em Software Prism 6.0. 

4.14 Ensaio de Fagocitose 

Após o cocultivo dos macrófagos murinos com as células MT-2 e com linfócitos 

murinos por 72 horas, os poços foram lavados e as células foram incubadas com Dextran 70 

kDa (0,25 mg/mL) e PMA (100 nM) por 1 hora a 37 °C. Após esse período os poços foram 

lavados e a leitura foi realizada através do leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm®) 

em comprimento de onda de 485 nm (excitação) e 538 nm (emissão).  As análises foram feitas 

em Software Prism 6.0. 

4.15 Análise estatística  

Os resultados foram expressos como média e erro padrão da média. Os resultados foram 

analisados quanto a sua distribuição da amostra era normal teste Kolmogorov-Smirnov. Para as 

amostras com distribuição normal utilizamos a análise de variância unidirecional (one-way 

ANOVA) seguida de pós-teste de Bonferroni. E para as amostras com distribuição não normal 
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utilizamos o teste Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. Os valores de p<0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Todas as análises estatísticas foram feitas no 

programa GraphPad Prism 5.  

5. RESULTADOS  

5.1 A presença de células MT-2 na cultura altera a morfologia de macrófagos 

peritoneais 

Inicialmente, avaliamos a morfologia dos macrófagos murinos após o cocultivo de 72 

horas com as células MT-2. Para tal, foram tiradas fotos das culturas, utilizando microscópio 

óptico. Após o período de incubação foi possível observar que os macrófagos cocultivados na 

presença das células MT-2 exibiram morfologia celular com aspectos dendríticos (Figura 14 

C), enquanto que os macrófagos cocultivados somente com meio de cultura ou com linfócitos 

murinos, apresentaram morfologia arredondada e/ou em forma de fuso (Figura 14 A e B).  

   

 

Figura 14. Análise morfológica da cultura de M/MT-2. Foi realizado lavado peritoneal em camundongos 

Swiss e foram semeadas 5x106 células/poço em placas de 6 poços. Após 24 h os macrófagos enriquecidos foram 

cocultivados com as células MT-2 e os linfócitos, murinos irradiados (20 Gy), na proporção 1:2. As células foram 

incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 72 h. Em seguida, os poços foram lavados para retirar 
os linfócitos e as células MT-2. A morfologia das células foi avaliada através de microscopia óptica. (A) 

macrófagos controle; (B) macrófagos cocultivados com linfócitos murinos; (C) macrófagos cocultivados com as 

células MT-2. Barra de escala = 100 µm.  
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5.2 O cocultivo de macrófagos peritoneais com as células MT-2 promove alteração na 

expressão de MHC e CD80 

A alteração da morfologia dos macrófagos após o cocultivo com as células MT-2 sugere 

que a célula esteja passando por um processo de ativação celular. Pensando nisso, foi realizado 

uma imunofenotipagem, através da metodologia de citometria de fluxo. Previamente, 

identificamos que dentro da região delimitada como macrófagos e representada na figura 15 

cerca de 70% das células foram identificadas com células F4/80+ nos três grupos experimentais 

(dados não mostrados). Na figura 15, podemos observar que a incubação dos macrófagos com 

os linfócitos alogeneicos não promoveu alteração na expressão das moléculas de superfície 

analisadas. Entretanto, não foram observados aumentos expressivos no percentual de células 

expressando as moléculas CD80 (M: 74,83±8,67%; M/Li: 82,00±6,85%; M/MT2: 

93,10±3,17), mas houve aumento no percentual de células expressando MHC-II (M: 

4,36±0,17%; M/Li: 19,18±16,13%; M/MT2: 71,25±0,55) em macrófagos cocultivados com 

as células MT-2 (Figura 15 A-E). Pode ser observado um aumento no nível de expressão 

através do aumento da média de intensidade de fluorescência tanto para o CD80 quanto para o 

MHC II (Figura 15 D-E). No entanto, não houve diferenças na expressão de CD11b (Figura 

15 F).  
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Figura 15. Análise da expressão de CD80 e MHC-II por citometria de fluxo. Foi realizado lavado peritoneal 

em camundongos Swiss e foram semeadas 5x106 células/poço em placas de 6 poços. Após 24 h os macrófagos 
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enriquecidos foram cocultivados com as células MT-2 e os linfócitos, obtidos dos linfonodos murinos, irradiados 

(20 Gy) na proporção 1:2. As células foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 72 h. Em 

seguida, os poços foram lavados para retirar as células em suspensão e os macrófagos foram incubados por mais 

24 h somente com meio de cultura. Os macrófagos foram soltos da placa utilizando PBS + EDTA 1 mM gelado. 

As células foram centrifugadas, bloqueadas com PBS + 1% SFB por 15 minutos e foram marcadas com anti-CD80 

FITC, anti-MHCII PECy7 e anti-CD11b APC por 30 minutos a 4 ºC. As células foram lavadas e ressuspendidas 

em PBS. As células foram lavadas e adquiridas no citômetro de fluxo. (A) Representação da montagem da gate 

analisada. (B) Número relativo de células CD80+. (C) Histograma referente ao número de células MHC-II+. (D e 

E) Gráficos da média ± SEM da porcentagem e da intensidade média de fluorescência das células CD80+ e MHC-

II+, respectivamente (2 experimentos realizados de forma independente). (F) Gráfico da média ± SEM da 

porcentagem de células CD11b+ (3 experimentos realizados de forma independente).  

5.3 O cocultivo de macrófagos peritoneais com as células MT-2 não altera a 

viabilidade celular dos macrófagos  

Para confirmar que os efeitos observados até então não foram decorrentes de um 

processo de morte celular, foi realizado um ensaio de viabilidade colorimétrico (ensaio MTT) 

para avaliar a atividade metabólica dos macrófagos após o cocultivo com as células MT-2. Os 

resultados obtidos demonstram que não há redução significativa na porcentagem de células 

viáveis, ou seja, os macrófagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos após o cocultivo 

de 72 horas com as células MT-2 permanecem metabolicamente funcionais (Figura 16). 

 

Figura 16. Análise da viabilidade da cultura de M/MT-2. Foi realizado lavado peritoneal em camundongos 

Swiss e foram semeadas 2x105 células/poço em placas de 96 poços. Após 24 h os macrófagos enriquecidos foram 

cocultivados com as células MT-2 e os linfócitos, obtidos dos linfonodos murinos, irradiados (20 Gy) na proporção 

1:2. As células foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 72 h. Em seguida, os poços foram 

lavados para retirar os linfócitos e as células MT-2 e foram adicionados 20 μl de MTT. Após 3 h, o sobrenadante 

foi desprezado e os cristais de formazana foram dissolvidos em DMSO. A leitura da viabilidade foi realizada em 

um leitor de microplacas no comprimento de onda de 490 nm. O gráfico representa a média ± SEM de três 

experimentos realizados de forma independente. 
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5.4 A presença de células MT-2 na cultura modifica a produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) dos macrófagos  

Visto que os macrófagos murinos apresentaram mudanças morfológicas e fenotípicas 

após o cocultivo com as células MT-2, foram realizados experimentos para determinar se os 

macrófagos estariam apresentando alterações funcionais. Os macrófagos obtidos através de 

lavado peritoneal foram cocultivados com as células MT-2 e com linfócitos dos camundongos 

por 72 horas. Após esse período as células foram ou não estimuladas com PMA por 1 hora. 

Depois os poços foram lavados e a sonda fluorescente DHR, utilizada para a detecção EROs, 

foi adicionada por 15 minutos. Foi observado que os macrófagos cocultivados com as células 

MT-2 apresentaram maior produção de espécies reativas de oxigênio quando comparados com 

os grupos controles (MØ e MØ/Li) (Figura 17). 

 

Figura 17. Detecção de espécies reativas de oxigênio da cultura de M/MT-2. Foi realizado lavado peritoneal 

em camundongos Swiss e foram semeadas 2x105 células/poço em placas de 96 poços. Após 24 h os macrófagos 

enriquecidos foram cocultivados com as células MT-2 e os linfócitos, obtidos dos linfonodos murinos, irradiados 

(20 Gy) na proporção 1:2. As células foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 72 h. Em 

seguida, os macrófagos foram ou não estimulados com PMA (100 nM) por 1 h a 37 ºC. Depois os poços foram 

lavados e foi adicionado a sonda fluorescente DHR (20 nM) por 15 minutos a 37 ºC. Os poços foram lavados com 
PBS e o resultado foi obtido através do espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 485 nm (excitação) e 538 

nm (emissão). (A) Gráfico da média ± SEM da razão entre as células estimuladas com PMA e as células não 

estimuladas (3 experimentos realizados de forma independente). (B) Gráfico representativo de um experimento 

realizado em duplicata. *p<0,05 em relação aos controles (MØ e MØ/Li). 

5.5 O cocultivo de macrófagos peritoneais com as células MT-2 não altera a 

capacidade fagocítica  

Para avaliar a capacidade fagocítica dos macrófagos foi realizado um ensaio de 

fagocitose utilizando Dextran-FITC (70 kDa). Os macrófagos peritoneais murinos foram 

cocultivados com as células MT-2 e após 72 horas foram ou não incubados com PMA e Dextran 

por 1 hora a 37 ºC. Foi possível observar que não houve diferença na atividade fagocítica dos 

macrófagos cocultivados na presença das células MT-2 (Figura 18).   



33 
 

 

 

Figura 18. Ensaio de fagocitose de M/MT-2. Foi realizado lavado peritoneal em camundongos Swiss e foram 

semeadas 2x105 células/poço em placas de 96 poços. Após 24 h os macrófagos enriquecidos foram cocultivados 
com as células MT-2 e os linfócitos, obtidos dos linfonodos murinos, irradiados (20 Gy) na proporção 1:2. As 

células foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 72 h. Em seguida, os macrófagos foram ou 

não incubados com PMA (100 nM) e Dextran (70 kDa) por 1 h a 37 ºC. Os poços foram lavados com PBS e o 

resultado foi obtido através do espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 485 nm (excitação) e 538 nm 

(emissão). (A) Gráfico representativo de um experimento realizado em duplicata. (B) Gráfico da média ± SEM da 

razão entre as células estimuladas com PMA e as células não estimuladas (2 experimentos realizados de forma 

independente).   

5.6 A presença células MT-2 na cultura induz a produção de citocinas por macrófagos  

A fim de confirmar as alterações funcionais e o perfil ativado dos macrófagos cultivados 

na presença das células MT-2, avaliamos a produção das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-

1β. Nossos resultados indicam que macrófagos peritoneais após o cocultivo com as células MT-

2 produzem altos níveis de TNF-α e IL-1β (Figura 19). 

 

Figura 19. Quantificação de TNF-α e IL-1β no sobrenadante da cultura de M/MT-2. Foi realizado lavado 

peritoneal em camundongos Swiss e foram semeadas em placas de 6 ou 96 poços. Após 24 h os macrófagos 

enriquecidos foram cocultivados com as células MT-2 e os linfócitos, obtidos dos linfonodos murinos, irradiados 

(20 Gy) na proporção 1:2. As células foram incubadas a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 72 h. Em 
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seguida, as células em suspensão foram coletadas e centrifugadas. A detecção das citocinas no sobrenadante da 

cocultura (TNF-α e IL-1β) foi realizada segundo o protocolo descrito pelo fabricante. O resultado foi obtido através 

do leitor de microplacas no comprimento de onda de 450 nm e as análises foram realizadas em Software Prisma 

6.0. Os gráficos são valores de média ± SEM de sobrenadantes de 6 ou 8 experimentos realizados de forma 

independente. *p<0,05 em relação aos controles (MØ e MØ/Li). 

5.7 Macrófagos cocultivados com a MT-2 são capazes de liberar redes extracelulares 

de DNA  

Macrófagos também são capazes de liberar redes extracelulares de DNA como 

mecanismo microbicida (Doster et al., 2018). Foram realizados ensaios para quantificação de 

DNA dupla fita presente no sobrenadante da cocultura de macrófagos peritoneais com as células 

MT-2. Para a quantificação foi utilizado o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA e 25 µL de cada 

amostras. Após 4 horas de incubação foi observada uma presença aumentada de DNA dupla 

fita nos sobrenadantes da cocultura de macrófagos murinos com as células MT-2 irradiadas (5 

vezes mais DNA) ou células não irradiadas (4 vezes mais DNA). Esse aumento pode ser 

observado em ambos os grupos de macrófagos cultivados com MT-2, porém não ocorreu nos 

grupos controle, sugerindo que parte dos macrófagos pode ser capaz de liberar redes 

extracelulares de DNA (Figura 20). 
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Figura 20. Detecção de DNA dupla-fita no sobrenadante da cocultura de M/MT-2. As células obtidas 

através do lavado peritoneal de camundongos Swiss foram semeadas a razão de 2x105 células/poço e foram 
incubadas por 24 h a 37 ºC. Os macrófagos foram enriquecidos e cocultivados na presença ou ausência de células 

MT-2 e linfócitos murinos irradiados, e células THP-1 e células MT-2 não irradiados na proporção 1:2 em meio 

RPMI sem SFB. As células foram incubadas por 4 h a 37 ºC. Em seguida, as células em suspensão foram retiradas 

do sobrenadante por centrifugação. O ensaio de quantificação do DNA presente no sobrenadante foi feita 

utilizando o reagente Picogreen e placas de 96 poços com fundo opaco. O resultado foi obtido por fluorescência 

utilizando espectrofotômetro em comprimento de onda de 485 nm (excitação) e 538 nm (emissão). Os gráficos são 

valores de média ± SEM de sobrenadantes de 1 ou 2 experimentos realizados de forma independente realizados 

em duplicata. 
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5.8 Efeito do cocultivo de M/MT-2 com explantes de medula espinhal 

O contato dos macrófagos com as células infectadas pelo HTLV-1 promove alterações 

fenotípicas e funcionais nestas células. Acreditamos que o contato desses macrófagos com SNC 

pode promover efeitos deletérios, assim avaliamos o efeito do cocultivo de M/MT-2 com 

explantes de medula espinhal. Os resultados obtidos através de microscopia confocal de 

fluorescencia sugerem que macrófagos, provenientes de lavado peritoneal, quando cocultivados 

com células MT-2, adquirem capacidade para causar danos às células do tecido nervoso murino 

(Figura 21). Isto pode ser observado através da comparação dos explantes de medula que foram 

cocultivados com macrófagos controles (Figura 21 A, B e C) com os explantes cocultivados 

com M/MT-2 (Figura 21 D, E e F). É possível observar nas imagens a formação de núcleos 

picnóticos e a diminuição na marcação em verde, sugerindo a destruição e/ou desorganização 

da tubulina neural. A intensidade média de fluorescência dos marcadores confirma o observado 

pela microscopia (Figura 21 G, H e I).   

 

 

Figura 21. Análise do cocultivo dos explantes neurais embrionários com M/MT-2. Foi feito um lavado 

peritoneal em camundongos C57BL/6 selvagens e adultos. As células foram semeadas a razão de 5x106 
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células/poço e incubadas na presença ou na ausência de as células MT-2 irradiadas com 20 Gy na proporção 1:3. 

As células foram incubadas por 72 h nas mesmas condições. Após esse período, os macrófagos foram (5x104 

células/poço) cocultivados com os explantes de medula espinhal de embrião de camundongo. As culturas foram 

incubadas por 72 h a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2. Em seguida, o explante foi marcado com F4/80 

conjugado com APC (vermelho), Tuj (verde) e Hoescht (azul). O resultado foi observado através de microscopia 

confocal de fluorescência. (A, B e C) são imagens referentes aos explantes com macrófagos não cocultivados com 

MT-2 (controles), (D, E e F) são explantes com M/MT-2. (G) Intensidade média de fluorescência do núcleo, (H) 

tubulina neural e (I) fagócitos mononucleares. *p<0.05 com relação ao controle. Os resultados são referentes a um 

n=6 controles e M/MT-2.  

5.9 Efeito do cocultivo de M/MT-2 sobre a viabilidade da cultura de células neurais  

Como os pacientes com MAH/PET apresentam atrofia na porção torácica da medula 

espinhal, pensamos que a indução de lesão poderia ser diferente quando comparados com outras 

porções da medula. Então, foi realizado a dosagem de LDH no sobrenadante da cultura de 

explantes neurais com os MØ/MT-2. Os resultados sugerem que macrófagos cocultivados com 

MT-2 levam a morte das células neurais sem que ocorra a liberação de LDH para o meio de 

cultura, uma vez que, a detecção dessa enzima foi considerada baixa quando comparado com o 

controle com 100% das células lisadas. Entretanto, foi possível observar que o efeito deletério 

desencadeado pelo cocultivo com MØ/MT-2, foi mais evidente na porção torácica da medula 

espinhal murina (Figura 22). 

 

Figura 22. Análise da viabilidade de explantes neurais cocultivadas com M/MT-2. Foi feito um lavado 

peritoneal em camundongos C57BL/6 selvagens e adultos. As células foram semeadas a razão de 5x106 

células/poço e incubadas na presença ou na ausência de as células MT-2 irradiadas com 20 Gy na proporção 1:3. 

As células foram incubadas por 72 h nas mesmas condições. Após esse período os macrófagos foram (5x104 

células/poço) cocultivados com os explantes de medula espinhal (cervical e torácica) de embrião de camundongo. 

Foram incubados por 72 h a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2. Em seguida, o sobrenadante da cultura 

foi coletado e foi feito a dosagem de LDH utilizando kit comercial. Os resultados são referentes a um n=2 controles 

e M/MT-2. 
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6. DISCUSSÃO 

Estima-se que, aproximadamente, entre 5 e 10 milhões de pessoas no mundo sejam 

portadoras do HTLV-1, estando a maior parte destes indivíduos aqui no Brasil (Catalan-Soares, 

Carneiro-Proietti e Proietti, 2005; Gessain e Cassar, 2012). A infecção crônica pelo HTLV-1 é 

capaz de induzir o desenvolvimento de manifestações clínicas de caráter inflamatório, sendo a 

principal delas a MAH/PET, uma doença inflamatória crônica e neurodegenerativa (Olière et 

al., 2011). O HTLV-1 tem como principal alvo linfócitos T CD4+. Entretanto, esse vírus 

também é capaz de infectar linfócitos T CD8+, monócitos, macrófagos, células dendríticas e 

células da microglia. Pouco se sabe sobre o papel dos macrófagos na infecção pelo HTLV-1, 

mas sabe-se que podem ser infectados pelo vírus in vitro ou in vivo e já se tem algumas 

evidencias que sugerem que essas células podem migrar da periferia para a medula espinhal em 

pacientes com MAH/PET (Koyanagi, 1993; Enose-Akahata et al., 2012). 

Os macrófagos possuem uma grande diversidade de aspectos morfológicos e funcionais 

variando de acordo com o tecido onde se encontram (Mills et al., 2000; Mosser 2003; 

Mantovani et al., 2004; Gordon e Taylor, 2005). De modo geral, esses fagócitos são 

caracterizados fenotipicamente pela alta expressão de F4/80 e CD11b. Entretanto, a expressão 

dessas moléculas pode variar de acordo com cada subpopulação de macrófagos (Taylor et al., 

2003). Os macrófagos peritoneais residentes, são obtidos da cavidade peritoneal e enriquecidos 

por aderência em placas de cultura. Os macrófagos podem ser polarizados em M1 e M2 de 

acordo com sua função e metabolismo (Mills et al., 2000). Os macrófagos M1 apresentam uma 

morfologia “dendrítica”, com grandes prolongamentos, enquanto os macrófagos M2 

apresentam uma morfologia arredondada e/ou fusiforme, semelhante à dos macrófagos não 

estimulados (Ploeger et al., 2013). Quando polarizadas para perfil M1, essas células têm como 

característica a capacidade de apresentar antígenos, alta produção de TNFα, IL-1β, IL-6, óxido 

nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (EROs) (Ginderachter et al., 2006; Kadl et al., 

2010). Além disso, expressam altos níveis do complexo principal de histocompatibilidade 

classe II (MHC II), o marcador CD68 e as moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 e CD40 

(MacMicking et al., 1997; Arnold et al., 2014; Vogel et al., 2014).  

O presente estudo demonstrou que macrófagos peritoneais, obtidos de camundongos, 

após o cocultivo de 72 horas com os linfócitos T CD4 infectados pelo HTLV-1, apresentaram 

morfologia indicativa de ativação quando comparados com macrófagos cultivados apenas com 

meio de cultura e com linfócitos murinos. A partir dessas observações foram realizados ensaios 

de imunofenotipagem para determinar o perfil de ativação desses macrófagos. Para isso, foram 

utilizados marcadores específicos para identificação de macrófagos M1. Foram observados 
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maior expressão de CD80 e MHC-II por macrófagos cocultivados com as células MT-2 e não 

houve alterações nos níveis de CD11b. Os resultados obtidos sugerem que as células MT-2 

induzem a polarização dos macrófagos murinos para o perfil M1. A alteração fenotípica dos 

macrófagos pode ser decorrente da ação de produtos secretados pelas células MT-2 e/ou da 

infecção dos macrófagos pelo HTLV-1. 

O cocultivo dos macrófagos com as células MT-2 poderia resultar na perda de 

viabilidade desses fagócitos e isso poderia impactar nos níveis de expressão de alguns 

marcadores celulares. Pensando nisso, foram realizados ensaios para determinar o número de 

macrófagos viáveis após a cocultura. Os resultados obtidos sugerem que o cocultivo dos 

macrófagos peritoneais murinos com as células MT-2 por 72 horas não reduziram 

significativamente a taxa de células metabolicamente viáveis. 

O estresse oxidativo está associado a patogênese de doenças graves como câncer, 

doenças autoimunes e neurodegenerativas. O estresse oxidativo é causado pela presença 

intracelular de espécies reativas de oxigênio, que excede a defesa antioxidante da célula 

(Schieber e Chandel, 2014). As fortes propriedades oxidantes das EROs resultam em danos a 

estruturas intracelulares em estruturas como proteínas, ácidos nucléicos e lipídios (Birben et 

al., 2012; Schieber e Chandel, 2014; Holmström e Finkel, 2014). As EROs são consideradas há 

muito tempo importantes mediadores antimicrobianos produzidos por macrófagos. E também 

são essenciais para a indução e manutenção da polarização de macrófagos do tipo M1. Vários 

estudos relataram o papel da ERO na ativação de NF-κB e em vias de sinalização que 

promovem a expressão de genes pró-inflamatória em macrófagos (Pawate et al., 2004; Kohchi 

et al., 2009; Padgett et al., 2015). Já se tem descrito que umas das funções da Tax, proteína 

expressa por células infectadas pelo HTLV-1, envolve a estimulação da produção de EROs 

(Takahashi et al., 2013). Além disso, marcadores de estresse oxidativo foram elevados em soros 

de pacientes com esclerose múltipla (Naidoo et al., 1992; Glabiński et al., 1993; Besler et al., 

2003) e no SNC de animais com EAE (Hunter et al., 1985; MacMicking et al., 1992). Em 

pacientes com esclerose múltipla, demonstrou-se que as EROs induzem danos ao DNA, levando 

à neurodegeneração (Vladimirova et al., 1999; Lu et al., 2000). 

No presente estudo foi demonstrado aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio por macrófagos peritoneais murinos após a cocultura com células MT-2. O aumento 

da produção de EROs sugere que esses macrófagos tenham um importante papel no 

desencadeamento das lesões observadas durante o processo inflamatório característico da 

MAH/PET. Tendo em vista que as EROs podem causar danos celulares que potencializam o 

processo inflamatório.  
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Acreditamos que os macrófagos cultivados somente com meio de cultura estimulados 

com PMA não apresentaram aumento na produção de EROs devido ao longo período de 72 

horas de cultivo, onde as células ficaram “inertes”. Não achamos que foi um problema com o 

estimulo, uma vez que, os macrófagos que foram cocultivados com as células MT-2 

aumentaram a produção de EROs após o tratamento com PMA. 

As linhagens de células MT-2 são capazes de secretar altos níveis de citocinas como, 

por exemplo, IFN-γ (Nomura et al., 2019). Essa molécula estimula a produção de outras 

citocinas e aumenta a capacidade fagocítica de monócitos (Nathan et al., 1983). Além disso, o 

IFN-γ é a principal citocina conhecida por ativar macrófagos/monócitos, bem como a sua alta 

produção é observada em indivíduos infectados com HTLV-1. Deste modo, pensamos que, para 

o nosso modelo de estudo, os macrófagos peritoneais murinos poderiam apresentar maior 

capacidade fagocítica. Entretanto, em nosso estudo foi observado que os macrófagos 

peritoneais mantêm sua capacidade fagocítica inalterada após o cocultivo com as células MT-

2. Corroborando com esses resultados, Amorim e colaboradores (2014) demonstraram que 

macrófagos obtidos a partir da diferenciação de monócitos de sangue periférico de pacientes 

com HTLV-1 não apresentaram alterações na sua capacidade fagocítica.  

O desenvolvimento de disfunção cognitiva relacionada ao HTLV-1 pode estar associado 

à infecção viral e/ou a resposta inflamatória promovida por células do sistema imune ativadas 

e/ou infectadas. Níveis mais altos de algumas citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α foram 

associados à disfunção cognitiva em idosos e em pacientes com doenças reumatológicas 

(Kozora et al., 2001; Dik et al., 2005; Mcafoose et al., 2009). O aumento de níveis plasmáticos 

de TNF-α também já foi associado ao déficit cognitivo da infecção causada pelo vírus da 

hepatite C, doença de Alzheimer e depressão (Hilsabeck et al., 2010; Spanemberg et al., 2014; 

Dursun et al., 2015). A produção de algumas citocinas pró-inflamatórias como TNF-α por 

células T, macrófagos, e micróglias ativadas possuem grande importância na desmielinização 

neuronal, como as que ocorrem inicialmente em pacientes com MAH/PET (Grant et al., 2002). 

Deste modo, dosamos TNF-α no sobrenadante da cocultura de macrófagos murinos com as 

células MT-2. Observamos que os macrófagos após o cocultivo com as células MT-2 produzem 

níveis, significativamente, altos de TNF-α quando comparados com os macrófagos controle. 

Esse resultado sugere que os macrófagos podem ter um importante papel durante o 

desencadeamento de lesão neurológica característica do MAH/PET, uma vez que, o TNF-α está 

associado a diversos fatores relacionados com déficit cognitivo e está elevado no líquor de 

pacientes com MAH/PET (Champs et al., 2019).  
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A citocina pró-inflamatória IL-1β, tem importante papel na resposta a diversos 

patógenos. Entretanto, ela também pode ser prejudicial ao indivíduo, estando associada ao dano 

tecidual e a diversas doenças. Por conta desse papel divergente, sua produção e secreção é um 

processo cuidadosamente controlado dentro das células (Bent et al., 2018). Diversos trabalhos 

demonstraram que a secreção dessa citocina pode ser induzido pela presença de inúmeros 

patógenos, inclusive em infecções virais. Dados do nosso grupo demonstraram que monócitos 

obtidos de sangue periférico de indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam maior produção 

e secreção IL-1β (Albuquerque, 2018). Deste modo, resolvemos dosar os níveis de IL-1β no 

sobrenadante da cocultura de macrófagos e células MT-2, a fim de definir se o cocultivo com 

as células infectadas pelo HTLV-1 seria o suficiente para induzir a produção dessa citocina pró-

inflamatória. Foi observado um aumento significante entre os níveis dessa molécula presente 

no sobrenadante, quando comparados com os grupos controles. Esse resultado corrobora com 

os resultados anteriores indicando que esses fagócitos apresentam características semelhantes 

aos macrófagos polarizados para o perfil M1. Sendo assim, essas células podem ter um papel 

importante durante o desencadeamento da lesão neurológica causada pelo HTLV-1. Esse evento 

está relacionado com a produção de óxido nítrico e TNF-α, através da ativação de NF-κB, por 

astrócitos estimulados por IL-1β (Zhao et al., 2001). Além disso, o TNF‐α pode induzir a 

expressão de iNOS, quando em cooperação com IL‐1β (Saha e Pahan, 2003; Jana et al., 2005). 

A formação do iNOS resulta na produção de óxido nítrico, que é tóxico para os neurônios, além 

de aumentar a permeabilidade da BHE (Chao et al., 1996; Nottet, 2005). 

Alguns macrófagos possuem a capacidade de liberar redes de DNA, semelhantes aos 

liberados por neutrófilos, para executar sua função microbicida (Doster et al., 2018). Pensando 

nisso, resolvemos dosar o DNA dupla fita presente no sobrenadante da cocultura entre 

macrófagos e outros tipos celulares. Observamos que os macrófagos cocultivados com as 

células MT-2 por 4 horas apresentaram aumento de 4-5x na quantidade de DNA presente no 

sobrenadante quando comparados com o controle. Esse resultado foi curioso, pois vários artigos 

afirmam que a liberação de MET é seguida pela perda de viabilidade dos macrófagos. 

Entretanto, isso não foi observado nos nossos experimentos. Uma dosagem de LDH feita do 

sobrenadante dessa cultura mostrou que as taxas de morte celular por necrose foram bem baixas 

(dados não mostrados). Não sabemos ao certo como essas células podem estar secretando esse 

DNA nessas condições. Mais experimentos precisam ser feitos para confirmar esse achado. 

Em nosso modelo utilizando culturas organotípicas, foi possível observar retração dos 

neuritos quando cocultivados M/MT-2 com explantes murinos embrionários de medula 

espinhal. Além disso, foi observada uma diminuição na marcação da tubulina e do núcleo dos 
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neurônios, sugerindo que a presença desses macrófagos induziu lesão no tecido nervoso. Os 

núcleos apresentaram aspecto característico de condensação da cromatina (núcleo picnótico), 

indicando apoptose das células do tecido nervoso. Atrelado a isso, a marcação não expressiva 

de F4/80 sugere que os efeitos observados foram decorrentes de produtos secretados pelos 

macrófagos, já que os mesmos foram semeados nas bordas dos poços e não se infiltraram nos 

explantes neurais. Já foi descrito na literatura que a proteína viral Tax secretada pelas células 

MT-2 induziu retração em células de neuroblastoma (Maldonado et al., 2011). Outras 

moléculas solúveis, liberadas por células infectadas pelo HTLV-1, como a SEMA-4D, podem 

alterar a dinâmica do citoesqueleto axonal levando ao colapso dos neuritos (Elhabazi et al., 

2003). A molécula SEMA-4D é expressa em baixos níveis por células T, células B, macrófagos, 

células NK e células dendríticas em repouso, mas podem ser reguladas positivamente após a 

ativação das mesmas (Nkyimbeng-Takwi e Chapoval, 2011; Takamatsu e Kumanogoh, 2012).  

O resultado da dosagem de LDH no sobrenadante das culturas de explante corrobora 

com o esperando. É conhecido na literatura que o LDH só é liberado em casos de morte por 

necrose. Nos ensaios realizados no presente estudo, os níveis observados de LDH foram bem 

baixos quando comparados com as células lisadas. Entretanto, os nossos dados preliminares 

sugerem que há uma diferença na indução de lesão da região cervical e torácica, uma vez, que 

houve maior liberação de LDH no sobrenadante dos poços com M/MT-2 e explantes de 

medula da porção torácica. Esse resultado vem de encontro com os dados encontrados na 

literatura, onde pacientes com MAH/PET apresentam maior atrofia na porção torácica da 

medula. 

7. CONCLUSÃO 

Desse modo, podemos sugerir que os macrófagos podem estar envolvidos na indução 

de lesão do SNC. Tendo em vista que essas células, quando em contato com a linhagem de 

linfócitos T CD4 HTLV-1+, se ativam e secretam mediadores inflamatórios potencialmente 

danosos ao tecido nervoso. Esse processo pode culminar no aparecimento e/ou na progressão 

de doença neurológica nos indivíduos infectados. 
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