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RESUMO 
 
O vírus linfotrópico para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é um retrovírus que 

acarreta uma infecção persistente e, enquanto a maioria dos portadores permanece 

assintomática, cerca de 0,5 a 5% dos indivíduos infectados desenvolve a 

paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH). Este 

estudo teve como objetivo avaliar parâmetros da dinâmica desta infecção, tais como 

a carga proviral (CPV), o padrão de integração do DNA proviral e frequência de 

clones infectados persistentes, a expressão dos genes virais tax e HBZ e das 

citocinas IFN- e IL-10, além da frequência de células T reguladoras (Tregs), como 

prováveis marcadores biológicos para a identificação dos indivíduos assintomáticos 

(ACs) com maior chance de desenvolver PET/MAH. Em comparação com indivíduos 

saudáveis, ACs e pacientes com PET/MAH com CPV elevada (>5%) apresentaram 

frequências elevadas de Tregs (células T CD4+FoxP3+). A utilização isolada de 

FoxP3 na caracterização das Tregs foi adotada em virtude da expressão aumentada 

de CD25 por células T CD4+, interferindo assim com a identificação clássica das 

Tregs (células T CD4+CD25+FoxP3+). A análise de CD127 confirmou este fato, pois 

a frequência de células T CD4+CD25+CD127‒/lowFoxP3(‒) se mostrou aumentada nos 

indivíduos infectados, e se correlacionou positivamente com a CPV. Pacientes com 

PET/MAH apresentaram maior frequência de populações clonais predominantes 

infectadas, e estes clones foram capazes de persistir ao longo do tempo, sugerindo 

que contribuam para os níveis mais elevados de CPV comumente observados 

nestes indivíduos. A expressão dos genes virais tax e HBZ em células 

mononucleares foi detectada em baixos níveis, e correlacionou de modo positivo 

com a CPV, sendo observada diferença significativa na expressão de tax ex vivo 

entre ACs e mielopatas. Dessa forma, a presença de grandes populações clonais 

infectadas, mesmo que expressando pequenas concentrações de antígenos virais, 

serviria como um estímulo para a intensa resposta de linfócitos T citotóxicos. Esta 

hipótese foi corroborada pelos altos níveis de IFN- em relação à IL-10 presentes 

nos pacientes com PET/MAH e em ACs com CPV alta, indicando que a avaliação 

conjunta destes parâmetros poderá melhor definir os ACs com maior risco de 

desenvolvimento de PET/MAH. 

 

Palavras-chave: 1. HTLV-1. 2. PET/MAH. 3. Carga proviral. 4. Células T 

reguladoras 5. Expressão de Tax e HBZ. 6. Marcadores biológicos. 
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Espíndola, OM. Study of biological markers for the development of HTLV-1-

associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) in individuals 

infected by the human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1). Rio de Janeiro, 

2013. 128 p. Thesis [PhD on Clinical Research of Infectious Diseases] – Instituto de 
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ABSTRACT 
 

The human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is a retrovirus that causes a 

persistent infection, in which the majority of patients remains asymptomatic while 

about 0.5 to 5% of infected individuals develop HTLV-1-associated 

myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). This study intended to evaluate 

parameters of HTLV-1 infection dynamics, such as the proviral load (PVL), the 

integration pattern of proviral DNA and frequency of persistent infected-cell clones, 

expression of viral genes tax and HBZ and of the cytokines IFN- and IL-10, and also 

the frequency of regulatory T cells (Tregs), as probable biological markers for the 

identification of asymptomatic carriers (AC’s) with more chance to develop HAM/TSP. 

Compared with healthy subjects, AC's and HAM/TSP patients with high PVL (>5%) 

had high frequency of Tregs (T CD4+FoxP3+ cells). The Treg characterization using 

only FoxP3 was done due to the increased CD25 expression on CD4+ T cells, which 

interfered with classical Treg phenotypic identification (T CD4+CD25+FoxP3+ cells). 

The analysis of CD127 confirmed this fact, because the frequency of T 

CD4+CD25+CD127‒/lowFoxP3(‒) cells was increased among infected individuals, and 

correlated positively with PVL. In addition, HAM/TSP patients presented greater 

amounts of predominant clonal cell-infected populations, which were able to persist 

over time, suggesting that it contributed to the usually high PVL levels observed in 

these patients. The expression of the viral genes tax and HBZ by mononuclear cells 

from infected individuals was detected at low levels and correlated positively with 

PVL, with difference of ex vivo tax expression among AC's and HAM/TSP patients. 

Thus, the presence of large infected clonal cell populations, even though expressing 

small amount of viral antigens, could act as a stimulus for the strong response of 

cytotoxic T lymphocytes. This hypothesis was supported by high levels of IFN- in 

comparison with IL-10 in HAM/TSP patients and AC's with high PVL, indicating that 

the evaluation of both parameters may better define AC's with high risk for HAM/TSP 

development. 

Keywords: 1. HTLV-1. 2. HAM/TSP. 3. Proviral load. 4. Regulatory T cells. 5. Tax 

and HBZ expression. 6. Biological markers. 
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1. INTRODUÇÃO: 

 

1.1. Breve histórico: 

O vírus linfotrópico para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro 

retrovírus descrito em humanos, tendo sido identificado por Robert Gallo e seu grupo 

de pesquisa em 1980, a partir de uma linhagem de células T (HUT102) estabelecida 

de um linfoma cutâneo (Gallo, 2005). Contudo, o primeiro evento para a descoberta 

do HTLV-1 foi a descrição da leucemia/linfoma de células T do adulto (LLTA) por 

Kiyoshi Takatsuki e seus colaboradores no Japão, em 1976 (Uchiyama et al., 1977), 

em que relataram uma leucemia com características únicas, tais como células 

maduras com núcleo lobulado e fenótipo de superfície incomum (Yoshida, 2005). Em 

1981, Hinuma et al. demonstraram que linhagens celulares estabelecidas de 

pacientes com LLTA produziam partículas virais e antígenos de superfície que 

reagiam com anticorpos de pacientes com LLTA, denominando tais vírus de ATLV. 

Posteriormente, HTLV e ATLV foram reconhecidos como idênticos.  

Logo após a descoberta do HTLV-1, até então denominado apenas HTLV, 

estudos desenvolvidos de forma independente no Japão e ilhas do Caribe indicaram 

uma associação deste vírus com uma mielopatia de progressão lenta. Em 1985, 

Gessain et al. demonstraram que aproximadamente 60% dos pacientes com 

paraparesia espástica tropical (PET) testados em Fort-de-France, Martinica, eram 

soropositivos para HTLV. Independentemente, em 1986, em Kagoshima, Japão, 

uma das regiões de maior prevalência de LLTA, foi também demonstrado que 

pacientes manifestando uma forma de paraparesia espástica de progressão lenta 

apresentavam anticorpos reativos para HTLV, tanto no soro quanto no líquido 

cefalorraquidiano, sendo por isso denominada mielopatia associada ao HTLV (MAH) 

(Izumo et al. 2000; Izumo, 2010). Posteriormente, a PET associada ao HTLV e a 

MAH foram descritas como uma única entidade clínica, sendo reconhecidas pelo 

acrônimo PET/MAH. 

1.2. Subtipos de HTLV: 

Até o momento, já foram identificados quatro tipos de HTLV: HTLV-1, -2, -3, e 

-4, que são classificados como deltaretrovírus, pertencentes a família de retrovírus 
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complexos, caracterizados pela expressão de proteínas reguladoras codificadas por 

mRNAs cujo splicing promove a remoção de dois introns (Manel et al., 2005). A 

maioria dos indivíduos infectados por HTLV-1 permanece assintomática ao longo da 

vida, e somente uma pequena parcela (0,5 a 5%) desenvolve alguma doença 

associada à infecção, sendo as principais a LLTA e a PET/MAH (Gessain et al., 

1985; Osame et al., 1986; Nagai & Osame, 2003; Araújo & Silva, 2006).  

A infecção por HTLV-1 também tem sido relacionada a outras manifestações, 

tais como dermatite infecciosa (Bittencourt & Oliveira , 2010), xerose (Lenzi et al., 

2003), polimiosite (Higuchi et al., 1995; Douen et al., 1997), uveíte (Merle et al., 

2002; Kamoi & Mochizuki, 2012), bexiga neurogênica (Saito et al., 1991; Silva et al., 

2007) e neuropatia periférica (Leite et al., 2004), alterações cognitivas (Silva et al., 

2003) e disautonômicas (Alamy et al., 2001). Por outro lado, a infecção por HTLV-2, 

descrito em 1982 por Robert Gallo e colaboradores (Kalyanaraman et al., 1982), 

raramente é patogênica, havendo poucos relatos na literatura sobre casos de 

manifestações neurológicas que se assemelham à PET/MAH (Hjelle et al., 1992; 

Dooneief et al., 1996; Murphy et al., 1997), e nenhuma ligação contundente com o 

desenvolvimento de desordens linfoproliferativas (Feuer & Green, 2005). 

Recentemente, em 2005, foram descritos os subtipos HTLV-3 e HTLV-4 a partir de 

amostras de sangue de caçadores de gorilas nas selvas do Camarões, África 

Central, e até o momento não foram associados a doenças (Calattini et al., 2005; 

Wolfe et al., 2005; Mahieux & Gessain, 2011). 

Atualmente, não há estimativas corretas do número de indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 em todo o mundo (Hlela et al., 2009). No Brasil, existem poucos 

estudos que reflitam a realidade de todo o país. Estudos multicêntricos baseados na 

triagem sorológica de hemocentros de 26 Estados e do Distrito Federal revelaram 

uma prevalência média de 0,46% de portadores da infecção por HTLV-1/2, sendo as 

maiores frequências encontradas em capitais das regiões Norte e Nordeste (Figura 

1) (Catalan-Soares et al., 2005). Outro estudo de base populacional realizado em 

Salvador, Bahia, revelou uma prevalência de 1,76% na população geral desta cidade 

(Dourado et al., 2003). Considerando estas estimativas, espera-se que cerca de um 

milhão de indivíduos estejam infectados pelo HTLV-1 no Brasil, o que implica em 
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aproximadamente 10 a 50 mil indivíduos afetados por doenças associadas a esta 

virose (Carneiro-Proietti et al., 2002). 

 

 

Figura 1. Prevalência da infecção por HTLV-1/2 no Brasil. As taxas de prevalência foram 

determinadas por triagem sorológica utilizando os resultados de ensaios imunoenzimáticos realizados 

nos bancos de sangue das capitais de 26 Estados e do Distrito Federal, entre janeiro de 1995 e 

dezembro de 2000. Os valores estão apresentados como número de indivíduos infectados/1.000 

doadores de sangue (Retirado de Catalan-Soares et al., 2005). 

 

1.3. Patogênese na infecção por HTLV-1: 

A PET/MAH se manifesta como uma doença desmielinizante, que atinge 

principalmente o segmento torácico da medula espinhal. A principal área de lesão 

ocorre no trato cortico-espinhal, sendo que a maioria dos pacientes cita a fraqueza 

dos membros inferiores como primeiro sintoma (Araújo & Silva, 2006). Clinicamente, 

a PET/MAH se apresenta como uma paraparesia espástica com sintomas comuns, 

incluindo dor na região lombar e disfunções urinárias, sendo a incidência três vezes 

maior em mulheres do que em homens. Além disso, tem sido observado que a 
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progressão da doença é mais rápida em mulheres, sendo este fato associado ao 

surgimento dos sintomas após a gravidez e antes da menopausa, sugerindo o 

envolvimento de hormônios em sua patogênese (Uchiyama, 1997). De modo geral, a 

PET/MAH evolui em duas etapas, iniciando-se como uma reação inflamatória, que 

compromete a integridade da barreira hematoencefálica e aumenta o potencial de 

migração dos linfócitos para o sistema nervoso central (SNC), sendo seguida de um 

longo estágio de desmielinização (Araújo & Silva, 2006; Lepoutre et al., 2009).  

Conforme revisado por Araújo & Silva (2006), o real mecanismo pelo qual a 

infecção por HTLV-1 resulta no desenvolvimento da PET/MAH ainda é 

desconhecido. Contudo, existem três hipóteses: (i) a de citotoxicidade direta, em que 

linfócitos T citotóxicos (CTLs) específicos para HTLV-1 atravessariam a barreira 

hematoencefálica e eliminariam células da glia infectadas, provocando lesão; (ii) a 

de mecanismos de autoimunidade, em decorrência de semelhanças antigênicas 

entre a proteína Tax de HTLV-1 e a riboproteína heterogênea nuclear A1 (hnRNP-

A1) expressa por neurônios; (iii) e a de dano indireto, em que respostas de CTLs 

contra células T infectadas resultariam na produção de citocinas inflamatórias, tais 

como fator de necrose tumoral  (TNF-), induzindo a lesão tecidual no SNC (Figura 

2). Dessa forma, tem sido sugerido a patogênese da PET/MAH está associada a 

uma resposta imune exacerbada, em que há o predomínio de respostas do tipo Th1 

(Goon et al., 2002), e a presença de níveis elevados de citocinas proinflamatórias, 

tais como interferon  (IFN-), TNF-, interleucina (IL)-1, IL-6 e fator estimulador de 

colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) no líquido cefalorraquiano destes 

pacientes (Lepoutre et al., 2009). 
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Figura 2. Hipóteses de geração de lesão neurológica na infecção por HTLV-1. Três potenciais 

mecanismos têm sido propostos para explicar o acometimento neurológico na PET/MAH: (1) o 

mecanismo de dano direto, que envolve a infecção de células do sistema nervoso central (SNC); (2) o 

estabelecimento de autoimunidade, devido semelhanças entre determinantes antigênicos da proteína 

Tax de HTLV-1 e a hnRNP-A1 (riboproteína heterogênea nuclear A1), expressa por células do SNC; 

e (3) o mecanismo de dano indireto, em decorrência de citotoxicidade mediada por citocinas 

proinflamatórias, que são liberadas durante a eliminação de células T CD4
+
 infectadas por respostas 

mediadas por CTLs específicas para HTLV-1 (Retirado e adaptado de Olière et al., 2011). 

 

1.4. Replicação viral: 

1.4.1. Estrutura das partículas de HTLV-1: 

HTLV-1 é capaz de infectar in vivo diferentes tipos celulares, tais como 

linfócitos T CD4+ e CD8+, linfócitos B, monócitos, macrófagos (Koyanagi et al. 1993) 

e células dendríticas (DCs) (Jones et al., 2008). Contudo, a infecção produtiva é 

observada com maior eficiência nos linfócitos T CD4+ (Koyanagi et al. 1993; Ghez et 

al., 2010). Estruturalmente, as partículas de HTLV-1 são envelopadas e apresentam 

em sua superfície espículas compostas por trímeros de duas glicoproteínas: gp46 e 

gp21 (Figura 3). Ambas derivam da proteína precursora codificada pelo gene env, e 

são geradas após clivagem por enzimas celulares no complexo de Golgi durante a 

via normal de secreção de proteínas, permanecendo unidas por ligações dissulfeto 
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(Delamarre et al. 1996). A gp46 representa a subunidade de superfície da espícula, 

exercendo papel na adsorção da partícula viral a receptores presentes na membrana 

plasmática das células, enquanto a gp21 constitui a porção transmembrana, que 

ancora o complexo gp46/gp21 ao envelope viral e é responsável pelo processo de 

fusão de membranas para internalização viral (Ghez et al., 2010). O envelope 

recobre um capsídeo que, assim como em outros retrovírus, é composto por 

proteínas derivadas do precursor codificado pelo gene gag (do inglês Group-specific 

antigen), que após o brotamento das partículas virais, é clivado pela protease viral. 

O processamento de Gag gera as proteínas da matriz (MA), do capsídeo (CA) e do 

nucleocapsídeo que, após reorganização, dão origem a partículas virais 

estruturalmente maduras (Grigsby et al. 2010) (Figura 3). As etapas de formação e 

brotamento de partículas de HTLV-1 têm início com a oligomerização da proteína 

precursora Gag na face interna da membrana plasmática da célula infectada, sendo 

este evento mediado pelas interações do domínio de Gag correspondente a proteína 

MA e a porção citoplasmática da gp21 (Le Blanc et al., 1999). Após clivagem 

proteolítica de Gag, as proteínas MA resultantes permanecem associadas à gp21, 

revestindo a face interna do envelope viral, enquanto as proteínas CA, após 

sofrerem mudanças conformacionais, originam o capsídeo que abriga o ácido 

ribonucleico (RNA) genômico associado a nucleoproteínas, transcriptase reversa e 

integrase (Rayne et al., 2004; Fogarty et al., 2011). 

 

 

Figura 3. Estrutura das partículas imaturas e maduras de HTLV-1. As partículas de HTLV-1 são 

envelopadas e apresentam espículas compostas por trímeros das glicoproteínas gp46 e gp21. O 

envelope recobre um capsídeo composto por proteínas derivadas da proteína precursora Gag que, 
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após o brotamento das partículas, é clivada pela protease viral. O processamento de Gag gera as 

proteínas da matriz, do capsídeo e do nucleocapsídeo que, após reorganização, dão origem a 

partículas virais maduras. O capsídeo abriga um genoma constituído por duas cópias de RNA de fita 

simples de polaridade positiva, que está associado às nucleoproteínas, à transcriptase reversa e à 

integrase (Retirado e adaptado de http://viralzone.expasy.org/all_by_species/60.html). 

 

1.4.2. Mecanismo de internalização viral: 

As etapas iniciais da infecção por HTLV-1 dependem de interações entre as 

proteínas do envelope viral e estruturas da membrana celular que atuam como 

receptores e co-receptores. Manel et al. (2003) demonstraram que o transportador 

de glicose do tipo 1 (GLUT-1) atua como receptor para HTLV-1 e HTLV-2. Contudo, 

estudos recentes têm demonstrado que outros fatores/co-receptores também estão 

envolvidos no processo de internalização do HTLV-1, tais como a neuropilina 1 (NP-

1) (Ghez et al., 2006; Jin et al., 2010) e os heparan sulfato proteoglicanos (HSPGs) 

(Piñon et al., 2003; Jones et al., 2005a; Takenouchi et al., 2007). A NP-1 é uma 

proteína transmembrana que inicialmente foi identificada como um importante fator 

na orientação de neurônios durante o desenvolvimento embrionário (He & Tessier-

Lavigne, 1997) e, posteriormente, como um fator central na regulação da 

angiogênese (Soker et al., 1998). Com relação às moléculas da família dos HSPGs, 

estas são compostas por uma proteína central associada a uma ou mais cadeias 

laterais constituídas por polissacarídeos sulfatados, denominados heparan sulfato 

glicosaminoglicanos. Devido a sua carga altamente negativa, HSPGs são capazes 

de se ligar, através de interações eletrostáticas, a diferentes proteínas, tais como 

fatores de crescimento e seus receptores, quimiocinas, citocinas e proteínas da 

matriz extracelular e do plasma, desempenhando por isso um importante papel na 

fisiologia de mamíferos (Bishop et al., 2007). De modo geral, HSPGs participam do 

processo de infecção por diferentes tipos virais, facilitando a adsorção de partículas 

às células-alvo antes de interações específicas entre proteínas virais e seus 

receptores (Ghez et al., 2010). 

A importância de NP-1 e dos HSPGs na infecção por HTLV-1 foi demonstrada 

pela redução da eficiência de infecção de células T CD4+ durante o bloqueio da 

interação entre a proteína de envelope (Env) de HTLV-1 e tais moléculas. A redução 

da expressão de NP-1 na superfície celular ou a remoção enzimática de HSPG 
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foram capazes de inibir parcialmente a infecção por HTLV-1, e a formação de 

sincício mediada por Env (Jones et al., 2008).  

Embora células T CD4+, que constituem o principal tipo celular acometido pela 

infecção por HTLV-1, apresentem baixa expressão de HSPG, NP-1 e GLUT-1 

quando num estado quiescente, a expressão destas moléculas pode ser induzida 

durante a ativação celular. Por outro lado, Jones et al. (2005b) demonstraram que a 

ativação celular em si não é um fenômeno essencial a este processo. Células T 

CD4+ infectadas por HTLV-1 secretam níveis aumentados do fator de crescimento 

tumoral beta (TGF-), uma citocina com potencial imunossupressor, que também é 

capaz de induzir o aumento da expressão de receptores para HTLV-1. Considerando 

os diferentes fatores até então descritos como influentes na adsorção e 

internalização de HTLV-1, Ghez et al. (2010) sugerem que a gp46 interagiria com 

HSPGs através da sua porção C-terminal, permitindo a adsorção da partícula viral a 

superfície celular. Isto aumentaria a probabilidade de interações entre gp46 e NP-1. 

Esta noção é consistente com as observações de que a remoção de HSPGs da 

superfície celular reduz drasticamente a ligação de gp46 ou de virions às células T 

CD4+ (Jones et al., 2005b). A interação com NP-1 ativaria uma mudança 

conformacional na gp46, permitindo sua interação com GLUT-1, o que finalmente 

desencadearia o processo de fusão de membranas mediado pela gp21, necessário 

à internalização viral (Figura 4). Neste modelo, NP-1 e HSPG representariam o 

receptor primário de ligação viral, enquanto GLUT-1 seria o receptor de fusão, sendo 

esta hipótese corroborada pelo fato da superexpressão de GLUT-1 não aumentar o 

nível de ligação de gp46 de HTLV-1 à superfície celular (Ghez et al., 2010). 
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Figura 4. Modelo do complexo de receptores para infecção por HTLV-1. 1) A interação de HSPG 

com a gp46 permite a adsorção e concentração de vírions na superfície da célula, facilitando o seu 

recrutamento para NP-1. 2) A região dos aminoácidos 90-94 da gp46 interage com o domínio  da 

NP-1, sendo esta interação estabilizada por HSPGs. 3) A interação entre gp46 e NP-1 desencadeia 

uma mudança conformacional na gp46, permitindo a exposição da tirosina 114, que é crucial para a 

ligação ao receptor de glicose do tipo 1 (GLUT-1). A interação entre GLUT-1 e gp46 promove uma 

alteração conformacional que expõe o peptídeo de fusão da gp21 (não demonstrado), possibilitando a 

fusão entre o envelope viral e a membrana celular, permitindo a internalização do genoma viral. A 

gp46 de HTLV-1 está representada em azul, sendo destacados seus três domínios: o domínio de 

ligação ao receptor (RBD), a região rica em prolina (PRR) e o domínio C-terminal (CTD). A região 

destacada em preto dentro do RBD representa a região de 88-120 aminoácidos que contém o motivo 

KPxR e os resíduos D106/Y114 responsáveis pela ligação à NP-1 ou GLUT-1, respectivamente 

(Retirado e adaptado de Jones et al., 2011). 

 

1.4.3. Transmissão da infecção entre células – sinapse virológica: 

 A dificuldade de detecção de partículas livres de HTLV-1 nos fluidos de 

indivíduos infectados, durante muito tempo, fundamentou o pensamento de que a 

infecção cursava de modo latente, e que a replicação viral se limitava 

essencialmente à expansão de populações celulares carreando cópias do provírus 

de HTLV-1 (Wattel et al., 1996). Tal hipótese era corroborada por algumas 

características da infecção, tais como a alta estabilidade genética da sequência viral 

(Van Dooren et al., 2004), o fenômeno de proliferação espontânea in vitro de 

linfócitos de pacientes infectados mesmo na ausência de estímulos mitogênicos 



10 

 

(Mann et al., 1994), e a baixa variabilidade nos níveis da carga proviral (CPV) no 

indivíduo ao longo do tempo (Matsuzaki et al., 2001; Furtado et al., 2012). Contudo, 

tanto portadores assintomáticos (ACs) quanto indivíduos com PET/MAH 

apresentam, no sangue periférico, uma alta frequência de CTLs ativados específicos 

para HTLV-1, principalmente contra epítopos da proteína Tax (Kannagi et al., 1991; 

Daenke et al., 1996; Kattan et al., 2009), o que contradiz a hipótese de infecção viral 

latente. De fato, a expressão de genes virais pode ser detectada ex vivo em 

linfócitos T, embora em baixos níveis, sendo mais elevada em pacientes com 

PET/MAH do que em ACs (Hanon et al., 2000a; Toulza et al., 2008). Além disso, 

Asquith et al. (2007) ao avaliarem a dinâmica populacional de linfócitos infectados 

pelo HTLV-1 in vivo, utilizando glicose marcada com deutério para calcular a taxa de 

renovação celular, demonstraram a proliferação seletiva de células T infectadas 

expressando a proteína Tax, especialmente em populações de células T 

CD4+CD45RO+ e CD8+CD45RO+, cujo fenótipo caracteriza células T de memória 

(Mackay et al., 1999). 

Em contrapartida à síntese de níveis indetectáveis de partículas livres de 

HTLV-1 por linfócitos normais naturalmente infectados (Fan et al., 1992), tem sido 

observado que a transmissão eficiente do HTLV-1 requer contato celular, tanto in 

vitro (Yamamoto et al., 1982; Derse et al., 2004; Mazurov et al., 2010) quanto in vivo, 

e que depende da transferência de linfócitos infectados pelo leite materno (Ureta-

Vidal et al., 1999; Li et al., 2004), sêmen (Moriuchi & Moriuchi, 2004) ou por produtos 

sanguíneos para transfusão (Mahieux & Gessain, 2003). Inicialmente, este contato é 

favorecido pelo próprio processo de reconhecimento antigênico, mais precisamente, 

pela formação da estrutura denominada sinapse imunológica (Nejmeddine & 

Bangham, 2010), que consiste numa região de contato celular especializada 

formada pela interação entre moléculas de adesão e de sinalização celular, onde 

são secretadas citocinas ou grânulos líticos (Grakoui et al., 1999). Dessa forma, as 

interações entre diferentes tipos celulares durante a resposta imunológica resultam 

numa maior exposição à infecção de células T específicas para HTLV-1 do que 

populações celulares reativas para outros antígenos, sendo este fenômeno evidente 

tanto para células T CD4+ (Goon et al., 2002) quanto para células T CD8+ (Hanon et 

al., 2000b). Contudo, tem sido descrito que este não é o mecanismo diretamente 

envolvido na transmissão do HTLV-1. A observação de conjugados formados 
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espontaneamente ex vivo entre células T CD4+ de pacientes infectados pelo HTLV-1 

e linfócitos autólogos (ou alogenéicos), através de microscopia confocal, revelou 

uma nova estrutura de junção célula-célula, denominada sinapse virológica em 

função da sua semelhança estrutural à sinapse imunológica (Igakura et al., 2003).  

A sinapse virológica é definida como uma área especializada de contato entre 

células induzida pela infecção viral, que promove a transmissão direcionada do 

material genético viral sintetizado pela célula infectada para a célula-alvo (Figura 5) 

(Nejmeddine & Bangham, 2010). Este processo difere da sinapse imunológica, cuja 

ativação depende do engajamento do receptor de células T (TCR) e de moléculas 

coestimulatórias, sendo observada a polarização do centro de organização de 

microtúbulos (MTOC) da célula T responsiva em direção à célula apresentadora de 

antígeno (APC) (Jenkins et al., 2009). Tem sido demonstrado que tais mecanismos 

que ativam a remodelação de citoesqueleto, e a polarização de moléculas de 

adesão e do MTOC para a região de sinapse virológica, são induzidos por proteínas 

virais (Igakura et al., 2003). Além disso, a polarização de MTOC nas células 

infectadas é aumentada pela participação de duas moléculas: a molécula de adesão 

intercelular 1 (ICAM-1), que interage com a integrina LFA-1 na célula-alvo (Barnard 

et al., 2005), e/ou a cadeia  do receptor de IL-2 (CD25), cujo papel na polarização 

seletiva resulta a princípio da sua associação física com ICAM-1 na membrana 

plasmática das células T (Nejmeddine & Bangham, 2010). 

Em linfócitos T individualizados e não-polarizados, a proteína Gag forma 

grandes inclusões citoplasmáticas, distribuídas randomicamente na periferia celular, 

sob a membrana plasmática (Figura 5A) (Le Blanc et al., 2002). Após a formação de 

conjugados entre linfócitos T infectados pelo HTLV-1 e células autólogas, as 

proteínas Gag e Env são redistribuídas, sendo concentradas na região de contato 

celular, que é caracterizada pela formação de diversas fendas sinápticas (Igakura et 

al., 2003; Nejmeddine et al., 2005; Majorovits et al., 2008). Estas sinapses podem 

constituir sítios de brotamento viral, pois contêm partículas envelopadas com 

morfologia e tamanho compatíveis com virions de HTLV-1 (Figura 5B) (Majorovits et 

al., 2008). Igakura et al. (2003) demonstraram que a proteína Gag de HTLV-1 e 

cópias do RNA genômico acumuladas na região de junção celular, após 2h, são 

transferidas da célula infectada para a célula-alvo. Recentemente, Mazurov et al. 
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(2010) através de um sistema de vetor para replicação viral determinaram a 

contribuição da proteína Tax na transmissão da infecção por contato celular, 

utilizando como controle comparativo a influência na infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV-1). Estes autores observaram que a 

transmissão célula-célula de HTLV-1 foi >104 vezes mais eficiente do que utilizando 

partículas virais livres, enquanto a infecção por HIV-1 teve sua eficiência de 

transmissão elevada em apenas duas vezes. Além disso, a interferência com a 

polimerização de microtúbulos, através do tratamento com nocodazol, reduziu em 

85% a infecciosidade de HTLV-1 nos co-cultivos celulares, enquanto nos controles 

realizados com HIV-1 a redução foi de 60%. Dessa forma, os autores demonstraram 

que a proteína Tax participa do processo de transmissão viral, sendo o principal 

determinante de diferenças entre a transmissão de HTLV-1 e HIV-1.  

O desenvolvimento de mecanismos especializados, como por exemplo a 

sinapse virológica, maximizam a eficiência de transmissão e limitam a exposição de 

partículas virais a mecanismos de defesa do hospedeiro. Dessa forma, o sequestro 

de partículas nas fendas sinápticas presumivelmente permite a transferência 

eficiente de um pequeno número de virions (Nejmeddine & Bangham, 2010). Pais-

Correia et al. (2010) também relataram que partículas de HTLV-1 podem ser 

transferidas de uma célula para outra através da região de contato, ou pela periferia 

da sinapse virológica, através de uma estrutura semelhante a um biofilme na 

superfície celular, que contém acúmulos de partículas virais, num ambiente rico em 

carboidratos e protegido da ação de componentes do sistema imune, tais como o 

complemento e anticorpos (Figura 5B). 
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Figura 5. Modelo da formação da sinapse virológica na infecção por HTLV-1. (A) Em linfócitos 

isolados, as proteínas virais não se encontram polarizadas. (B) HTLV-1 pode ser transmitido entre 

células pelas seguintes rotas: 1) Transmissão célula-célula através das fendas sinápticas delimitadas 

por regiões de contato entre a célula infectada e a célula-alvo. 2) Partículas virais livres podem ser 

internalizadas por células dendríticas (DC) e transferidas para linfócitos durante contato celular. 3) 

Partículas produzidas podem ser retidas na superfície celular em uma estrutura semelhante a um 

biofilme antes da transferência lateral para células-alvo através da região adjacente externa à sinapse 

virológica. (Retirado e adaptado de Nejmeddine & Bangham, 2010). 

 

1.4.4. Transcrição reversa e integração proviral de HTLV-1: 

Após a infecção celular, o RNA genômico viral, que é composto por duas 

moléculas idênticas de RNA de fita simples de polaridade positiva, é transcrito em 

duas moléculas lineares de ácido desoxirribonucleico (DNA) de dupla-fita pela 

transcriptase reversa (RT) viral no citoplasma. Este processo duplica as regiões 

únicas 5 (U5) e 3 (U3) presentes nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente, 

originando duas repetições terminais longas (long terminal repeats, LTRs) idênticas, 

cada uma consistindo de regiões U3/R/U5, que são características do genoma 

retroviral em sua forma de DNA (Coffin, 1997). As LTRs contêm sequências 

promotoras e elementos de estímulo da transcrição, e na 3’-LTR também existem 
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sinais para poliadenilação dos RNAs mensageiros (mRNAs) virais (Kannian & 

Green, 2010).  

Uma vez concluída a transcrição reversa, o DNA viral é transportado para o 

núcleo, onde ocorre a etapa de integração ao genoma da célula infectada. Este 

processo é realizado pela enzima viral integrase, que cliva duas bases da 

terminação 3’ de cada uma das fitas do DNA viral, gerando terminais 3’-OH que 

permitem a ligação do provírus ao DNA celular por ataque nucleofílico (Coffin, 1997). 

Embora a integrase seja suficiente para catalisar as etapas básicas de clivagem e 

ligação do DNA, tem sido demonstrado que diversos componentes do sistema 

celular de reparo de DNA atuam no estabelecimento do provírus, sendo 

responsáveis por finalizar o processo de integração (Engelman, 2003). A integração 

retroviral pode ser influenciada por diferentes fatores, tais como estrutura da 

cromatina, nível de transcrição gênica, interações DNA-proteína, metilação de CpG, 

e composição nucleotídica da sequência-alvo do DNA celular (Leclercq et al., 2000). 

A preferência por sítios de integração varia dentre diferentes gêneros de retrovírus: 

lentivírus, tais como HIV e o vírus da imunodeficiência símia, se integram 

predominantemente em genes e unidades transcricionais, enquanto a integração de 

gamaretrovírus, como por exemplo o vírus da leucemia murina (MLV), ocorre 

geralmente próxima a sítios de iniciação da transcrição e ilhas CpG (Derse et al., 

2007). Por outro lado, HTLV-1, que pertence ao gênero deltaretrovírus, não 

apresenta alvos específicos no DNA humano, sendo sua integração detectada em 

unidades de transcrição, sítios de iniciação da transcrição e ilhas CpG, tanto in vitro 

quanto in vivo (Derse et al., 2007; Meekings et al., 2008). Derse et al. (2007) 

observaram que a integração de HTLV-1 parece não ocorrer de forma 

essencialmente randômica, quando considerada a sequência de nucleotídeos do 

DNA alvo, sendo detectada principalmente em regiões ricas em A/T nos pacientes 

com PET/MAH (Meekings et al., 2008) ou com LLTA (Chou et al., 1996). Além disso, 

tem sido descrito que a especificidade de integração sofre mais influência das 

características locais do DNA celular do que da acessibilidade a regiões específicas 

(Leclercq et al., 2000). Estes dados corroboram evidências de que MLV, HIV-1 e 

HTLV-1 se integram preferencialmente próximos a regiões de ligação a matriz 

(MARs). MARs são sequências localizadas na base das alças de DNA, que se ligam 

a matriz nuclear e estão situadas próximo ao maquinário celular de replicação e 
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transcrição do DNA nuclear, e de processamento e transporte de RNAs. Não 

existem sequências consenso que definam as MARs. Contudo, estas regiões 

costumam exibir trechos ricos em A/T e sítios para ligação de fatores de transcrição 

e para ligação e clivagem por topoisomerases I e II (Johnson & Levi, 2005).  

Recentemente, Gillet et al. (2011) demonstraram que indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 normalmente carreiam entre 500 e 5000 clones com diferentes sítios de 

integração. Clones de células T infectadas são capazes de persistir por muitos anos 

em pacientes (Cavrois et al., 1998), principalmente aqueles contendo provírus 

inseridos em regiões de baixa expressão gênica, independentemente do estado 

clínico (Gillet et al., 2011). Dessa forma, tem sido sugerido que a transmissão de 

HTLV-1 através da sinapse virológica desempenha um importante papel no início da 

infecção (Nejmeddine & Bangham, 2010), enquanto a proliferação de células 

carreando provírus é responsável por manter os níveis de carga proviral, uma vez 

estabelecida a infecção de forma persistente e alcançado o equilíbrio com os 

mecanismos de resposta imune (Bangham & Osame, 2005). Em geral, indivíduos 

infectados apresentam uma intensa e crônica resposta de CTLs ativados específicos 

para HTLV-1 (Kannagi et al., 1991; Daenke et al., 1996; Kattan et al., 2009), 

sugerindo que a expressão de antígenos virais ocorre de forma persistente. E tem 

sido proposto que este mecanismo é capaz de limitar os níveis de CPV e reduzir o 

risco de desenvolvimento da PET/MAH (Bangham & Osame, 2005). Tem sido 

demonstrado que a abundância de clones infectados por HTLV-1 e o nível de 

expressão viral podem ser influenciados por características do genoma celular 

adjacente ao sítio de integração do provírus (Zoubak et al., 1994; Gillet et al., 2011). 

Consequentemente, a expressão de produtos virais, com destaque para a proteína 

Tax, influencia tanto a proliferação das células infectadas quanto a sua 

susceptibilidade à lise por CTLs (Bangham & Osame, 2005). Zoubak et al. (1994) 

demonstraram que provírus silenciados se localizam principalmente em regiões do 

genoma humano pobres em GC (39-44% GC), que apresentam uma baixa 

concentração de genes. Em contraste, demonstraram que provírus com expressão 

ativa se localizam em regiões ricas em GC, que apresentam uma alta frequência de 

genes, e forte atividade de transcrição e recombinação, sendo dotadas de cromatina 

com estrutura aberta. 
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Gillet et al. (2011) sugerem que a baixa expressão do provírus de HTLV-1, 

associada ao silenciamento transcricional da região genômica do sítio de integração, 

permite à célula infectada escapar da eliminação pela resposta imune. Células 

expressando genes virais sofrem uma forte seleção negativa durante a fase crônica 

da infecção, o que moldaria in vivo a frequência de clones infectados pelo HTLV-1, 

sendo este processo significativamente mais intenso em ACs do que em pacientes 

com PET/MAH ou LLTA (Gillet et al., 2011). Além disso, foi observado que a 

expansão clonal in vivo é favorecida pela orientação de integração do provírus no 

mesmo sentido do gene celular mais próximo, o que poderia resultar da expressão 

aumentada da proteína Tax (Gillet et al., 2011). Corroborando estes dados, foi 

demonstrado que a frequência de integração em regiões genômicas ativas está 

associada à expressão espontânea do provírus e com a PET/MAH (Meekings et al., 

2008). Com base em evidências de estudos da genética de HTLV-1 e de indivíduos 

infectados na fase crônica, Gillet et al. (2011) sugerem que indivíduos que 

permanecem assintomáticos provavelmente estabelecem mecanismos de imunidade 

anti-HTLV-1 mais efetivos do que pacientes com PET/MAH. 

 

1.4.5. Organização e expressão do genoma proviral de HTLV-1: 

O genoma de HTLV-1 apresenta, além dos genes gag, pol e env, que 

codificam para proteínas estruturais comuns a todos os retrovírus, uma região 

denominada pX, localizada entre o gene env e a 3’-LTR (Figura 6) (Boxus et al., 

2008). Esta região contém quatro janelas de leitura aberta (ORFs, do inglês open 

read frames) parcialmente sobrepostas que codificam para as proteínas acessórias 

p12 (ORF I), p13 e p30 (ORF II), e para as proteínas reguladoras Rex (ORF III) e 

Tax (ORF IV), que atuam em níveis transcricional e pós-transcricional (Nicot et al., 

2004; Peloponese et al., 2007), facilitando a transmissão viral e permitindo o 

estabelecimento de infecção persistente (Collins et al., 1998; Ye et al., 2003; Nicot et 

al., 2005; Hiraragi et al., 2006). Além disso, a fita complementar do provírus codifica 

para a proteína denominada Fator básico de zíper de leucina de HTLV-1 (HBZ), que 

atua como um regulador da expressão de Tax e influencia a proliferação das células 

T infectadas (Satou et al., 2006) (Figura 6). 
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Figura 6. Estrutura do genoma proviral de HTLV-1 e seus transcritos. O DNA proviral com as 

LTRs, e os transcritos que não são submetidos ao splicing, ou que sofrem a retirada de um ou dois 

íntrons, estão apresentados em escala. Os nomes dos genes estão destacados em caixas de texto, 

que representam a região codificante para as proteínas. Linhas sólidas representam exons, enquanto 

linhas pontilhadas indicam íntrons. Sítios de splicing estão indicados por setas e os números 

representam as posições dos nucleotídeos relativas aos RNAs virais (Retirado de Kannian & Green, 

2010). 

 

Durante a fase inicial do processo de replicação de HTLV-1, os primeiros 

ciclos de transcrição do genoma proviral dependem exclusivamente da função de 

fatores celulares (Kannian & Green, 2010). Nas LTRs localizadas nas extremidades 

5’ e 3’ do provírus, mais precisamente na região U3, está presente uma seqüência 

promotora da transcrição, denominada Elemento Responsivo de Tax (TxRE) (Felber 

et al., 1985). Esta sequência constitui uma repetição de 21pb do motivo                  

5’-TGACG(T/A)(C/G)(T/A)-3’, flanqueada por sequências ricas em GC, e é análoga 

ao Elemento Responsivo ao cAMP (CRE) (5’-TGACGTCA-3’), que permite a ligação 

do fator de transcrição celular CREB (Beimling & Moelling, 1992; Kannian & Green, 

2010). Estudos in vitro demonstraram que Tax não é capaz de ligar-se diretamente 

as sequências TxRE (Giam & Xu, 1989). Contudo, é capaz de interagir com o 

domínio básico de zíper de leucina (bZIP) do fator CREB, estimulando a sua 
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dimerização (Giebler et al., 1997) e, consequentemente, aumentando a sua 

afinidade pelos motivos TxRE das LTRs de HTLV-1 (Lundblad et al., 1998). Além 

disso, Tax recruta co-ativadores, tais como CBP/p300, para os sítios de iniciação da 

transcrição, desempenhando assim sua principal função: a de transativador da 

expressão viral (Azran et al., 2004) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Modelo da transativação gênica mediada pela proteína Tax. (A) Tax libera a repressão 

transcricional das LTRs por interação direta com histonas deacetilases, promovendo a dissociação 

das histonas do DNA. (B) Tax recruta os fatores de transcrição CREB/ATF (CA), enzimas 

modificadoras de histonas e de remodelação da cromatina (SWI/SNF, P/CAF and CBP/p300), (C) 

permitindo a ligação de fatores da transcrição basais a seqüências TATA box. Uma vez formado o 

complexo de iniciação, Tax recruta o fator P-TEFb, levando a fosforilação de CTD, permitindo o início 

da síntese de mRNAs pela RNA pol II. (D) Além disso, sua interação com SWI/SNF previne a 

interrupção do alongamento da fita de RNA (Retirado de Boxus et al., 2008). 
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1.4.6. Proteína Tax de HTLV-1: 

A proteína viral Tax é uma fosfoproteína de 40kDa, originalmente descrita 

como uma proteína nuclear (Smith & Greene, 1992), sendo posteriormente 

observada sua capacidade de migrar do núcleo para o citoplasma (Alefantis et al., 

2005). No núcleo, a localização de Tax se sobrepõe aos sítios de transcrição 

(Semmes & Jeang, 1996), enquanto no citoplasma, está associada ao complexo de 

Golgi e às regiões de contato entre células (Nejmeddine et al., 2005). Diferentes 

funções têm sido atribuídas à proteína Tax, sendo observada sua interação com 

membros de várias famílias de fatores de transcrição, incluindo CREB/ATF, o fator 

de resposta ao soro (SRF), o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), e o fator 

nuclear B (NF-B) (Figura 8) (Azran et al., 2004; Boxus et al., 2008). Dessa forma, 

Tax regula a expressão de genes virais e a função de diferentes genes celulares 

relacionados ao controle dos processos de proliferação, diferenciação e morte 

celular, de reorganização do citoesqueleto, e de reparo do DNA (Figura 8) (Neuveut 

& Jeang, 2000; Wu et al., 2004; Nejmeddine et al., 2005; Saggioro, 2011). Através 

da interação com CREB/ATF, Tax reprime a expressão de diversos genes celulares, 

incluindo ciclina A, c-myb e p53 (Boxus & Willems, 2012). A atividade do fator de 

transcrição p53 é central para a manutenção da integridade celular, de modo que a 

sua inativação, seja por mutação ou silenciamento gênico, aumenta a chance de 

instabilidade genética, favorecendo a oncogênese (Pise-Masison & Brady, 2005). 

Contudo, Schavinsky-Khrapunsky et al. (2008) demonstraram que a interferência da 

proteína Tax na função de p53 se comporta de modo dose-dependente em linfócitos 

T primários. Em pequenas doses, Tax estimula o sistema de reparo de DNA 

controlado por p53, enquanto em altas doses promove o seu bloqueio. Kinjo et al. 

(2010) recentemente descreveram que Tax compromete a estabilidade genômica 

por induzir a formação de quebras na dupla-hélice de DNA, fenômeno este 

relacionado à formação de espécies de oxigênio reativo. Estes autores sugerem que 

o bloqueio do ciclo celular induzido por este processo decorre de um mecanismo 

semelhante ao da resposta clássica de reparo do DNA, cujo desfecho pode ser 

determinado pela extensão das lesões.  

Além disso, Tax favorece a proliferação celular, acelerando tanto a transição 

da fase G1 para S do ciclo celular (Iwanaga et al., 2008) quanto o processo de 
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replicação do DNA (Kannian & Green, 2010). Estudos de dinâmica celular in vivo 

revelaram que células infectadas pelo HTLV-1 persistem em decorrência das 

funções desempenhadas por Tax que, provavelmente, em conjunto com outras 

proteínas virais, aumenta ativamente a taxa de divisão das células infectadas (Figura 

8) (Asquith et al., 2007). Segundo Boxus & Willems (2012), o bloqueio do ciclo 

celular resultante da expressão de Tax parece ser um efeito colateral originado da 

proliferação descontrolada e subseqüente instabilidade genômica. Dessa forma, a 

evasão do bloqueio do ciclo celular permitiria a proliferação de células, mesmo 

contendo defeitos no DNA, e o acúmulo de lesões. Enquanto mutações letais 

afetariam negativamente o destino da célula infectada, a fixação de mutações 

promotoras de crescimento favoreceria a leucemogênese (Boxus & Willems, 2012). 

 

 

Figura 8. Processos celulares alterados pela proteína tax de HTLV-1. A proteína Tax é capaz de 

induzir a ativação dos fatores de transcrição AP-1 (Proteína ativadora 1), SRF, CREB/ATF, e NF-B, 

de aumentar a expressão de fatores anti-apoptóticos (BclxL e inibidores de caspase) e regular 

negativamente a expressão de proteínas proapoptóticas (Bax). Além disso, Tax reprime a atividade 

de p53, da DNA polimerase  na excisão de bases, da transcriptase reversa da telomerase humana 

(hTert), da proteína Antígeno Nuclear da Proliferação Celular (PCNA) e da proteína de checkpoint 

mitótico MAD-1, e interfere com a função de diferentes reguladores de ciclo celular, incluindo ciclinas 

e inibidores de kinases dependentes de ciclina (CDK) (Retirado e adaptado de Kfoury et al., 2005). 
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Outro evento chave para o estabelecimento de persistência viral é a ativação 

do NF-B, que desempenha um papel central no controle da expressão de várias 

citocinas e seus receptores, na modulação de uma grande variedade de genes 

envolvidos na sobrevivência de linfócitos, no desenvolvimento de tecidos linfóides e 

nos mecanismos de apoptose, proliferação e inflamação (Grassmann et al., 2005; 

Boxus et al., 2008; Higuchi & Fujii, 2009). A atividade de NF-B é estritamente 

controlada em células T normais, sendo mantido no citoplasma numa forma inativa 

por associação ao seu inibidor (IB). Sob determinadas circunstâncias, NF-B é 

transitoriamente ativado pela fosforilação do seu inibidor pela IB kinase (IKK), num 

processo desencadeado em resposta a sinalização por citocinas inflamatórias e 

receptores Toll-like, estimulação antigênica, e por diferentes membros da família de 

proteínas do TNF, tais como CD40L e linfotoxina  (Li & Verma, 2002; 

Vallabhapurapu & Karin, 2009). Contudo, nas células T infectadas pelo HTLV-1, a 

proteína Tax interage de forma direta com a subunidade  de IKK, estimulando a sua 

função (Sun & Yamaoka, 2005) e rendendo a ativação constitutiva de NF-B (Figura 

9) (Ballard et al., 1988; Sun & Yamaoka, 2005; Higuchi & Fujii, 2009). Este fato é 

corroborado pela expressão aumentada de diversas citocinas e seus respectivos 

receptores nas células infectadas, como por exemplo, da IL-2 e de CD25, que 

estimulam a proliferação de linfócitos T, e são controlados pela via de sinalização de 

NF-B (Ballard et al., 1988; Boxus et al., 2008). 
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Figura 9. Interações de Tax com as vias de ativação de NF-B. A proteína Tax interfere com a 

sinalização por NF-B tanto no núcleo quanto no citoplasma. No citoplasma, dímeros de Tax 

interagem com a subunidade NEMO não-catalítica da IKK (IB kinase), e facilitam o recrutamento de 

Tax para as suas subunidades catalíticas  ou , induzindo a subsequente fosforilação, ubiquitinação 

e degradação proteassomal de IB (Inibidor de B), ou o processamento da região inibidora C-

terminal de p100 (p100C) nas vias clássica e alternativa, respectivamente. Durante a transcrição, Tax 

interage com NF-B e recruta o co-ativador transcricional CBP/p300, induzindo a expressão de genes 

de citocinas controlados por NF-B, reguladores de ciclo celular, e genes relacionados à apoptose, 

dentre outros (Retirado e adaptado de Hiscott et al., 2006). 

 

Além do estímulo à proliferação, tem sido descrito que a expressão de Tax 

interfere com os mecanismos de sinalização da apoptose (Saggioro, 2011). O 

processo de apoptose pode ser desencadeado por duas vias: uma extrínseca, 

geralmente mediada por receptores de membrana, e uma intrínseca, que é ativada 

por desequilíbrios bioquímicos nas mitocôndrias. Ambas as vias induzem a ativação 

de um grupo de proteases denominadas caspases, que desencadeiam uma cascata 

de eventos que resultam no desmantelamento da arquitetura celular. No entanto, 

este processo prepara a célula para remoção por fagócitos, evitando a liberação do 

seu conteúdo citoplasmático e conseqüente dano tecidual (Taylor et al., 2008). Tem 

sido associado à proteína Tax o papel de induzir ou inibir a morte celular por 

apoptose mediante diferentes estímulos associados à ativação das vias intrínseca e 

extrínseca, conforme revisado por Saggioro (2011). Contudo, o transcriptoma de 
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células expressando Tax demonstrou uma regulação positiva de fatores anti-

apoptóticos e a supressão de mecanismos pró-apoptóticos (de la Fuente et al., 

2003). Além disso, foi observado que a expressão constitutiva ou transitória de Tax 

eleva os níveis da forma ativa da proteína Ras (Vajente et al., 2009). Estas proteínas 

são pequenas GTPases que atuam como interruptores moleculares, alternando 

entre os estados inativo (ligado a guanosina difosfato) ou ativo (ligado a guanosina 

trifosfato). Vias de sinalização controladas por Ras possuem um importante papel na 

proliferação e sobrevivência da célula, e se mostraram essenciais à atividade anti-

apoptótica desempenhada por Tax (Stoppa et al., 2012). Por isso, tem sido 

amplamente reconhecido que a inibição da apoptose por Tax supera possíveis 

potenciais apoptóticos (Saggioro, 2011). 

 

1.4.7. Controle temporal da replicação de HTLV-1 pela proteína Rex: 

Com relação à expressão do genoma de HTLV-1, tem sido demonstrado que 

este processo pode ser dividido em duas fases: na primeira predomina a síntese de 

proteínas acessórias e reguladoras, enquanto a produção de componentes 

estruturais ocorre em uma segunda etapa (Li et al., 2012). Os primeiros mRNAs 

virais a serem traduzidos codificam para proteínas reguladoras Tax e Rex (Rende et 

al., 2011), que são sintetizadas a partir do mesmo transcrito após maturação pelo 

processo de splicing para a retirada de dois íntrons (Figura 6) (Kannian & Green, 

2010). Por outro lado, as proteínas estruturais de HTLV-1 são expressas a partir de 

mRNAs imaturos, não submetidos ao processo de splicing, exceto env, cujo mRNA é 

submetido a remoção de um único íntron (Figura 6) (Kannian & Green, 2010). 

Fisiologicamente, mRNAs imaturos são retidos no núcleo da célula até que o seu 

splicing seja concluído (Flint, 2000). Contudo, a proteína viral Rex interfere com este 

processo, promovendo uma redistribuição celular de mRNAs, mediando a 

exportação nuclear de transcritos virais imaturos, como por exemplo os que 

codificam para as proteínas Gag, Pro e Pol (Li et al., 2009; Rende et al., 2011). Por 

isso, durante as fases iniciais de expressão do provírus, se observa uma 

predominância na exportação de mRNAs virais maduros, o que está diretamente 

ligado a expressão de proteínas acessórias e reguladoras, cuja expressão não 

depende da função de Rex (Li et al., 2012). Proporcionalmente ao acúmulo da 
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proteína Rex, se observa um aumento progressivo da exportação nuclear de mRNAs 

virais imaturos, levando a produção de componentes estruturais e enzimáticos 

necessários à formação de partículas virais (Younis & Green, 2005). Por isso, Rex é 

considerada um regulador positivo, que controla a mudança entre os estágios de 

latência e de replicação viral (Li et al., 2012). 

 

1.4.8. Funções das proteínas acessórias de HTLV-1: 

Contudo, a expressão de produtos virais estimulada pela proteína Tax expõe 

a célula infectada às respostas do sistema imune, principalmente aos mecanismos 

citotóxicos mediados por células T CD8+ (Asquith et al., 2005; Asquith et al., 2007). 

Para evitar o reconhecimento antigênico por CTLs, a replicação de HTLV-1 

apresenta alguns mecanismos de regulação negativa, que são mediados pelas 

proteínas acessórias p12, p13 e p30 e pela proteína reguladora HBZ. Embora estas 

proteínas sejam dispensáveis à replicação viral in vitro, elas desempenham papel no 

estabelecimento e manutenção da infecção in vivo (Edwards et al., 2011).  

Tem sido demonstrado que a p12 de HTLV-1 interfere com o processo de 

apresentação de antígenos pela célula infectada através da ligação à cadeia  das 

moléculas do complexo de histocompatibilidade do tipo I (MHC-I), prevenindo a sua 

associação à β2-microglobulina. Dessa forma, a constituição de complexos 

funcionais de MHC-I é reduzida, assim como a chance de reconhecimento da célula 

infectada e sua eliminação por CTLs (Edwards et al., 2011). Além disso, p12 

também é capaz de estimular a proliferação celular, num processo que envolve a 

ativação de NFAT em decorrência da liberação de cálcio do retículo endoplasmático 

para o citoplasma (Edwards et al., 2011).  

Por sua vez, a proteína p13, na sua forma ubiquitinada, é capaz de interagir 

com Tax, inibindo a sua associação com o co-ativador transcricional CBP/p300, 

reduzindo assim o seu potencial transativador (Andresen et al., 2011). Enquanto 

isso, a proteína p30 realiza um processo de regulação pós-transcricional, inibindo o 

splicing dos mRNAs de tax através da ligação ao sítio de junção de exons, 

provocando a retenção destes mRNAs no núcleo e, consequentemente, reduzindo 
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os níveis de síntese de Tax (Nicot et al., 2004). Dessa forma, as funções de p13 e 

p30 contrabalançam as atividades de Tax, induzindo a replicação viral para um 

estado de latência (Edwards et al., 2011). 

 

1.4.9. Regulação da replicação viral pela proteína HBZ de HTLV-1: 

Tem sido descrito que a proteína HBZ também regula negativamente a 

expressão de Tax. A proteína HBZ é um fator nuclear que contém três domínios: um 

domínio de ativação transcricional na sua região N-terminal, um domínio central, e 

um domínio bZIP na sua porção C-terminal (Gaudray et al., 2002; Hivin et al., 2005; 

Hivin et al., 2006). A sua expressão se dá a partir de mRNAs codificados por uma 

ORF presente na fita complementar do provírus de HTLV-1, que está sob controle 

de seqüências promotoras da 3’-LTR (Figura 6) (Cavanagh et al., 2006; Yoshida et 

al., 2008). A existência de transcrição da fita anti-senso do genoma de HTLV-1 foi 

inicialmente demonstrada por Larocca et al. (1989), enquanto as evidências de uma 

proteína foram obtidas apenas 13 anos depois (Gaudray et al., 2002). Desde então, 

múltiplos sítios de iniciação da transcrição foram identificados nas regiões U3 e R da 

3’-LTR (Satou et al., 2006; Cavanagh et al., 2006; Yoshida et al., 2008), e 

determinam a expressão de três isoformas de mRNAs de HBZ: duas resultantes de 

splicing (HBZ SP1 e SP2) e uma que não sofre splicing (HBZ US) (Cavanagh et al., 

2006; Murata et al., 2006; Satou et al., 2006; Yoshida et al., 2008; Barbeau & 

Mesnard, 2011). Usui et al. (2008) observaram que mRNAs de HBZ resultantes de 

splicing são mais abundantes, numa proporção quatro vezes maior do que a forma 

sem splicing, e dão origem a uma proteína com maior tempo de meia-vida (Yoshida 

et al., 2008).  

Assim como Tax, HBZ também interage com diferentes fatores de transcrição 

através do seu domínio bZIP, podendo ser destacados: CREB (Lemasson et al., 

2007), CREB-2 (Gaudray et al., 2002), e as subunidades c-Jun e JunB do fator de 

transcrição AP-1 (Basbou et al., 2003; Matsumoto et al., 2005). Dessa forma, HBZ 

compete com Tax pela associação a estes fatores e, com isso, bloqueia a sua 

ligação aos promotores da 5’-LTR de HTLV-1, reduzindo os níveis de expressão viral 

mediada por Tax (Gaudray et al., 2002; Arnold et al., 2006). Complementando este 

http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B36#B36
http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B36#B36
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mecanismo, HBZ também interage com o co-ativador celular p300 através do seu 

domínio N-terminal, efetuando o seu desligamento de promotores virais (Figura 10) 

(Clerc et al., 2008). 

 

 

Figura 10. Funções da proteína HBZ de HTLV-1 em células infectadas. O efeito de HBZ sobre 

CREB-2 e AP-1 está apresentado, assim como o efeito do mRNA de HBZ sobre o fator de transcrição 

E2F1 e genes induzidos. Evidências indicam que HBZ antagoniza o efeito transcricional de Tax sobre 

a 5’-LTR do provírus de HTLV-1 (Retirado e adaptado de Matsuoka & Jeang, 2007). 

 

 

As proteínas Tax e HBZ apresentam efeitos opostos na regulação de vias de 

sinalização celulares. Além da transcrição mediada por CREB e AP-1, HBZ também 

suprime a via clássica de ativação de NF-B através da interação com a sua 

subunidade p65, sem interferir com os mecanismos de ativação pela via alternativa 

(Zhao et al., 2009; Barbeau & Mesnard, 2011). A via clássica de ativação de NF-B 

está relacionada principalmente com eventos da imunidade inata e da inflamação e, 

por isso, a sua inibição pela proteína HBZ facilitaria a fuga de células infectadas da 

resposta imune (Zhao & Matsuoka, 2012).  
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Esta dualidade entre as atividades de Tax e HBZ é corroborada pela cinética 

de expressão destas proteínas. Análises in vitro revelaram que células T CD4+ 

isoladas de pacientes com PET/MAH expressam, espontaneamente, mRNAs 

codificados pela fita senso a partir da 5’-LTR do provírus. Inicialmente, são 

detectados os mRNAs de tax e, posteriormente, de gag, sendo o pico de expressão 

observado após 24h de incubação. Por outro lado, a transcrição de mRNAs de HBZ 

a partir da fita anti-senso, sob controle da 3’-LTR, se eleva após 24h de cultivo das 

células infectadas, atingido o platô com 48h de incubação. Dessa forma, a taxa de 

transcrição da fita anti-senso é proporcionalmente inversa a expressão dos genes 

controlados pelo promotor da 5’-LTR (Barbeau & Mesnard, 2011). Esta mesma 

cinética foi observada in vivo por Li et al. (2009) que, usando coelhos infectados por 

HTLV-1 como modelo experimental, demonstraram que a expressão inicial de 

mRNAs de tax é progressivamente substituída pela expressão de HBZ.  

Conforme demonstrado em linhagens celulares infectadas, ambas as LTRs de 

HTLV-1 são funcionalmente equivalentes, apresentando uma distribuição equilibrada 

de fatores de transcrição (CREB, ATF-1, c-Fos, c-Jun) e co-fatores (p300/CBP, RNA 

polimerase II) (Lemasson et al., 2004), incluindo a proteína Tax, que ativam a 

transcrição senso/anti-senso (Landry et al., 2009). Dessa forma, Tax e CREB são 

capazes de ativar a transcrição do gene HBZ através da 3’-LTR, embora a influência 

da proteína Tax neste processo não seja tão significativa como na expressão dos 

genes sob controle da 5’-LTR (Landry et al., 2009; Zhao & Matsuoka, 2012). 

Complementando este fato, Barbeau & Mesnard (2011) observaram que a síntese 

de transcritos anti-senso a partir da 3′-LTR é estimulada na ausência da 5’-LTR e, 

por isso, sugerem que ambas as LTRs competem por um número limitado de fatores 

envolvidos na formação de complexos de iniciação da transcrição das fitas senso e 

anti-senso. Dessa forma, é provável que a transcrição da fita senso, especialmente 

estimulada pela proteína Tax, contribua para manter a transcrição da fita 

complementar em baixos níveis, aproximadamente 20 a 50 vezes menor (Barbeau & 

Mesnard, 2011). Por outro lado, quando a expressão de Tax é reduzida por 

diferentes mecanismos, incluindo a regulação negativa por proteínas virais, tais 

como Rex e p30, ou por hipermetilação da 5’-LTR, a transcrição anti-senso é 

favorecida (Usui et al., 2008). 

http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B17#B17
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Evidências têm demonstrado que as proteínas Tax e HBZ são fatores 

importantes no desenvolvimento da LLTA e da PET/MAH (Grassmann et al., 2005; 

Higuchi et al., 2009; MacNamara et al., 2010; Zhao & Matsuoka, 2012). A expressão 

isolada de Tax é capaz de estimular a proliferação celular, e inibir os mecanismos de 

apoptose e de checkpoint do ciclo celular, provocando assim o acúmulo de lesões 

no DNA e induzindo a transformação e imortalização in vitro e in vivo de células T 

primárias tanto de humanos quanto de roedores (Boxus et al., 2008; Kannian & 

Green, 2010). Contudo, apesar da proteína Tax exercer uma gama diversificada de 

funções, células T transformadas deixam de expressá-la em 60% dos casos de 

LLTA (Zhao & Matsuoka, 2012). Por outro lado, a expressão de HBZ, embora não 

seja suficiente para promover a imortalização de linfócitos T in vitro, é capaz de 

induzir a proliferação de células T, e de aumentar a infecciosidade e a persistência 

de HTLV-1 in vivo (Arnold et al., 2006), podendo ser detectada na maioria dos casos 

de LLTA (Satou et al., 2006), e correlacionada com a severidade da PET/MAH (Saito 

et al., 2009). Por isso, é provável que HBZ desempenhe um importante papel na 

LLTA, proporcionando a manutenção de células transformadas (Satou et al., 2006), 

e no desenvolvimento da PET/MAH (MacNamara et al., 2010). 

Recentemente, o estabelecimento de linhagens de camundongos 

transgênicos para HBZ, com expressão gênica restrita à população de células T 

CD4+, possibilitou a reprodução de algumas alterações imunológicas e 

manifestações clínicas apresentadas por indivíduos infectados pelo HTLV-1. Estes 

animais desenvolveram linfomas de células T, dermatites e alveolites com 

exuberante infiltrado de células T CD4+, além de um aumento da frequência de 

células T, principalmente de células T reguladoras (Tregs) CD4+ expressando o fator 

de transcrição FoxP3 (do inglês Forkhead box P3) e de células T CD4+ efetoras e de 

memória, assim como tem sido descrito em indivíduos infectados, principalmente 

naqueles com altas cargas provirais (Asquith et al., 2007; Toulza et al., 2008; Toulza 

et al., 2010; Bittencourt & Oliveira, 2010; Satou et al., 2011). Nestes camundongos 

transgênicos, o aumento da população de Tregs mostrou-se relacionado à 

sinalização pelo TGF-β (Satou et al., 2011; Zhao & Matsuoka, 2012).  

As Tregs constituem uma subpopulação de células T CD4+ responsável por 

efetuar mecanismos de supressão da resposta imune na periferia, e tem seu 

http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B25#B25
http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B25#B25
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desenvolvimento, diferenciação e homeostase induzido por TGF-β (Hori et al., 2003). 

A sinalização proporcionada por TGF-β é mediada por um grupo de proteínas 

denominadas Smad, que transduzem o sinal proporcionado pela ligação desta 

citocina aos seus receptores de membrana em estímulo para a transcrição de 

genes-alvo no núcleo (Zhao et al., 2011), sendo este processo crítico no 

desenvolvimento de Tregs (Zhao & Matsuoka, 2012). Embora tenha sido observado 

que a proteína Tax suprime a expressão de FoxP3 nas células T (Yamano et al., 

2005), foi demonstrado que HBZ estimula a expressão deste fator de transcrição 

através da via de sinalização de TGF-β, favorecendo a interação de Smad3 e p300 

(Satou et al., 2011). Este processo resulta num aumento da expressão de Foxp3 e, 

consequentemente, na formação de células T naïve CD4+FoxP3+ (Satou et al., 

2011), o que explicaria a frequência aumentada de Tregs durante a infecção por 

HTLV-1 (Zhao & Matsuoka, 2012). Contudo, Tregs de camundongos transgênicos 

para HBZ apresentam função supressora prejudicada. Provavelmente, este 

fenômeno decorre da inibição de FoxP3 e NFAT por ligação à HBZ, conforme 

demonstrado por ensaios de imunoprecipitação (Satou et al., 2011). No caso de 

FoxP3, essa interação ocorre com o seu domínio forkhead (Satou et al., 2011), que 

é responsável pela sua ligação ao DNA (Sakaguchi et al., 2008), sugerindo que HBZ 

interfira com a sua função transcricional, que é central na função e homeostase das 

Tregs (Hori et al., 2003; Fontenot et al., 2003). Estes dados corroboram resultados 

observados em humanos por Asquith et al. (2007), que demonstraram que Tregs 

infectadas exibem perda da função supressora, não sendo capazes de impedir a 

proliferação de células T CD4+ efetoras, ou a lise de células infectadas por CTLs. 

Além disso, no modelo experimental murino foi observado que Tregs expressando 

HBZ apresentaram redução na expressão do antígeno 4 de linfócito T citotóxico 

(CTLA-4), do receptor de TNF induzido por glicocorticoide (GITR) e de CD25 (Satou 

et al., 2011), que são moléculas de superfície relacionadas à homeostase e função 

supressora destas células (Vignali et al., 2008), o que explicaria o desequilíbrio 

funcional observado. 
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1.5. Células T reguladoras: 

1.5.1. Caracterização fenotípica das Tregs: 

As Tregs representam um dos principais componentes da regulação do 

sistema imune, e constituem subpopulações de células T especializadas em suprimir 

respostas de células T efetoras e APCs. As Tregs exercem um papel central na 

manutenção da tolerância nos tecidos periféricos, inibindo respostas autoimunes 

promovidas por células T autoreativas, e durante a inflamação, limitando o nível de 

ativação de células T efetoras (Workman et al., 2009).  

A primeira descrição desta subpopulação de células T com atividade 

imunossupressora ocorreu no início dos anos 1970 (Gershon et al., 1972). Contudo, 

apesar dos esforços, a pesquisa acerca destas células foi abandonada até o final 

dos anos 1980 em decorrência das dificuldades na sua correta identificação e 

isolamento (Cools et al., 2007). Em 1995, Sakaguchi et al. demonstraram que a 

expressão de CD25 poderia ser utilizada como marcador fenotípico das Tregs. Em 

humanos, tem sido observado que as Tregs se concentram principalmente nas 

populações de células T CD4+CD25high (Liu et al., 2006). Posteriormente, a sua 

importância foi demonstrada em camundongos deficientes para Tregs, que 

desenvolviam um amplo espectro de doenças autoimunes, e comprovada in vitro 

pela inibição da ativação, proliferação e produção de IL-2 por células T CD4+ 

efetoras (Thornton & Shevach, 1998). O mesmo pode ser observado em humanos, 

em que a manifestação de doenças autoimunes, tais como esclerose múltipla, 

diabetes do tipo 1, psoríase, artrite reumatoide e miastenia gravis, geralmente é 

acompanhada de disfunções na população de Tregs (Baecher-Allan et al., 2011). 

Contudo, a caracterização molecular destas células ainda permanece ambígua. 

Diferentes subpopulações de células T são capazes de desempenhar funções 

supressoras (Shevach, 2006; Cools et al., 2007), conforme apresentado na tabela 1, 

e a maioria das moléculas propostas como marcadores não é expressa 

exclusivamente por Tregs, uma vez que também são expressas em diferentes níveis 

de intensidade por linfócitos T CD4+ ativados, como por exemplo: CD25, CTLA-4, 

GITR, OX40, CD28, CD80/86, L-selectina, dentre outras (Cools et al., 2007; Aerts et 

al., 2008; Toulza et al., 2008; Workman et al., 2009; Baecher-Allan et al., 2011). 
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Tabela 1. Subtipos de células T reguladoras. 

Tipo celular  Fenótipo  Mecanismo sugerido de imunossupressão  

Tregs CD4
+
 naturais 

(derivadas do timo) 
CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
 

Dependente de contato celular in vitro (CTLA-

4); dependente de contato celular e da 

secreção de citocinas in vivo (IL-10 e TGF-β) 

iTregs CD4
+
   

(induzidas na periferia) 
  

      Tr1 CD4
+
CD25

±
FoxP3

(−)
IL-10

high
 Contato celular e secreção de IL-10 

      Th3 CD4
+
CD25

±
FoxP3

+
TGF-β

high
 Secreção de TGF-β 

      TGF-β
+
/IL-10

+
 

CD4
+
CD25

(−)
FoxP3

(−) 

TGF-β
+
/IL-10

+
 

Secreção de IL-10 e TGF-β 

      iTr35 CD4
+
CD25

+
FoxP3

± 
Secreção de IL-35 

NOTA. Tregs, células T reguladoras; iTregs, Tregs induzidas; Tr1, Tregs do tipo 1; Th3, células T 

auxilares do tipo 3; iTr35, Tregs produtoras de IL-35 (Retirado e adaptado de Cools et al., 2007). 

 

Recentemente tem sido demonstrado que a ausência ou baixa expressão da 

cadeia  do receptor de IL-7 (CD127) pode ser usada como marcador de Tregs 

CD4+CD25+, e que a sua expressão correlaciona inversamente com a função 

supressora destas células (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006a; Hartigan-O’Connor 

et al., 2007), enquanto é altamente expressa em células T efetoras e de memória 

(Aerts et al., 2008). In vitro, células T CD4+CD25+CD127−/low se mostraram 

hipoproliferativas e capazes de suprimir respostas à aloantígenos (Liu et al., 2006), 

independente do nível de expressão de CD25 (Hartigan-O’Connor et al., 2007). 

Contudo, Klein et al. (2010) demonstraram que uma expressiva parcela de células T 

CD4+CD127−/low não expressa FoxP3, sugerindo que o nível de expressão de CD127 

não é um parâmetro totalmente confiável para a identificação das Tregs em 

humanos. Além disso, tem sido evidenciado que uma parcela de células T 

CD4+FoxP3+ expressa altos níveis de CD127 (Klein et al., 2010). Contudo, Di Caro 

et al. (2011) demonstraram que a sinalização por IL-7 promove a maturação das 

Tregs CD127+FoxP3+ em Tregs CD25highCD127(−)FoxP3+. Dessa forma, o fator de 

transcrição FoxP3 tem sido considerado o melhor marcador para a identificação de 

Tregs na população de células T CD4+, tanto em humanos quanto em 
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camundongos, pois sua expressão se mostra restrita às células com função 

supressora (Workman et al., 2009; Baecher-Allan et al., 2011).  

O fator de transcrição FoxP3 desempenha um papel crucial no 

desenvolvimento e função das Tregs, pois bloqueia a função de fatores de 

transcrição da família Rel, tais como NFAT e NF-B, e consequentemente a 

expressão de seus genes-alvo. Dessa forma, FoxP3 atua como um repressor da 

transcrição de IL-2 e de outras citocinas, tais como IL-4 e IFN-, programando a 

célula para não exercer funções estimuladoras da resposta imune (Cools et al., 

2007). Por isso, embora as Tregs expressem CD25, estas células são totalmente 

dependentes da produção exógena de IL-2 (Workman et al., 2009), cuja sinalização 

regula a expressão de FoxP3 e promove a manutenção destas células nos tecidos 

periféricos (Bayer et al., 2008). 

Além disso, tem sido demonstrado que, assim como a IL-2, a sinalização por 

IL-7 através do seu receptor cognato, CD127, também regula a sobrevivência, 

captação de glicose, proliferação e diferenciação de Tregs na periferia (Fry & 

Mackall, 2005; Palmer et al., 2008). A IL-7 é produzida constitutivamente por células 

estromais não hematopiéticas em diferentes órgãos, incluindo timo, medula óssea, 

pele, intestino e fígado, dentre outros (Krawczenko et al., 2005), e tem como alvo a 

maioria das células T e B (Fry & Mackall, 2005). Nas Tregs, a sinalização por IL-7 é 

capaz de promover a elevação dos níveis de FoxP3 acumulado no núcleo e de 

estimular a expressão de CD25, enquanto regula negativamente a expressão de 

CD127, conforme demonstrado in vitro por Di Caro et al. (2011). 

 

1.5.2. Origem e diferenciação das Tregs: 

As Tregs podem ser divididas em duas populações distintas de acordo com a 

sua origem: aquelas que são naturalmente geradas no timo (nTregs) e aquelas do 

tipo induzida (iTregs), que se diferenciam a partir de células T precursoras 

CD4+FoxP3(−) presentes nos tecidos periféricos (Figura 11) (Workman et al., 2009). 

Em humanos, as nTregs FoxP3+ constituem cerca de 5 a 10% das células T CD4+ 

no sangue periférico (Sakaguchi, 2005; Cools et al., 2007), e seu número e função 
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se mantém mesmo após os 70 anos de idade (Vukmanovic-Stejic et al., 2006). O 

desenvolvimento das nTregs no timo segue eventos semelhantes aos da seleção de 

células T convencionais, dependendo da: (i) transdução de sinais gerados pela 

ligação do TCR aos complexos MHC-autopeptídeos apresentados por APCs tímicas, 

embora o nível ideal de afinidade/avidez desta ligação para a seleção ainda seja 

controverso; (ii) da presença de moléculas co-estimulatórias, tais como CD28, 

CD80/86 e CD40; e (iii) da presença de IL-2 e TGF- (Workman et al., 2009).  

 

 

Figura 11. Desenvolvimento e diferenciação das células T reguladoras naturais (nTregs) e 

induzidas (iTregs) e seus marcadores. As nTregs se diferenciam a partir de células T 

convencionais (Tconv) naïve em Tregs Foxp3
+
 no timo. Na periferia, Tregs naturais expressam diversas 

proteínas de superfície que servem como marcadores celulares, indicados na caixa de texto. 

Contudo, nenhum destes marcadores é exclusivo de Tregs, e também são expressos por células Tconv 

ativadas. nTregs exercem sua função supressora sobre células T através da secreção das citocinas 

IL-10, IL-35 e TGF-β. Tem sido demonstrado que TGF-β e IL-2 exercem um importante papel na 

manutenção das Tregs. Por sua vez, células Tconv naïve podem ser induzidas a se diferenciar em 
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diferentes subpopulações de iTregs: células Tr1 Foxp3
(−)

 ou células Th3 Foxp3
+
 na presença de IL-10 

e/ou TGF-β secretado por APCs, tais como células dendríticas (DC) e macrófagos, que compartilham 

marcadores de superfície similares aos das nTregs. iTregs Foxp3
+
 podem se acumular em tecidos 

linfoides associados à mucosa gastrointestinal (GALT) em decorrência da expressão de CCR9 e da 

integrina α4β7 em resposta ao TGF-β e o ácido retinóico (RA) produzidos por DCs. TEC, célula 

epitelial tímica (Retirado e adaptado de Workman et al., 2009). 

 

Apesar do timo involuir e ter sua função reduzida após a puberdade (Tosi, 

1982; Hirokawa et al., 1994), a sua participação na geração de Tregs durante a 

idade adulta ainda se faz presente, mesmo em indivíduos com mais de 80 anos de 

idade, embora com menor relevância, podendo ser demonstrada pela detecção de 

nTregs naïve (CD45RA+) expressando a molécula de adesão da célula endotelial e  

plaqueta 1 (PECAM-1), um marcador de emigração tímica recente (Miyara et al., 

2009; Booth et al., 2010). Contudo, aproximadamente 80% das nTregs em 

indivíduos adultos expressam CD45RO+ (Booth et al., 2010), um marcador de 

células T de memória (Roth, 1994). Por isso, Vukmanovic-Stejic et al. (2006) 

sugerem que, em adultos, as Tregs derivam predominantemente não de linhagens 

tímicas, e sim de populações periféricas de células T de memória 

CD4+CD45RO+CD25(−)FOXP3(−). 

Com relação às iTregs, tem sido demonstrado que estas se diferenciam a 

partir de células T imaturas após estimulação por DCs, num processo que depende 

do subtipo e do estado de ativação dessas células, na presença de citocinas 

imunossupressoras (Enk, 2005; Cools et al., 2007). Duas principais subpopulações 

de iTregs têm sido descritas com base nas citocinas que participam do seu processo 

de formação: as células T CD4+ reguladoras do tipo 1 (Tr1), que são geradas na 

presença de IL-10, e as células T auxiliares do tipo 3 (Th3), que são induzidas por 

TGF-β (Figura 11) (Workman et al., 2009). Conforme descrito por Horwitz e 

colaboradores (Yamagiwa et al., 2001), no processo de formação das células Th3, 

linfócitos T CD4+CD25(−) naïve passam a expressar FoxP3 (Shevach 2006), cuja 

função estabiliza a sinalização positiva proporcionada por TGF-β e induz a geração 

de um forte potencial imunossupressor dependente de contato (Fantini et al., 2004). 

Contudo, diferente das nTregs e de células Th3, células Tr1 não expressam FoxP3 

in vitro ou in vivo (Vieira et al., 2004). 
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A atividade das iTregs é exercida pela secreção das mesmas citocinas 

responsáveis pela indução da sua diferenciação (Workman et al., 2009). Dessa 

forma, células Tr1 expressam altos níveis de IL-10 e níveis moderados de IL-5, IFN-

, e TGF-β (Roncarolo et al., 2001; Roncarolo et al., 2006), enquanto células Th3 

expressam altos níveis de TGF-β (Tabela 1) (Faria & Weiner, 2006). Contudo, 

ambos os tipos de iTregs, assim como nTregs, são capazes de suprimir respostas 

mediadas por células T auxiliares do tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2) (Cools et al., 2007). 

 

1.5.3. Mecanismos propostos de imunossupressão mediados pelas Tregs: 

A atividade imunossupressora das Tregs não se resume a um mecanismo 

único. Ao invés disso, estas células apresentam um arsenal de funções para 

controlar processos de autoimunidade e respostas adaptativas exacerbadas. Os 

mecanismos descritos até então podem ser divididos em quatro modos básicos de 

ação: citólise, disfunção metabólica, modulação de APCs e secreção de citocinas 

imunossupressoras (Figura 12) (Tang & Bluestone, 2008; Workman et al., 2009).  

Tem sido descrito que, em humanos, iTregs expressam preferencialmente 

granzima B, enquanto nTregs CD4+CD25+ ativadas expressam granzima A. Ambos 

os subtipos de Tregs são capazes de realizar a citólise de células-alvo, tais como 

células T CD4+ e CD8+ ativadas, DCs imaturas e maduras, e monócitos CD14+, por 

mecanismos de citotoxicidade dependentes de perforina e de adesão celular 

mediada pela integrina 2 (CD18), porém independente da participação de Fas/FasL 

(Figura 12) (Grossman et al., 2004). 
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Figura 12. Mecanismos de supressão mediados por células T reguladoras. Um dos modos 

primários de supressão é a citólise de células T convencionais (Tconv) induzida por granzima A/B 

(GrzB/A) e perforina (Pfr). As Tregs também são capazes de induzir distúrbios metabólicos: (i) pela 

privação de IL-2, num mecanismo dependente da alta expressão de CD25 (Subunidade  do receptor 

de IL-2), resultando em apoptose da célula-alvo; (ii) pela sinalização por AMP cíclico (cAMP) ou; (iii) 

pela imunossupressão mediada pelo receptor de adenosina A2A em resposta a adenosina produzida 

por CD39/CD73. A diferenciação e função de células dendríticas (DC) também pode ser modulada 

pelas Tregs através das interações de CD80/86 e CTLA-4 ou da proteína do gene 3 de ativação de 

linfócitos (LAG-3) e MHC-II. Esta sinalização induz o aumento da enzima indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) em DCs, que promove a degradação do triptofano e reduz a função ativadora de 

células T. Contudo, o principal mecanismo de inibição é mediado pela secreção de citocinas, tais 

como IL-10, IL-35 e TGF-β (Retirado e adaptado de Workman et al., 2009). 

 

Além dos mecanismos de citotoxicidade, tem sido demonstrado que as Tregs 

são capazes induzir distúrbios metabólicos nas células-alvo (Tang & Bluestone, 

2008), promovendo o aumento da concentração de cAMP por dois mecanismos: por 

transferência direta através de junções comunicantes ou, indiretamente, pela 

geração de adenosina através das ectonucleotidases CD39 e CD73, com a 

subsequente ativação do receptor de adenosina A2A nas células T convencionais e 
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a indução da produção intracelular de cAMP (Figura 12) (Deaglio et al., 2007). A 

elevação dos níveis de cAMP tem sido associada a inibição da proliferação e 

diferenciação celular, e em linfócitos promove a inibição seletiva da expressão de 

citocinas, incluindo IL-2 e IFN-, pelo bloqueio da atividade de NF-B e pela ativação 

de repressores transcricionais (Sojka et al., 2008). Além disso, a expressão 

constitutiva de altos níveis de CD25 pelas Tregs confere uma vantagem competitiva 

pelo consumo de IL-2 sobre células T naïve, que expressam CD25 somente após 

engajamento do TCR. Dessa forma, tem sido demonstrado in vitro que Tregs são 

capazes de desencadear o processo de apoptose em células T efetoras como 

consequência da privação de IL-2 (Figura 12) (Pandiyan et al., 2007; Tang & 

Bluestone, 2008). 

Outro mecanismo supressor desempenhado pelas Tregs é a modulação da 

função das DCs, primariamente mediada pela interação das moléculas CTLA-4 e 

gene 3 de ativação de linfocitos (LAG-3) da superfície de Tregs, respectivamente 

com CD80/CD86 e moléculas do complexo principal de histocompatibilidade do tipo 

II (MHC-II) expressas por APCs (Workman et al., 2009). Estas interações resultam 

na expressão da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que está envolvida na 

degradação do triptofano, promovendo um decréscimo na função ativadora de 

células T (Figura 12) (Sojka et al., 2008; Workman et al., 2009). 

Embora o contato com células-alvo seja considerado importante para a 

supressão de células T efetoras e inibição da produção de IL-2 e IFN-, num 

processo mediado por engajamento de GITR e CTLA-4 na superfície das Tregs e 

ligação de CD80/CD86 nas células-alvo, a secreção de citocinas inibitórias, tais 

como IL-10, TGF- e IL-35, tem sido considerada o principal mecanismo de ação 

das Tregs (Figura 12) (Cools et al., 2007). Recentemente, Vignali e colaboradores 

(Chaturvedi et al., 2011) demonstraram que, em humanos, a supressão de células T 

convencionais por Tregs, através de mecanismos independentes de contato, é 

mediada preferencialmente pela secreção IL-35, enquanto a participação de IL-10 e 

TGF-β se mostrou secundária. Como consequência, células T foram convertidas em 

iTregs produtoras de IL-35, denominadas iTr35 (Chaturvedi et al., 2011). 

 



38 

 

1.5.4. Papel das Tregs nas infecções virais crônicas: 

As consequências da supressão de respostas imunes pelas Tregs durante os 

processos infecciosos têm se mostrado controversas. Conforme revisado por Belkaid 

(2008), a remoção de células T CD4+CD25+ de populações de leucócitos de sangue 

periférico ou de órgãos linfoides de indivíduos infectados por HIV, vírus da hepatite 

C (HCV) ou B (HBV) resulta no aumento de respostas vírus-específicas in vitro. 

Corroborando estes dados, tem sido demonstrado que, em indivíduos infectados 

pelo HIV, a frequência de Tregs correlaciona inversamente com a magnitude da 

ação de CTLs HIV-específicas. Além disso, tem sido sugerido que a progressão da 

doença está associada a uma frequência reduzida de Tregs (Cools et al., 2007). Ou 

seja, estes dados sugerem que Tregs suprimem mecanismos de imunidade vírus-

específicos capazes de controlar a infecção, contribuindo para a replicação viral sem 

controle, e com isso desempenhariam um papel negativo para o hospedeiro. Por 

outro lado, tem sido demonstrado que indivíduos com hepatite C apresentam 

frequência elevada de Tregs CD4+CD25+, se comparados com indivíduos saudáveis, 

e que o dano hepático correlaciona inversamente com a produção de TGF- por 

estas células durante respostas HCV-específicas. Além disso, tem sido observado 

que os indivíduos cronicamente infectados pelo HIV apresentam número reduzido de 

Tregs circulantes, que correlaciona com a hiperativação imune (Cools et al., 2007; 

Belkaid, 2008; Workman et al., 2009). Dessa forma, é provável que as Tregs 

desempenhem um importante papel no controle das respostas inflamatórias crônicas 

e do dano tecidual em infecções virais persistentes (Belkaid, 2008). 

Ainda que as Tregs preservem a homeostase das respostas imunes na 

periferia, alguns estudos sugerem que os seus mecanismos de ação limitam uma 

gama de respostas efetoras responsáveis pela eliminação de patógenos. Assim, a 

sua função supressora poderia induzir falha no controle da infecção, aumentando a 

chance de estabelecimento de infecções persistentes. Contudo, a atuação das Tregs 

é capaz de limitar o dano tecidual colateral provocado por respostas exacerbadas no 

sítio de inflamação. Dessa forma, um equilíbrio entre estes processos provavelmente 

seria benéfico ao hospedeiro (Belkaid et al., 2006; Workman et al., 2009). 
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1.6. Papel das Tregs na infecção pelo HTLV-1: 

A dinâmica da população de Tregs nas infecções pelo HTLV-1 tem se 

mostrado controversa. Inicialmente, Jacobson e colaboradores (Yamano et al., 2005) 

observaram que pacientes com PET/MAH apresentam frequência reduzida de 

células FoxP3+ na população de células T CD4+CD25+ do sangue periférico, se 

comparados com ACs e indivíduos saudáveis. Também demonstraram que a 

infecção de Tregs por HTLV-1 afeta a expressão de FoxP3, sendo este efeito 

decorrente da expressão de Tax, conforme demonstrado por ensaios de transfecção 

utilizando células T CD4+CD25+ de indivíduos saudáveis. Este fenômeno se mostrou 

restrito a ação de Tax, pois células transfectadas com o gene env de HTLV-1 não 

apresentaram tal interferência (Yamano et al., 2005). Adicionalmente, foi relatado 

que a freqüência de células T CD4+CD25+FoxP3+ correlaciona negativamente com a 

CPV de HTLV-1, sugerindo que a interferência com Tregs contribuiria para o 

desenvolvimento de distúrbios inflamatórios nos indivíduos infectados (Oh et al., 

2006). Posteriormente, Michaëlsson et al. (2008) confirmaram estas observações, 

demonstrando que a frequência de células CD127−/low na população de células T 

CD4+CD25high se encontrava reduzida em pacientes com PET/MAH.  

Por outro lado, Bangham e colaboradores (Toulza et al., 2008) relataram que 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam freqüências elevadas de células T 

CD4+FoxP3+, se comparados a indivíduos saudáveis, e isto correlacionava 

negativamente com a taxa de lise in vitro de células autólogas infectadas pela ação 

de CTLs. Outros grupos de pesquisa obtiveram dados semelhantes. Best et al. 

(2009) descreveram que pacientes com PET/MAH apresentam frequência 

aumentada de Tregs CD4+FoxP3+ e frequências reduzidas de DCs plasmocitóides 

em comparação aos ACs, e que indivíduos com PET/MAH e ACs com CPV alta 

apresentam perfis equivalentes de respostas inflamatórias. Toulza et al. (2010) 

sugerem que este aumento da frequência de células T FoxP3+ é induzido pela 

quimiocina CCL22, que está envolvida com a migração e sobrevivência de Tregs, e 

foi detectada em altos níveis no plasma de indivíduos infectados, sendo produzida 

principalmente por células infectadas expressando Tax. Com relação ao estado 

funcional destas células, pacientes com PET/MAH apresentam níveis elevados de 

Tregs ativadas, que são definidas como células T CD4+CD45RA(−)FoxP3high, que 
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expressam altos níveis de CTLA-4 e são imunossupressoras, enquanto ACs 

apresentaram frequências aumentadas de células não-Tregs secretoras de 

citocinas, caracterizadas como células T CD4+CD45RA(−)FoxP3low (Satou et al., 

2012), que não apresentam expressão estável de FoxP3, não exibem função 

supressora in vitro, secretam IL-2 e IFN-, e apresentam potencial de diferenciação 

em células Th17 (Miyara et al., 2009). 

Dessa forma, as hipóteses formuladas por diferentes grupos de pesquisa 

acerca do papel das Tregs na modulação da função de CTLs na infecção pelo 

HTLV-1, e na manutenção de um estado assintomático, têm se mostrado 

contraditórias. Enquanto alguns grupos indicam que a frequência de Tregs se 

encontra aumentada na infecção pelo HTLV-1, e sugerem que a supressão de CTLs 

HTLV-1-específicas permite a fuga de células infectadas da vigilância do sistema 

imune, resultando no aumento da CPV (Toulza et al., 2008; Best et al., 2009; Toulza 

et al., 2010), que é considerada fator de risco para o desenvolvimento da PET/MAH 

(Nagai et al., 1998; Silva et al., 2007), outros grupos afirmam que a frequência de 

Tregs estaria reduzida, permitindo a ocorrência de respostas exacerbadas de CTLs 

contra células infectadas, o que representa um dos fatores da lesão neurológica na 

PET/MAH (Yamano et al., 2005; Oh et al., 2006; Michaëlsson et al., 2008). 

Existem diferentes mecanismos postulados para explicar a desmielinização e 

morte de células do SNC na medula espinhal de pacientes com PET/MAH. Acredita-

se que a lesão resulte não da morte de neurônios decorrente da infecção viral, ou de 

mecanismos de autoimunidade, e sim da reação inflamatória desencadeada pelo 

reconhecimento de células T infectadas por linfócitos T citotóxicos CD8+ no SNC, 

com consequente liberação de citocinas proinflamatórias, como o TNF-, cujo efeito 

em altas concentrações pode induzir a morte celular por apoptose, provocando 

indiretamente a lesão medular (Hollsberg & Hafler, 1992; Araújo & Silva, 2006; 

Olière et al., 2011). Contudo, o evento ou mecanismo que promove o desequilibrio 

do estado assintomático e desencadeia o desenvolvimento de doenças ainda é 

desconhecido.  

Tem sido proposto que a CPV de HTLV-1, que em altos níveis é considerada 

fator de risco para o desenvolvimento de doenças, é determinada por processos de 
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seleção positivos e negativos das células infectadas (Bangham et al., 2009). Eventos 

como a expressão de genes virais, tais como tax e HBZ, que estão envolvidos na 

proliferação e sobrevivência das células infectadas, e a ação supressora de Tregs 

atuariam positivamente na manutenção da CPV durante a fase crônica da infecção. 

Por outro lado, células expressando antígenos virais seriam negativamente 

selecionadas pela intensa resposta de CTLs específicas, comumente presente nos 

indivíduos infectados pelo HTLV-1, estimulando a produção de citocinas 

inflamatórias (Asquith & Bangham, 2008). Por isso, a expressão proviral em si, que é 

influenciada pelo sítio de integração, a frequência de Tregs e o perfil de produção de 

citocinas provavelmente são fatores determinantes para a patogênese da PET/MAH. 

Dessa forma, a identificação precoce dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 que 

estão evoluindo e possuem maior risco de desenvolver doença é um dos maiores 

problemas de saúde pública relacionados a esta infecção. Portanto, a identificação 

de marcadores biológicos que auxiliem no prognóstico dos indivíduos infectados, 

com maior risco para o acometimento neurológico, possibilitaria um melhor 

acompanhamento clínico, assim como o início precoce de medidas terapêuticas, 

diminuindo o impacto social da infecção pelo HTLV-1. 

 

2. OBJETIVOS: 

 

2.1. Objetivo Geral: 

 

 Avaliar parâmetros da resposta imune e da dinâmica da infecção pelo 

HTLV-1, em portadores assintomáticos da infecção e indivíduos com 

PET/MAH, que possam ser utilizados como marcadores biológicos para o 

desenvolvimento de PET/MAH. 

 

2.2. Objetivos Específicos: 

 

 Avaliar a associação de níveis elevados de carga proviral com o 

desenvolvimento da PET/MAH; 
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 Avaliar o padrão de integração do DNA proviral do HTLV-1 e a frequência 

de clones infectados predominantes que persistem ao longo do tempo, em 

portadores assintomáticos e em pacientes com PET/MAH; 

 Avaliar o nível de expressão de genes virais (tax e HBZ) ex vivo e in vitro 

em PBMCs de portadores assintomáticos da infecção pelo HTLV-1 e em 

indivíduos com PET/MAH; 

 Avaliar in vitro a expressão de genes de citocinas (IFN- e IL-10), usando 

a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, em 

PBMCs de portadores assintomáticos e em pacientes com PET/MAH, em 

comparação a grupo-controle composto por indivíduos não infectados.  

 Caracterizar e avaliar a frequência de células T reguladoras em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1, assintomáticos e com acometimento neurológico, 

comparando com os resultados de grupo-controle composto por indivíduos 

não infectados. 

 
 
3. METODOLOGIA: 

 

3.1. Tipo de estudo e aspectos éticos: 

 

O Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) da Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz) possui um Programa de Extensão-Pesquisa-Ensino-Serviço 

(PEPES) em HTLV, que atende pacientes do Estado do Rio de Janeiro e de outras 

regiões do país. Neste Centro são realizados os diagnósticos sorológico e molecular, 

e o aconselhamento e atendimento médico especializado aos indivíduos infectados 

assintomáticos e de portadores de doenças, sendo acompanhada uma coorte com 

cerca de 700 indivíduos infectados.  

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

IPEC/Fiocruz em 29 de junho de 2007, sob registro CAAE 0013.0.009.000-07, e 

trata-se de um estudo de corte transversal do tipo caso-controle, aninhado a uma 

coorte, realizado com amostras de conveniência de pacientes com diagnótico de 

infecção pelo HTLV-1, devido aos critérios de inclusão e exclusão aplicados, e que 

apresentavam definição clínica do estado neurológico quanto ao desenvolvimento de 

PET/MAH e outras alterações neurológicas.  
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3.2. Critérios de Eligibilidade: 

 

3.2.1. Critérios de inclusão: 

 

Foram incluídos no estudo indivíduos de ambos os sexos, maiores de 18 

anos, portadores de infecção pelo HTLV-1, que não apresentavam outras co-

infecções virais persistentes (HIV, HCV), e que não estavam sob uso de drogas 

imunomoduladoras nos últimos seis meses, e que assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo I). 

 

3.2.2. Critérios de exclusão: 

 

Não preencher os critérios de inclusão citados acima ou se recusar a 

participar do estudo. 

 

3.3. Casuística, coleta de dados e de material biológico: 

 

Os indivíduos incluídos na pesquisa foram distribuídos em três grupos: 

1) Grupo AC: 38 indivíduos assintomáticos infectados pelo HTLV-1; 

2) Grupo PET/MAH: 45 pacientes portadores de PET/MAH; 

3) Grupo NI: 12 indivíduos não infectados (Grupo-controle para comparação). 

 

Os dados clínicos e laboratoriais dos indivíduos do estudo foram extraídos do 

sistema de prontuários eletrônicos do IPEC/Fiocruz, mantendo-se a sua 

confidencialidade e privacidade, e com exceção dos indivíduos saudáveis, todos se 

enquadraram nos critérios propostos para inclusão. De acordo com a avaliação 

clínica periódica destes pacientes, foram coletados 10mL de sangue periférico em 

EDTA, que foram utilizados na realização dos ensaios descritos a seguir. 
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3.4. Extração de DNA a partir de leucócitos de sangue periférico. 

O DNA proveniente de leucócitos de sangue periférico foi obtido por extração 

com o kit Puregene Blood Core kit B (Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. 

Foram adicionados 300L de sangue periférico colhido em EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracéticog) a um microtubo de 1,5mL contendo 900L de solução 

para lise de hemácias. Após homogeneização, o material foi incubado a temperatura 

ambiente por 1 min., ou até observação da lise das hemácias, sendo posteriormente 

centrifugado a 16.000  g por 20 segundos para sedimentação dos leucócitos. O 

sobrenadante foi descartado utilizando-se uma micropipeta, sendo deixado um 

resíduo de aproximadamente 50L. Após a ressuspensão das células, foram 

adicionados 300l de solução de lise celular e, após homogeneização, as amostras 

foram mantidas por 1 min. a temperatura ambiente. Subsequentemente, 100L de 

solução de precipitação de proteínas foram adicionados nas amostras, que foram 

agitadas vigorosamente por 15 segundos, e centrifugadas a 16.000  g por 1 min. 

para sedimentação do precipitado protéico. O sobrenadante resultante foi vertido 

para um microtubo de 1,5mL contendo 300L de isopropanol P.A. (Merck) e, após 

homogeneização por inversão (50 vezes), o DNA precipitado foi sedimentado por 

centrifugação a 16.000  g por 1 min. Após descarte do sobrenadante, o DNA foi 

lavado duas vezes com 600L de etanol a 75% por centrifugação a 16.000  g por 1 

min. O sobrenadante da última lavagem foi completamente removido com o auxílio 

de uma micropipeta, e o DNA precipitado secado ao ar por 5 min., sendo 

homogeneizado em 100L de solução de reidratação. A amostra obtida foi incubada 

durante a noite a temperatura ambiente para total dissolução do DNA, e estocada a  

-20ºC até a sua utilização. 

 
3.5. Determinação da carga proviral de HTLV-1 por PCR em tempo real. 

A CPV de HTLV-1 foi determinada pela técnica de PCR em tempo real 

descrita por Silva et al. (2007) utilizando o equipamento Smart Cycler II (Cepheid). 

As reações foram realizadas em duplicatas com o reagente TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosytems), num volume final de 25L, utilizando 200ng de DNA 

de leucócitos de sangue periférico. Como referência, foi amplificado um segmento 
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de 79pb do gene da -globina humana, utilizando 50 pmoles dos iniciadores -glob-F 

(5’-GCAAGAAAGTGCTCGGTGC-3’) e -glob-R (5’-TCACTCAGTGTGGCAAAGG 

TG-3’) e 2,5 pmoles da sonda -glob (5’-TAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGAC-3’) 

marcada com 5’-FAM e 3’-TAMRA. Para detecção das células infectadas foi 

realizada a amplificação de um segmento de 159pb do gene tax de HTLV-1, 

utilizando 15 pmoles de cada um dos iniciadores SK43 (5’-CGGATACCCAGTCTAC 

GTGT-3’) e SK44 (5’-GAGCCGATAACGCGTCCATCG-3’) e 5 pmoles da sonda 

SK45 (5’-ACGCCCTACTGGCCACCTGTC-3’) marcada com 5’-FAM e 3’-TAMRA. As 

reações foram submetidas ao seguinte ciclo de amplificação: ativação/desnaturação 

inicial a 95ºC por 10 min., seguida de 47 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 

segundos e de anelamento/extensão a 60ºC por 1 min., sendo a fluorescência 

detectada ao final de cada ciclo. Para determinar o número total de células em cada 

reação foi construída uma curva-padrão utilizando diluições na base 2 de uma 

amostra-padrão de DNA genômico humano (Promega), com concentrações variando 

de 800ng a 30ng. A curva-padrão para determinação do número de células 

infectadas foi construída com diluições na base 2 do DNA obtido da linhagem TARL-

2, que apresenta uma cópia do provírus de HTLV-1 por célula, com concentrações 

variando de 400ng a 2ng. O limite de detecção desta técnica foi de uma (01) célula 

infectada a cada 10.000 células, e ambas as curvas-padrão apresentaram 

coeficiente de determinação (R2) >0,998. A CPV de HTLV-1 na população de 

leucócitos de sangue periférico foi calculada pela seguinte fórmula:  

 

[(número de cópias do gene tax)/(número de cópias do gene -globina/2)]  100 

 

3.6. Avaliação do perfil de integração dos provírus de HTLV-1 em leucócitos 

de sangue periférico a partir da técnica de PCR invertido longo (IL-PCR). 

 

O perfil de integração do provírus de HTLV-1 no genoma celular foi avaliado 

pela técnica de IL-PCR descrita por Etoh et al. (1997), conforme exemplificado na 

figura 13. Inicialmente, foi realizada a digestão de 1g de DNA de leucócitos de 

sangue periférico com 5U da enzima de restrição EcoRI (New England Biolabs) a 

37ºC por 2h num volume total de reação de 50L, sendo a reação finalizada por 

incubação a 75ºC por 15 min. A enzima EcoRI é capaz de fragmentar o DNA celular, 
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porém não apresenta sítio para corte no genoma de HTLV-1, gerando assim 

fragmentos de DNA celular de diferentes tamanhos, alguns contendo o provírus. 

Após separação em duplicatas ou triplicatas, 300ng do DNA digerido (15L) foram 

incubados durante a noite a 4ºC com 2U da enzima T4 DNA ligase (New England 

Biolabs) num volume final de 300L, para permitir a autocircularização dos 

fragmentos gerados. As amostras foram em seguida adicionadas de 5L de 

glicogênio a 5g/L e de 30L de solução saturada de cloreto de amônio (Qiagen), e 

o DNA foi precipitado com a adição de 750L de etanol P.A. (Merck) a -20ºC. Após 

homogeneização por inversão (50 vezes), os microtubos foram incubados por 4h em 

freezer a -20ºC para facilitar a precipitação, e posteriormente centrifugados a 12.000 

 g por 10 min. a 4ºC. Seguindo o descarte do sobrenadante, o DNA sedimentado foi 

lavado uma vez com 500L de etanol a 75% por centrifugação a 16.000  g por 1 

min. a temperatura ambiente. Após a remoção completa do sobrenadante com 

auxílio de uma micropipeta, o DNA foi secado ao ar por 1 min. e adicionado de 30L 

de água ultrapura (Invitrogen). As amostras de DNA circularizado foram então 

digeridas durante a noite a 37ºC com 10U da enzima de restrição MluI (New England 

Biolabs), num volume final de 50L. A MluI pertence ao grupo de enzimas de 

restrição consideradas de corte raro, pois reconhece a seqüência 5’-CGCG-3’, que 

se apresenta em baixa freqüência no genoma humano, havendo por isso poucos 

sítios de clivagem. Contudo, a enzima MluI apresenta um sítio de corte na região pX 

do genoma de HTLV-1, linearizando os círculos de DNA que contêm o provírus, e 

permitindo a inversão da seqüência de DNA celular, que passa a se localizar entre 

as seqüências do DNA proviral. As amostras de DNA foram adicionadas de 150L 

de água ultrapura e novamente purificadas conforme descrito anteriormente, sendo 

o DNA reidratado num volume final de 30L de água. As amostras resultantes foram 

submetidas à PCR com o kit GeneAmp XL PCR (Applied Bioytems), seguindo as 

instruções do fabricante. As reações foram realizadas com 10L do DNA 

processado, num volume final de 50L, utilizando-se a seguinte mistura: 15L de 

tampão de reação 3,3X concentrado, 4L de 10mM dNTPs, 2,2L de 25mM MnSO4, 

40 pmoles dos iniciadores U3 (5’-AGTCTGGGCCCTGACCTTTTCAGACTTCTGTTT 

C-3’) e U5 (5’-TGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTG-3’), 1L da 

enzima Tth DNA polimerase (4U) e água ultrapura suficiente para completar 40L. 
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As reações foram preparadas e mantidas em banho de gelo e posteriormente 

submetidas ao seguinte ciclo de amplificação: ativação/desnaturação inicial a 94ºC 

por 1 min., seguida de 37 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 min. e de 

anelamento/extensão a 68ºC por 7 min., e um ciclo de extensão final a 72ºC por 10 

min. Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% 

contendo 1X GelRed (Biotium) em tampão Tris-Borato-EDTA 1X (Invitrogen) a 80 

Volts por 3h, sendo os resultados revelados por transiluminação com ultravioleta e 

fotodocumentados. 

 
 

 

 

 
Figura 13. Modelo esquemático da técnica de IL-PCR. O DNA genômico após digestão com a 

enzima EcoRI é diluído e o fragmentos obtidos circularizados com T4 DNA ligase. Os círculos podem 

ser compostos apenas de DNA celular ou de DNA proviral com DNA celular adjacente. Setas, par de 

iniciadores usados na IL-PCR. Uma vez que a LTR está presente em ambas as extremidades do 
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provírus, estes iniciadores poderiam amplificar tanto o DNA genômico adjacente quanto o provírus de 

HTLV-1. Por isso, os círculos de DNA contendo provírus são previamente linearizados por digestão 

com a enzima de restrição MluI para evitar amplificação do DNA proviral (Retirado e adaptado de 

Etoh et al., 1997).  

 

 

3.7. Separação de células mononucleares a partir de sangue periférico. 

 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram obtidas por 

centrifugação em gradiente de densidade utilizando o reagente Histopaque 1077 

(Sigma-Aldrich), seguindo as recomendações do fabricante e boas práticas 

laboratoriais em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar classe II B2, Veco). Em 

tubos de 15mL de fundo cônico, foram aplicados de 5mL de sangue periférico em 

EDTA sobre 5mL de Histopaque 1077. Os tubos foram centrifugados a 400  g por 

30 min. a temperatura ambiente. Dessa forma, o sangue foi separado em três fases: 

uma superior, composta pelo plasma, uma interfase contendo um anel composto por 

células mononucleares, uma fase intermediária composta de Histopaque, e uma 

fase inferior, constituída de granulócitos e hemácias agregadas. Após descarte da 

fase superior, o anel de células mononucleares foi coletado e transferido para outro 

tubo, sendo o volume completado para 15mL com tampão fosfato salino (PBS) 

pH7,4 (Sigma) contendo 1mM EDTA e 0,25% de soro albumina bovina (Sigma). 

Após centrifugação a 250  g por 10 min. a temperatura ambiente, o sobrenadante 

foi descartado e as células lavadas por centrifugação a 250  g por 10 min. com 

10mL de PBS, por duas vezes. Após a última lavagem, as células foram 

ressuspendidas em 5mL de meio de cultivo celular RPMI 1640 (Invitrogen) contendo 

10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen), sendo retirada uma alíquota de 0,2mL 

para contagem diferencial de leucócitos em um contador de células automático 

(XT1800i, Symex). Em geral, as amostras apresentaram percentual somado de 

monócitos e linfócitos superior a 90%, conforme esperado, e considerando a 

contagem leucocitária obtida, a suspensão celular foi ajustada para 106 PBMCs/mL 

em RPMI 1640 adicionado de 10% de SFB. Quando necessária incubação, um 

volume de 10mL foi transferido para garrafas de 25cm2 para cultivo celular (Corning), 

que foram mantidas por 20h a 37C em atmosfera de 5% de CO2. Após o período de 

incubação, as células foram coletadas, transferidas para tubos de 15mL de fundo 
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cônico e centrifugadas a 250  g por 10 min a temperatura ambiente. Após descarte 

do sobrenadante e ressuspensão das células, foi adicionado 1mL de Trizol 

(Invitrogen) a 4C, sendo a amostra incubada a temperatura ambiente por 5 min. 

Posteriormente, as amostras foram transferidas para microtubos de 1,5mL e 

preservadas a -20C. 

 

3.8. Marcação das células mononucleares para análise de subpopulações de 

células T CD4+ por citometria de fluxo. 

 

O preparo de amostras para análise de subpopulações de células T CD4+ por 

citometria fluxo foi realizado com o kit para marcação intracelular da eBioscience, 

seguindo as instruções do fabricante. Em tubos de 75 x 12mm para citometria de 

fluxo, foram adicionados 100L da suspensão celular contendo 106 PBMCs. 

Inicialmente, foi realizada a marcação de proteínas de superfície utilizando os 

anticorpos monoclonais nos volumes indicados pelo fornecedor (eBioscience): anti-

CD4 marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC), anti-CD25 marcado com 

ficoeritrina (PE), e anti-CD127 marcado com PE-Cianina 7 (Cy7). As células foram 

homogeneizadas e incubadas por 30 min. a temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Como controles para compensação dos canais de detecção da fluorescência, 

foram realizadas marcações individuais com cada um dos anticorpos monoclonais 

utilizados e, para definição da região de células não marcadas, foi realizado um 

controle negativo que não recebeu a adição dos anticorpos. Após a incubação, os 

tubos foram adicionados de 2mL de PBS pH 7,4 contendo 1mM EDTA e 0,25% de 

soro albumina bovina, e centrifugados a 250  g por 7 min a 4C. O sobrenadante foi 

descartado e as células ressuspendidas em 1mL de solução de 

permeabilização/fixação 1X (eBioscience), diluída previamente ao uso. A suspensão 

celular foi incubada em banho de gelo por 30 min., sendo posteriormente 

centrifugada a 250  g por 7 min a 4C. Após descarte do sobrenadante, as células 

foram lavadas uma vez por centrifugação a 250  g por 7 min a 4C com 2mL da 

solução de permeabilização 1X (eBioscience), preparada previamente ao uso. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado com auxílio de uma micropipeta, e deixado 

um resíduo de aproximadamente 50L, sendo adicionado o anticorpo monoclonal 

anti-FoxP3 marcado com aloficocianina (APC) no volume indicado pelo fabricante 
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(eBioscience). Os tubos foram incubados em banho de gelo por 30 min., e 

posteriormente as células lavadas duas vezes por centrifugação a 250  g por 7 min 

a 4C com 2mL da solução de permeabilização 1X. Finalmente, as células foram 

ressuspensas em 500L de formol a 1% tamponado em PBS pH 7,4 e mantidas sob 

refrigeração até a análise no citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson), em 

que foi coletado um total de 100.000 eventos com o programa CellQuest, sendo a 

análise posteriormente realizada com o programa Summit v4.3. 

 

3.9. Análise dos dados obtidos por citometria de fluxo. 

 

A análise da expressão das moléculas CD4, CD25, CD127 e da proteína 

FoxP3 foi realizada com o programa Summit v4.3. Inicialmente, a região de linfócitos 

foi determinada de acordo com as características de tamanho e granulosidade, 

conforme exemplificado na figura 14A, sendo em seguida determinado o percentual 

de células T CD4+ neste compartimento. Posteriormente, a população de linfócitos T 

CD4+ (Figura 14A) foi subdividida de acordo com a expressão de CD25, conforme a 

análise descrita por Klein et al. (2010) (Figura 14B): (i) células CD25(−) (Quadrante 

rosa); células CD25+ (Quadrante verde claro); (iii) células CD25high, que representam 

as células com maior nível de expressão de CD25 e; (iv) células CD25+ nos 

compartimentos de 2%, 5%, 10% e 15% (Quadrantes amarelo, vermelho, verde 

escuro e azul, respectivamente) das células com maior intensidade de expressão de 

CD25. A expressão de FoxP3 foi avaliada na população total de células T CD4+ 

(Figura 14A) e nas subpopulações de células T CD4+ definidas de acordo com a 

expressão de CD25 (Figura 14C). A expressão de CD127 foi utilizada como um 

marcador auxiliar da caracterização das Tregs, sendo avaliada em conjunto com a 

expressão de CD25 nas populações de células T CD4+ (Figura 14D), quando da 

presença ou ausência de expressão de FoxP3 (Figura 14E). Além dos valores 

percentuais obtidos, os resultados também foram apresentados em números 

absolutos, que foram calculados a partir da contagem de linfócitos obtida no 

hemograma correspondente à amostra de sangue colhida em EDTA. 
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Figura 14. Análise da expressão de FoxP3 em subpopulações de células T CD4+. (A) Linfócitos 

foram selecionados de acordo com suas propriedades de tamanho (FSC, forward scatter) e 

granulosidade (SSC, side scatter). Os quadrantes foram determinados usando controles positivos 

para cada uma das moléculas avaliadas. (B) Células T CD4
+
 foram subdivididas em células CD25

(−)
, 

células CD25
+
 (Total) e em células CD25

+
 top 2%, 5%, 10% e 15% mais brilhantes de acordo com a 

intensidade de fluorescência, onde foram determinados (C) os respectivos percentuais de células 

FoxP3
+
 (Klein et al., 2010) nos grupos de indivíduos não infectados, de portadores assintomáticos da 

NI 

AC 

PET 



52 

 

infecção por HTLV-1 e de pacientes com PET/MAH. (D) Células T CD4
+ 

foram avaliadas quanto ao 

nível de expressão de CD25 e CD127, sendo o percentual de células FoxP3
+
 calculado na população 

de células T CD4
+
CD25

+
CD127

−/low
. (E) A expressão de CD25 e CD127 também foi avaliada na 

população de células T CD4
+
FoxP3

(−)
. 

 

 

3.10. Extração de RNA de células mononucleares de sangue periférico. 

 

O RNA total de PBMCs frescos ou incubados por 20h foi obtido por extração 

utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. As 

amostras de PBMCs preservadas a -20ºC em Trizol foram incubadas por 5 min. a 

temperatura ambiente para permitir a completa dissociação de nucleoproteínas. 

Após homogeneização, as amostras foram adicionadas de 0,2mL de clorofórmio 

P.A. (Merck), sendo agitadas manualmente de forma vigorosa por 15 segundos. 

Após incubação por 3 min. a temperatura ambiente, as amostras foram 

centrifugadas a 12.000  g por 15 min. a 4ºC, resultando na formação de uma fase 

aquosa, em que se encontra exclusivamente o RNA, uma interfase, e uma fase 

orgânica (fenol-clorofórmio), que contém DNA e proteínas. A fase aquosa foi 

coletada e transferida para outro microtubo contendo 500L de isopropanol P.A. 

(Merck). Após homogeneização, as amostras foram incubadas por 10 min. a 

temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugadas a 12.000  g por 10 min. a 

4ºC para sedimentação do RNA precipitado. O sobrenadante foi totalmente 

removido, e o sedimento lavado com 1mL de etanol a 75% por centrifugação a 7.500 

 g por 5 min. a 4ºC. Após completa remoção do sobrenadante com micropipeta, o 

RNA foi secado ao ar por 5 min. e reidratado em 15L de solução de 10mM 

Tris/1mM EDTA (Qiagen). Após quantificação por espectrofotometria, as amostras 

de RNA total foram prontamente transcritas em cDNA. 

 

3.11. Síntese de cDNA a partir do RNA total de células mononucleares. 

 

A transcrição reversa do RNA total obtido de PBMCs foi realizada com a 

enzima SuperScript III (Invitrogen) utilizando hexâmeros randômicos (Invitrogen). Em 

cada reação foram utilizados 2g de RNA total, que foram diluídos em água 

ultrapura (Invitrogen) para o volume de 12L. Inicialmente, as amostras de RNA 
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foram incubadas a 65C por 5 min. na presença de 100ng de hexâmeros randômicos 

(1L) e de dNTPs (1L da mistura de dNTPs a 10mM cada), sendo transferidas e 

mantidas em um banho de gelo por 1 min., permitindo assim a desnaturação das 

moléculas de RNA e o anelamento dos iniciadores. Posteriormente, estas amostras 

foram adicionadas de 6L da mistura de reação contendo: 4μL do tampão de reação 

5X concentrado, 1μL de 100mM ditiotreitol e 1μL de SuperScript™ III (200U), num 

volume final de 20L. Após homogeneização, as reações foram incubadas a 50C 

por 50 min., sendo a enzima inativada ao final por incubação a 70C por 15 min. As 

amostras resultantes de DNA complementar (cDNA) foram prontamente submetidas 

à PCR em tempo real ou preservadas a -20C. 

 

3.12. Determinação da expressão de genes virais e celulares em células 

mononucleares de sangue periférico. 

 

A expressão de mRNAs virais e celulares foi detectada pela técnica de PCR 

em tempo real utilizando o equipamento Rotor-Gene Q (Qiagen). As reações foram 

realizadas com o reagente Rotor Gene Probe PCR kit (Qiagen), seguindo as 

instruções do fabricante, num volume final de 25L, utilizando 100ng de cDNA obtido 

das reações de transcrição reversa. Como referência para a avaliação da expressão 

gênica, foi escolhido o gene constitutivo para a enzima gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH). Tanto a expressão de GAPDH quanto a expressão de 

mRNAs de IL-10 e IFN- foram detectadas utilizando-se kits contendo iniciadores e 

sondas com sequencias e concentrações pré-estabelecidas (Applied Biosystems). A 

detecção de mRNAs de tax de HTLV-1 seguiu a mesma metodologia descrita 

anteriormente para a amplificação de um fragmento de 159pb do gene tax na 

determinação da CPV, enquanto a detecção de mRNAs de HBZ utilizou a 

metodologia descrita por Saito et al. (2009), utilizando 15pmoles dos iniciadores 

HBZ-F (5’-AGAACGCGACTCAACCGG-3’) e HBZ-R (5’-TGACACAGGCAAGCATCG 

A-3’), e 5 pmoles da sonda HBZ (5’-TGGATGGCGGCCTCAGGGCT-3’) marcada 

com 5’-FAM e 3’-TAMRA. A sonda para HBZ se anela na região de junção dos 

exons e, por isso, detecta somente isoformas de mRNA que sofreram splicing e que 

contribuem mais significativamente para a síntese de proteínas. As reações foram 

realizadas em duplicatas e submetidas ao seguinte ciclo de amplificação: 
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ativação/desnaturação inicial a 95ºC por 3 min., seguida de 50 ciclos de 

desnaturação a 95ºC por 5 segundos e de anelamento/extensão a 60ºC por 15 

segundos, sendo a fluorescência detectada ao final de cada ciclo. A eficiência de 

amplificação da PCR para GAPDH foi determinada com a construção de uma curva 

utilizando-se diluições contendo 100ng, 50ng e 25ng de cDNA de um indivíduo não 

infectado. Por outro lado, a eficiência de amplificação das PCRs para Tax e HBZ 

foram determinadas com diluições na base 2 de amostras de cDNA obtidos por 

transcrição reversa do RNA total de células da linhagem MT2 infectada pelo HTLV-1, 

com concentrações variando de 100ng a 3,125ng. As curvas obtidas apresentaram 

coeficiente R2 >0,996. A análise da expressão gênica relativa foi realizada pelos 

métodos descritos por Livak & Schmittgen (2001) e Pfaffl (2001), conforme indicado. 

 

3.13. Análise estatística. 

 

A elaboração dos gráficos e a análise estatística foram realizadas no 

programa GraphPad Prism 5. As variávies quantitativas foram inicialmente 

submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnoff para determinar se a sua distribuição 

seguia a normalidade. As variáveis cuja dispersão foi considerada normal foram 

testadas utilizando testes paramétricos, tais como correlação de Pearson, ANOVA e 

teste t de Student, utilizando correção de Welch quando apropriado. Enquanto isso, 

as variáveis assimétricas foram avaliadas por testes não-paramétricos, tais como 

Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e correlação de Spearman. A associação entre 

variáveis qualitativas foi definida pelo método de qui-quadrado. Foram considerados 

significativos resultados com p<0,05. 

 

4. RESULTADOS: 

 

4.1. Aspectos demográficos e clínicos dos indivíduos da pesquisa 

 

Respeitando os critérios de inclusão e exclusão propostos, foram incluídos no 

estudo 83 indivíduos infectados pelo HTLV-1, sendo 38 ACs e 45 pacientes com 

PET/MAH, e 12 indivíduos não infectados (NI). Os grupos de ACs e de pacientes 

com PET/MAH apresentaram médias de idade semelhantes (55,8  10,8 anos e  
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56,6  12,6 anos, respectivamente), que foram maiores que as do grupo-controle NI 

(38,3  14,2 anos) (Tabela 2). Os indivíduos com acometimento neurológico 

incluídos na pesquisa apresentaram tempo de duração médio da PET/MAH de 14  

8,1 anos (Tabela 2), o que caracteriza um estágio crônico da doença. Subtraindo-se 

a idade média dos pacientes (56,6 anos) do tempo médio de doença (14 anos) foi 

observada uma idade média de início de manifestação de doença de 42,6 anos. 

Além disso, foi observada uma frequência de PET/MAH 3,1 vezes maior em 

mulheres do que em homens (Tabela 2). 

 

TABELA 2. Aspectos demográficos e clínicos dos indivíduos da pesquisa. 

Grupos Idadea 

(média  DP) 

Proporção 
(homem:mulher) 

Duração da 
doençaa 

(média  DP) 

Tempo de 
seguimentoa 

(média  DP) 

CPV (% PBL) 
Mediana** 

[P25% - P75%]b 

NI 38,3  14,2 1 : 1,4 N.A. N.A. N.A. 

AC 55,8  10,8 1 : 0,7 N.A. 12,3  3,5 4,31 [1,11 - 6,85] 

PET/MAH 56,6  12,6 1 : 3,1 14,0  8,1 7,1  4,7 6,28 [3,80 - 12,22] 

NOTA. CPV, carga proviral; PBL, leucócitos de sangue periférico; NI, não-infectados; AC, portadores 

assintomáticos; PET/MAH, Paraparesia espástica tropical/Mielopatia associada ao HTLV-1; DP, 

desvio-padrão; N.A., não se aplica.      
a
 Valores em anos; 

b
 [P25% - P75%], [Percentil 25% - Percentil 75%]. 

** Comparação entre as medianas de CPV dos grupos AC e PET/MAH (Mann-Whitney, p<0,01). 

 

Uma vez que a infecção pelo HTLV-1 se caracteriza por um longo intervalo de 

tempo entre o momento da infecção e o desenvolvimento de doenças associadas, o 

tempo de seguimento clínico dos indivíduos incluídos na pesquisa se mostrou uma 

variável importante, principalmente no grupo de ACs, para assegurar a ausência de 

alterações neuro-hematológicas. ACs e pacientes com PET/MAH estavam sendo 

acompanhados no ambulatório de HTLV do IPEC por 12,3  3,5 anos e 7,1  4,7 

anos, respectivamente (Tabela 2). Outro fator que tem se mostrado importante no 

acompanhamento da evolução da infecção nos portadores de HTLV-1 é a CPV 

(Nagai et al., 1998; Silva et al., 2007). Foi evidenciado que indivíduos com PET/MAH 

apresentaram medianas de CPV mais elevadas que ACs (Tabela 2). 
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Para verificar a associação destes níveis elevados de CPV de HTLV-1 com o 

desenvolvimento da PET/MAH, os grupos de ACs e de pacientes com PET/MAH 

foram subdivididos em: (1) indivíduos com CPV igual ou inferior a 5% e (2) com CPV 

igual ou superior a 5% (Tabela 3A). Num segundo momento, estes mesmos 

indivíduos foram redistribuídos em dois grupos, considerando como ponto de corte 

CPV de 10% (Tabela 3B). Após realização do teste qui-quadrado, foi observado que 

a razão de chance (RC) de manifestação neurológica aumenta concomitantemente 

com o nível de CPV. Indivíduos com CPV maior que 5% tiveram 2,74 vezes mais 

chance de apresentar PET/MAH (p=0,026) (Tabela 3A), valor este que se elevou 

para 4,25 vezes quando considerada CPV maior que 10% (p=0,028) (Tabela 3B). 

 
Tabela 3. Associação entre carga proviral elevada de HTLV-1 e PET/MAH. 

 
 

Estado clínico 
Carga proviral de HTLV-1 

Total 
2 p valor RC (IC95%) 

<5,00% >5,00% 

PET/MAH 14 31 45 0,026 2,74 (1,11 – 6,72) 

AC 21 17 38   

Total 35 48 83   

 
 

Estado clínico 
Carga proviral de HTLV-1 

Total 
2 p-valor RC (IC95%) 

<10,00% >10,00% 

PET/MAH 30 15 45 0,028* 4,25 (1,27 - 14,21) 

AC 34 4 38   

Total 64 19 83   

NOTA. Carga proviral como % de células infectadas pelo HTLV-1/leucócitos de sangue periférico; AC, 

portador assintomático; PET/MAH, paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. A 

significância estatística (p valor bi-caudal) da associação entre o estado clínico dos indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 e a carga proviral com pontos de corte a (A) 5,00% ou (B) 10,00% foi 

avaliada pelo teste de qui-quadrado (
2
). As razões de chances (RC) também foram calculadas e os 

valores apresentados. *p-valor corrigido por Yates. 

 

 

(3A) 

(3B) 
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4.2. Determinação do padrão de integração proviral e da freqüência de clones 

infectados persistentes em portadores assintomáticos do HTLV-1 e 

pacientes com PET/MAH:  

 

Um dos eventos-chave no estabelecimento de infecção persistente pelo 

HTLV-1, assim como em outras retroviroses, é a integração do genoma viral no DNA 

celular. Clones de células T infectadas pelo HTLV-1 são capazes de persistir por 

anos em pacientes, como pode ser observado nos resultados da IL-PCR, conforme 

indicado pelas setas na figura 15. Foram observados predominantemente padrões 

estocásticos de integração proviral, em que o rastro de amplificação gerado 

representa clones minoritários, enquanto as bandas que se destacam são referentes 

a populações clonais infectadas predominantes (Figura 15). O perfil de integração foi 

oligoclonal em cinco de seis pacientes com PET/MAH e em três de cinco ACs. 

Dessa forma, nenhuma associação foi observada entre o padrão de integração de 

HTLV-1 e a condição clínica dos indivíduos avaliados (p=0,545, Teste qui-quadrado).  

 

 

Figura 15. Persistência de clones infectados pelo HTLV-1. A avaliação do perfil de integração 

proviral de HTLV-1 foi realizada em leucócitos de sangue periférico de ACs e de pacientes com 

PET/MAH. Amostras de DNA obtidas ao longo de uma média de 36,4 meses (IC95% [23,1 – 49,7]) 

entre as datas da primeira e da última coleta foram utilizadas na avaliação do perfil de integração 

proviral por IL-PCR. As amostras do paciente PET/MAH 1 apresentaram um intervalo de 46 meses 

entre a primeira e última amostra, as do paciente PET/MAH 2 um intervalo de 66 meses, as do AC 

tiveram um intervalo de 27 meses. As bandas formadas no gel de agarose após eletroforese foram 

consideradas referentes a clones predominantes infectados pelo HTLV-1 quando presentes em 
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ambas as duplicatas, e visualmente destacadas do rastro de fundo, que representa a amplificação de 

sítios de integração de clones minoritários. Os resultados apresentados de dois pacientes com 

PET/MAH e de um AC são representativos de seis pacientes com PET/MAH e de cinco ACs. Setas 

indicam clones persistentes infectados com HTLV-1. P, marcador de peso molecular de 500bp. A IL-

PCR foi realizada em duplicata. 

 

 

 
Por outro lado, embora não tenham sido observadas diferenças no padrão de 

integração proviral entre os grupos de indivíduos infectados, pacientes com 

PET/MAH apresentaram maior frequência de clones infectados persistentes (5,82 ± 

1,71 clones) em comparação a ACs (3,25 ± 1,72 clones) (p=0,046) (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Frequência de clones infectados persistentes em ACs e pacientes com PET/MAH. A 

clonalidade de populações de células infectadas pelo HTLV-1 foi avaliada pela IL-PCR. Bandas 

observadas no gel de agarose após eletroforese foram consideradas como referente a clones 

predominantes infectados pelo HTLV-1 quando presentes em ambas as duplicatas e visualmente 

destacadas do rastro de fundo. Clones infectados foram considerados persistentes quando suas 

bandas apareceram em pelo menos uma das duplicatas de todas as amostras testadas de um 

mesmo paciente. A significância estatística da diferença entre a média do número de clones 

persistentes definidos em cada grupo foi calculada pelo teste t de Student. 

 

 

4.3. Avaliação da expressão dos genes tax e HBZ de HTLV-1 em PBMCs de 

portadores assintomáticos do HTLV-1 e em indivíduos com PET/MAH: 

 

Da mesma forma que pacientes com PET/MAH apresentaram mediana de 

CPV mais elevada que a de ACs (Tabela 2), e uma maior frequência de populações 
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clonais predominantes infectadas persistentes (Figura 16), estes indivíduos também 

apresentaram maior expressão relativa de mRNAs de tax em PBMCs frescos (0h) 

em comparação a ACs (p<0,001) (Figura 17A). Contudo, o gene tax de HTLV-1 foi 

fracamente expresso ex vivo por PBMCs frescos em relação aos níveis de 

transcrição celular basal definidos pela detecção de mRNAs de GAPDH (10.000 a 

100.000 vezes menor).  

Porém, Hanon et al. (2000a) demonstraram que a incubação de PBMCs por 

20h, na ausência de estímulos mitogênicos, é suficiente para estimular a expressão 

proviral. Conforme observado na Figura 17B, a incubação de PBMCs acarretou um 

aumento de 10.000 a 100.000 vezes da expressão de mRNAs de tax, quando 

comparado com os valores obtidos com PBMCs frescos (Figura 17A). Embora, tenha 

sido observada uma redução na diferença dos níveis de expressão de tax entre ACs 

e pacientes com PET/MAH, que culminou na perda de significância estatística 

(Figura 17B). Além disso, a expressão de tax por PBMCs ex vivo (0h) e in vitro (20h) 

correlacionou positivamente com a CPV, independentemente do estado clínico 

quando avaliada a 0h (Figura 18A), ou apenas nos pacientes com PET/MAH após 

20h de incubação (Figura 18B).  

 

 

           

Figura 17. Expressão de tax em células de ACs e pacientes com PET/MAH. (A) A expressão ex 

vivo de mRNAs de tax em PBMCs frescos (0h) de ACs (n=21) e de pacientes com PET/MAH (n=25) 

foi definida como a razão entre a expressão de tax de HTLV-1 e de GAPDH, que foi arbitrariamente 

multiplicada por 10.000 para se trabalhar com menos casas decimais. Os valores de expressão de 

GAPDH foram calculados através de curva-padrão determinada com diluições do cDNA obtido pela 

transcrição reversa do RNA total de PBMCs de indivíduo não infectado. Por outro lado, os valores de 

(A) (B) 
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expressão de tax foram obtidos através de curva-padrão definida com diluições do cDNA referente a 

transcrição reversa do RNA total da linhagem MT2. (B) A expressão de tax em PBMCs incubados por 

20h sem estimulação (AC, n=18 e PET/MAH, n=24) foi calculada conforme descrição anterior, e 

representa a razão entre os valores de expressão de tax e de GAPDH, sem a multiplicação por 

10.000 (Teste de Mann-Whitney). 

 
 

 

        
 

Figura 18. Correlação entre a expressão de tax e a carga proviral de HTLV-1. A expressão de 

mRNAs de tax foi avaliada em (A) PBMCs frescos (0h) e (B) incubados por 20h sem estímulo de ACs e de 

pacientes com PET/MAH, e está apresentada como a razão entre a expressão dos genes tax e GAPDH. Os 

resultados em (A) foram arbitrariamente multiplicados por 10.000 para se trabalhar com menos casas decimais. 

Os valores de expressão de tax foram definidos a partir de curva-padrão estabelecida com diluições do cDNA 

referente ao RNA total extraído da linhagem celular MT2, enquanto a curva-padrão de GAPDH foi determinada 

com diluições do cDNA produzido a partir do RNA total de PBMCs de um indivíduo não infectado. A correlação 

foi calculada pelo Teste de Spearman, e foram considerados significativos p<0,05. 

 

A expressão relativa (-Ct) dos genes virais tax e HBZ, utilizando a 

expressão de GAPDH como referência, em PBMCs incubados por 20h provenientes 

de ACs e pacientes com PET/MAH foi avaliada pelos métodos descritos por Livak & 

(A) 

(B) 
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Schmittgen (2001) e por Pfaffl (2001). No método de Livak & Schmittgen (2001) são 

pré-requisitos que os valores de eficiência de amplificação das PCRs (EfPCR) dos 

genes avaliados sejam semelhantes, e que este valor se aproxime de 2, ou seja 

100%. Por outro lado, na metodologia descrita por Pfaffl (2001), os valores reais de 

EfPCR de cada gene avaliado são levados em consideração. A PCR em tempo real 

para tax apresentou uma EfPCR de 1,96, o que significa que 96% das fitas eram 

duplicadas a cada ciclo de amplificação, enquanto as PCRs para HBZ e GAPDH 

apresentaram EfPCR de 1,87 e 1,84 respectivamente. Não foram observadas 

diferenças significativas na expressão de tax e de HBZ entre os grupos de ACs e de 

pacientes com PET/MAH quando considerados os valores de expressão relativa 

calculados pelos métodos descritos tanto por Livak & Schmittgen (2001) (Tabela 4) 

quanto por Pfaffl (2001) (Quadro 1). Foi observado que pacientes com PET/MAH 

expressaram 4,5 vezes mais mRNAs de tax do que ACs, considerando-se o método 

de Livak & Schmittgen (2001) (Tabela 4), e este valor passou para 4,38 vezes 

quando corrigido pela EfPCR com o método de Pfaffl (2001) (Quadro 1B). Quanto à 

expressão de HBZ, pacientes com PET/MAH expressaram 3,01 vezes mais mRNAs 

de HBZ do que ACs pelo método de Livak & Schmittgen (2001) (Tabela 4), ou 2,49 

vezes quando corrigido pelo método de Pfaffl (2001) (Quadro 1C). 

 
Tabela 4. Expressão relativa de tax e HBZ em ACs e pacientes com PET/MAH. 

Gene alvo  Ctalvo CtGAPDH 

Ct (media 
Ctalvo – media 
CtGAPDH) 

Ct (media 

CtPET/MAH − 

media CtAC) 

Expressão 

normalizada (2−Ct) 

Tax      
      
AC 23,48 ± 4,24 18,18 ± 0,81 5,26 ± 4,53   0,00 ± 4,53 1,00 (0,04 – 23,10) 

PET/MAH 21,20 ± 2,53 18,08 ± 0,75 3,09 ± 2,60 −2,17 ± 2,60 4,50 (0,74 – 27,28) 

      

HBZ      
      
AC 34,03 ± 4,47 18,18 ± 0,81 16,04 ± 4,63   0,00 ± 4,63 1,00 (0,04 – 24,76) 

PET/MAH 32,48 ± 2,75 18,08 ± 0,75 14,45 ± 2,72 −1,59 ± 2,72 3,01 (2,19 – 19,84) 

NOTA. A expressão relativa de mRNAs de tax e de HBZ por PBMCs incubados por 20h, sem 

estimulação, entre indivíduos assintomáticos (ACs) e pacientes com PE T/MAH foi determinada pelo 

método de 2
-Ct

 descrito por Livak & Schmittgen (2001). Valores estão apresentados como média ± 

desvio-padrão. Ct, Cycle threshold. 
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Quadro 1. Expressão relativa de tax e HBZ determinada pelo método de Pfaffl. 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 1. Expressão relativa de mRNAs de tax e de HBZ por PBMCs incubados por 20h, sem 

estimulação, entre indivíduos assintomáticos (ACs) e pacientes com PET/MAH. (A) A expressão 

relativa foi determinada pelo método descrito por Pfaffl (2001). Para tal é realizada a subtração entre 

as médias dos Ct (Cycle threshold) obtidos para o gene alvo nos grupos de controle e de teste (Ct 

alvo). Em seguida, a eficiência de amplificação da PCR do gene alvo (EfPCR alvo) é elevada à Ctalvo. Da 

mesma forma, a EfPCR do gene de referência (EfPCR ref) é elevada à Ct do gene de referência (Ct ref). 

A razão entre os valores obtidos corresponde à expressão relativa (ER) do gene avaliado. Através do 

método descrito, os níveis de expressão relativa (B) de tax e (C) de HBZ foram calculados utilizando 

a expressão de GAPDH como referência. 

 

 

4.4. Expressão de IL-10 e IFN- em PBMCs de portadores assintomáticos da 

infecção pelo HTLV-1 e de indivíduos com PET/MAH: 

 

Com relação à expressão da citocina imunossupressora IL-10, não foram 

observadas diferenças entre os níveis detectados em PBMCs de ACs e de pacientes 

com PET/MAH (p=0,717) (Figura 19A), embora tenham sido inferiores aos níveis 

       Ct tax (AC – PETMAH)       (23,48 – 21,20) 
EfPCR tax             1,96     4,64   

ER =                                                      =             =             =   4,38 X 

       Ct GAPDH (AC – PET/MAH)      (18,18 – 18,08)   1,06 
 EfPCR GAPDH             1,84 
 

       Ct HBZ (AC – PETMAH)       (34,03 – 32,48) 
EfPCR HBZ             1,87     2,64   

ER =                                                      =             =             =   2,49 X 

       Ct GAPDH (AC – PET/MAH)      (18,18 – 18,08)   1,06 
 EfPCR GAPDH             1,84 
 

(A) 

(B) 

(C) 

                 Ct alvo (média Ct controle – média Ct teste) 
        EfPCR alvo      

Expressão relativa (ER) =                                       

                 Ct ref (média Ct controle – média Ct teste)  
           EfPCR ref     
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observados em indivíduos não infectados (p=0,005 e p=0,006, respectivamente). 

Com relação à expressão da citocina pró-inflamatória IFN-, esta foi mais elevada 

em pacientes com PET/MAH, tanto em comparação com ACs (p<0,001) quanto com 

indivíduos não infectados (p=0,001) (Figura 19B). Por outro lado, não foram 

observadas diferenças significativas entre ACs e indivíduos não infectados 

(p=0,161). Contudo, dentre os ACs, quatro indivíduos apresentaram níveis de 

expressão de IFN- muito abaixo dos valores observados nos demais indivíduos da 

pesquisa (Figura 19B), e que poderiam estar diminuindo a mediana calculada. Após 

a remoção destes dados, foi obtida significância estatística da diferença de 

expressão de IFN- entre ACs e indivíduos não infectados (p=0,003, Teste de Mann-

Whitney). Com o intuito de reduzir a influência de viezes na análise estatística, a 

remoção destes dados foi avaliada. Tal intervenção foi completamente descartada, 

pois se averiguou que os resultados derivavam de indivíduos com diferentes níveis 

de CPV, variando de 0,35% a 6,59%, e por isso não representavam indivíduos com 

características semelhantes. 

 

       
 

Figura 19. Expressão relativa de IFN- e IL-10 por PBMCs de ACs e de pacientes com PET/MAH 

em comparação com indivíduos não infectados. A quantificação de mRNAs de IFN e IL10 em 

PBMCs de indivíduos não infectados, ACs e pacientes com PET/MAH foi realizada após 20h de 

incubação. Os níveis de expressão relativa (A) de IFN e (D) de IL10 foram determinados utilizando a 

variação entre os Ct da PCR em tempo real para os genes testados e os Ct de GAPDH (Ct), que foi 

utilizado como referência. Posteriormente os valores de Ct alvo−GAPDH foram transformados de log2 

(A) (B) 
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para escala linear. O menor valor obtido na análise de cada gene foi considerdo o normalizador, cuja 

expressão foi arbitrada como igual a 1. Foram considerados significativos p<0,05 calculados pelo 

teste de Mann-Whitney. 

 

 

Por sua vez, a diferença entre os níveis de expressão de IFN- e de IL-10 

também foi avaliada. Uma vez que o desenvolvimento da PET/MAH está associado 

a processos inflamatórios, a expressão de IFN- foi considerada a variável-teste, 

enquanto a expressão de IL-10 foi definida como referência. Dessa forma, a 

diferença entre os níveis de expressão de IFN- e de IL-10 foram definidos pela 

fórmula: Ct = (média CtIFN ‒ média CtIL10). Contudo, valores negativos nesta 

análise indicam maior expressão de IFN- frente à expressão de IL-10, pois o 

número de cópias de mRNAs e o Ct obtido na RT-PCR em tempo real são variáveis 

inversamente proporcionais. Por isso, para facilitar a compreensão dos resultados, 

os valores de Ct(IFN ‒ IL10) foram convertidos para −Ct (Figura 20). Foi 

observado que pacientes com PET/MAH expressaram, em média, mais IFN- do que 

IL-10 (−Ct = 5,10, ou seja, 34,30 vezes), enquanto ACs apresentaram níveis 

semelhantes de expressão de IFN- e de IL-10 (−Ct = 0,27, ou seja, 1,21 vezes). 

Por outro lado, indivíduos não infectados expressaram mais IL-10 do que IFN- 

(−Ct = −6,61, ou seja, 97,68 vezes). Contudo, somente foram significativas 

diferenças observadas entre o grupo de pacientes com PET/MAH e os grupos de 

ACs e de indivíduos não infectados (Figura 20). 
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Figura 20. Variação entre a expressão de IFN- e de IL-10 em portadores assintomáticos do 

HTLV-1, pacientes com PET/MAH e indivíduos não infectados. A variação entre a expressão de 

mRNAs (Ct) de IFN- e de IL-10 foi obtida pela subtração entre os Ct obtidos na quantificação 

destes dois genes (Ct = média Ct IFN – média Ct IL10), e os valores estão apresentadas como –

Ct. A significância estatística foi determinada pelo teste de Mann-Whitney. 

 

 

4.5. Correlação entre a expressão de tax, HBZ, IL-10 e IFN- em PBMCs de ACs 

e de pacientes com PET/MAH com a carga proviral de HTLV-1: 

 
 

A expressão de genes virais e de citocinas também foi avaliada em função da 

CPV de HTLV-1, que representa a proporção de células infectadas em leucócitos no 

sangue periférico. Foi observado que a expressão de mRNAs de tax correlacionou 

positivamente com a CPV apenas no grupo de pacientes com PET/MAH (p<0,001), 

enquanto a expressão do gene HBZ correlacionou positivamente com a CPV, 

independentemente do estado neurológico (Tabela 5). 

Com relação à expressão de citocinas, não foi observada correlação entre a 

expressão de IL-10, que constitui uma citocina de caráter imunossupressor, e a CPV 

tanto em ACs (p=0,115) quanto em pacientes com PET/MAH (p=0,313) (Tabela 6). 

Por outro lado, a expressão da citocina pró-inflamatória IFN-, que é induzida em 

respostas imunes do tipo Th1, correlacionou positivamente com a CPV apenas em 

pacientes com PET/MAH (p=0,002) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Correlação entre a expressão de tax, HBZ, IL-10 e IFN- e a carga 

proviral de HTLV-1. 

Gene Amostra (N) Coeficiente de correlação (R) a p-valor 

tax    

       AC 18 0,337 0,172 

       PET/MAH 24 0,677 <0,001 

       Total 42 0,553 <0,001 

    
HBZ    

       AC 15 0,557 0,031 

       PET/MAH 20 0,803 <0,001 

       Total 35 0,655 <0,001 

    
IL-10    

       AC 16 −0,410 0,115 

       PET/MAH 18 0,313 0,207 

       Total 34 −0,009 0,958 

    

IFN-    

       AC 16 0,321 0,225 

       PET/MAH 18 0,682 0,002 

       Total 34 0,672 <0,001 

NOTA. Os níveis de expressão gênica relativa de tax, HBZ, IL10 e IFN foram correlacionados com a 

carga proviral de HTLV-1 em portadores assintomáticos (AC) e pacientes com paraparesia espástica 

tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH). Foram considerados significativos p<0,05 

determinados pelo Teste de Spearman.  
a 
R, coeficiente de correlação de Spearman. 

 

 

4.6. Associação entre a expressão de IFN- e a condição neurológica de 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 em função da carga proviral. 

 

 

Uma vez que a expressão de IFN- correlacionou com a CPV de HTLV-1, que 

em altos níveis tem sido considerada fator de risco para o desenvolvimento da 

PET/MAH (Tabela 3A e 3B), a associação entre o estado inflamatório, definido pela 
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diferença entre os níveis de expressão de IFN- e de IL-10 [−Ct(IFN ‒ IL10)], e a 

condição neurológica dos indivíduos infectados foi avaliada em função dos níveis de 

CPV. Para tal, ACs e pacientes com PET/MAH foram separados em dois grupos: um 

composto de indivíduos com CPV menor que 5%, e outro com CPV igual ou maior 

que 5%. Pacientes com PET/MAH e CPV<5% e ACs com CPV>5% apresentaram 

medianas de −Ct(IFN ‒ IL10) semelhantes, que tenderam a zero, indicando que os 

níveis de expressão de IFN- e IL-10 são equivalentes nestes dois grupos (Figura 

21A). Por outro lado, pacientes com PET/MAH e CPV>5% expressaram níveis 

elevados de IFN- frente aos de IL-10, cuja mediana de −Ct(IFN ‒ IL10) foi 

estatisticamente superior a obtida em ACs com CPV<5% (p=0,002) que, por sua 

vez, expressaram baixos níveis de IFN- (Figura 21A). Dessa forma, a expressão 

elevada de IFN- em relação a IL-10 mostrou-se associada à condição neurológica 

dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 (2 p=0,023; OR=8,00), sendo observado que 

um indivíduo expressando mais IFN- do que IL-10 tem oito vezes mais chance de 

ser portador da PET/MAH do que AC (Figura 21B).  

 

 
 

 

 
 

Figura 21. Associação entre a expressão de IFN- e o estado neurológico de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 em função da carga proviral. (A) Os indivíduos da pesquisa, tanto 

portadores assintomáticos (AC) quanto mielopatas (PET/MAH), foram divididos em dois grupos: um 

composto por indivíduos com CPV<5% e outro com CPV>5%, sendo comparadas as médias das 

diferenças de expressão entre IFN- e IL-10 [Ct = (Ct IFN – CtIL10)], que estão apresentadas como 

−Ct. A significância estatística foi avaliada pelo teste t de Student, com correção de Welch onde 

  Estado clínico  

  AC PET/MAH Total 

-
C

t 
(I

F
N
 

- 
IL

-1
0
) 

(+) 8 16 24 

(–) 8 2 10 

 Total 16 18 34 


2
 p=0,023 – RC (IC95%) = 8,00 (1,37 – 46,81) 

(A) (B) 
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indicado por (*). (B) Posteriomente, foi verificada a associação entre −Ct(IFN – IL10) e a condição 

neurológica dos indivíduos infectados pelo HTLV-1, em que valores positivos (+) indicam indivíduos 

em que a expressão de IFN- foi superior a de IL-10, enquanto valores negativos (‒) indicam 

expressão de IFN- inferior a de IL-10. Diferenças significativas na distribuição dos resultados nos 

grupos de ACs e de pacientes com PET/MAH foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado (
2
).  

 
 
4.7. Aspectos imunológicos dos indivíduos da pesquisa: 

 
Continuando a caracterização dos indivíduos da pesquisa, alguns aspectos 

imunológicos foram avaliados, tais como leucometria e linfometria, cujos valores 

foram obtidos de hemogramas, assim como a contagem de células T CD4+, que foi 

definida por ensaios de citometria de fluxo. Foi observado que indivíduos não 

infectados apresentaram contagens absolutas de leucócitos maior que a de 

indivíduos infectados (HTLV-1 Total), e esta diferença se manteve estatisticamente 

significativa apenas em comparação com o grupo de pacientes com PET/MAH 

(p<0,05) (Tabela 6). Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas 

nas médias das frequências e das contagens absolutas de linfócitos no sangue 

periférico dos grupos avaliados (Tabela 6), indivíduos infectados pelo HTLV-1, ACs 

ou pacientes com PET/MAH, apresentaram média de frequência de células T CD4+ 

maior que a de indivíduos não infectados (p<0,01). Contudo, esta diferença não se 

manteve significativa nas contagens absolutas (Tabela 6).  

 
 
Tabela 6. Frequência e contagens absolutas de leucócitos e linfócitos. 

Grupos Leucometria 
(células/mm

3
) 

Linfócitos 
(%) 

Linfócitos 
(células/mm

3
) 

Células T CD4
+
 

(%) 
Células T CD4

+
 

(células/mm
3
) 

NI
 

7478  1105 * 31,91  6,56 2400  625 38,89  5,11 940  316 

AC
 

7154  2555 31,58  11,08 2067  570 45,78  7,74 ** 949  321 

PET/MAH 6308  1839 *
 

35,25  9,83 2258  941 46,73  10,44 ** 1080  504 

HTLV-1 total 6719  2243 * 33,46  10,55 2163  782 46,30  9,26 ** 1015  426  

NOTA. NI, indivíduos saudáveis não infectados; AC, portadores assintomáticos; PET/MAH, 

Paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. Valores em média  desvio-padrão. 

* Comparação entre NI  AC, NI  PET/MAH, NI  HTLV-1 total (p<0,05 pelo Teste t de Student). 

** p<0,01, Teste t de Student com correção de Welch quando apropriado. 
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As células T CD4+ foram posteriormente avaliadas quanto à expressão de 

CD25 e CD127, que representam, respectivamente, as cadeias  de alta afinidade 

dos receptores de IL-2 e IL-7. Foi observado que ACs e indivíduos com PET/MAH 

apresentaram frequências de células T CD4+CD25+ mais elevadas que a de 

indivíduos não infectados, tanto percentualmente quanto em valores absolutos 

(p<0,05) (Tabela 7). O mesmo foi observado quando a análise foi realizada no 

compartimento CD25high, que é constituído por células com marcação mais intensa 

para CD25, conforme exemplificado na figura 14, e cujo fenótipo concentra a 

população de Tregs (p<0,05) (Tabela 7). Quanto à frequência de células T CD4+ 

expressando baixos níveis de CD127 (−/low), não foram observadas diferenças 

significativas entre indivíduos infectados e não infectados pelo HTLV-1. Contudo, 

pacientes com PET/MAH apresentaram frequência aumentada de células T 

CD4+CD127(−/low) em comparação com ACs (p<0,05) (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Frequências e contagens de subpopulações de células T CD4+. 

Grupos CD4+CD25+ 
(%) 

CD4+CD25+ 
(células/mm3) 

CD4+CD25high 
(%) 

CD4+CD127‒/low  

(%) 

NI 26,78  8,68 241,20  77,31 1,58  0,93 44,54  6,04 

AC 43,08  12,30 * 417,20  213,60 * 4,06  2,93 * 45,49  13,28 

PET/MAH 46,78  14,54 * 518,40  337,80 * 4,79  2,89 * 57,61  12,76 ** 

HTLV-1 total 45,09  13,61 * 468,50  285,50 * 4,45  2,09 * 52,14  14,17 

NOTA. NI, indivíduos não infectados; AC, portadores assintomáticos; PET/MAH, paraparesia 

espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1; Células CD4
+
CD25

high
, células com expressão 

mais intensa de CD25 na população de células T CD4
+
. Células CD4

+
CD25

+
CD127

-/low
, percentual de 

células que expressam CD25 e baixos níveis de CD127 na população de células T CD4
+
. Valores em 

média  desvio-padrão. 

* Comparação entre NI  AC, NI  PET/MAH, NI  HTLV-1 total, p<0,05 (Teste t de Student). 

** Comparação entre AC  PET/MAH, p<0,05 (Teste t de Student). 
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4.8. Caracterização de células T reguladoras em indivíduos infectados pelo 

HTLV-1. 

 
 

As Tregs naturais (nTregs) são células T CD4+ caracterizadas por altos níveis 

de expressão de CD25 (CD25high), baixa presença de CD127 (CD127−/low) e pela 

expressão do fator de transcrição FoxP3 (Cools et al., 2007; Workman et al., 2009; 

Baecher-Allan et al., 2011; DiCaro et al., 2011). Dessa forma, para avaliar possíveis 

alterações do fenótipo das nTregs, e definir o melhor parâmetro de identificação 

destas células nos indivíduos infectados pelo HTLV-1, foram realizadas análises 

usando diferentes combinações dos marcadores citados anteriormente.  

Inicialmente, a frequência de células FoxP3+ foi avaliada exclusivamente na 

população de células T CD4+. Considerando todos os indivíduos incluídos no estudo 

(12 NI, 38 ACs e 45 pacientes com PET/MAH), não foram observadas diferenças 

significativas na frequência de células T CD4+FoxP3+ entre os grupos de indivíduos 

infectados e não infectados (Figura 22). Contudo, a frequência destas células em 

ACs e em pacientes com PET/MAH com alta CPV (>5%) se mostrou aumentada em 

comparação tanto com os indivíduos saudáveis quanto com indivíduos infectados 

com baixos níveis de CPV (<5%), independentemente do acometimento neurológico 

(Figura 22), demonstrando que o grau de comprometimento com a infecção 

influencia a frequência de células T CD4+FoxP3+. 
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Figura 22. Frequência de células T CD4
+
FoxP3

+
 em indivíduos não infectados, portadores 

assintomáticos de HTLV-1 e em pacientes com PET/MAH. A frequência de células FoxP3
+
 na 

população de células T CD4
+
 foi avaliada em indivíduos não infectados (NI), portadores 

assintomáticos de HTLV-1 (AC) e pacientes com PET/MAH. Os dados obtidos em ACs e em 

pacientes com PET/MAH também foram estratificados de acordo com a carga proviral (CPV<5% e 

CPV>5%) para avaliar a influência da infecção na frequência destas células. A significância estatística 

foi calculada utilizando o teste de Mann-Whitney. 

 

 

4.8.1. Papel da expressão de CD25 na caracterização de Tregs em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1. 

 
 

Resultados contraditórios foram obtidos durante a análise da expressão de 

FoxP3 em subpopulações de células T CD4+CD25+. Em indivíduos não infectados, a 

expressão de FoxP3 foi altamente concentrada na subpopulação de células T 

CD4+CD25high (93,87  3,99%) (Figura 23), embora estas células tenham 

representado, em média, somente 1,5  0,8% dos linfócitos T CD4+ de sangue 

periférico (Tabela 7). Apesar de ACs e pacientes com PET/MAH terem apresentado 

frequências elevadas de células T CD4+CD25high (4,5  3,1% e 4,6  2,9%, 

respectivamente) em comparação com indivíduos não infectados (Tabela 7), este 

aumento não foi acompanhado por um incremento da expressão de FoxP3. ACs e 
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pacientes com PET/MAH apresentaram frequências reduzidas de células FoxP3+ na 

população de células T CD4+CD25high (67,66 ± 15,86% e 58,46 ± 15,17%, 

respectivamente), quando comparados com indivíduos não infectados (Figura 23). 

Além disso, a análise da expressão de FoxP3 em subpopulações de células T CD4+, 

considerando os níveis de expressão de CD25, permitiu definir que as diferenças 

nas frequências de células FoxP3+ entre indivíduos infectados e não infectados se 

restringiram às populações com alto teor de expressão de CD25, sendo 

significativas até o conjunto de células que representavam 5% com maior 

intensidade de expressão de CD25 (CD25 top 5%) (Figura 23).  

 

 

 

Figura 23. Frequência de células T CD4
+
FoxP3

+
 de acordo com a intensidade de expressão de 

CD25. A expressão de FoxP3 foi avaliada em diferentes subpopulações de células T CD4
+
CD25

+
 nos 

indivíduos não infectados (NI), portadores assintomáticos de HTLV-1 (AC) e pacientes com 

PET/MAH, que foram definidas de acordo com a intensidade de expressão de CD25: CD25
+
 total, 

células CD4
+
CD25

high
, células CD4

+
CD25

+
 top 2%, 5%, 10% e 15% mais brilhantes de acordo com a 

intensidade de fluorescência, como exemplificado na figura 14. Diferenças entre os grupos foram 

avaliadas pelo teste t de Student, e foram considerados significativos resultados com p<0,05. 

 

 

Dessa forma, a expressão de CD25 parece interferir com a definição 

fenotípica clássica de Tregs (Células T CD4+CD25highFoxP3+) em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1. Provavelmente, esta redução na frequência de células 

FoxP3+ na população de células T CD4+CD25high parece decorrer de dois 
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fenômenos observados em células T CD4+ destes indivíduos: (i) a elevação da 

expressão global de CD25 (Tabela 7) e, consequentemente, o aumento da 

frequência de células T CD4+CD25+FoxP3(‒) (Tabela 8); e (ii) a expressão de CD25 

em maior intensidade a nível celular na população de células T CD4+FoxP3(‒), 

avaliada por comparação dos valores médios de mediana de intensidade de 

fluorescência (MFI), que corrobora o aumento da frequência de células T 

CD4+CD25high (Tabela 8). Conforme esperado, os níveis de MFI da expressão de 

CD25 em células T CD4+FoxP3+ foram superiores aos de células T CD4+FoxP3(‒) 

(Tabela 8), confirmando que Tregs expressam níveis elevados de CD25 em 

comparação com células T convencionais. Além disso, foi observado que o aumento 

da expressão de CD25 por células T CD4+ sofre influencia do grau de 

comprometimento com a infecção, pois correlacionou positivamente com a CPV 

tanto em ACs quanto em pacientes com PET/MAH (Figura 24). 

 

 

Tabela 8. Expressão de CD25 em células T CD4+FoxP3+ e CD4+FoxP3(‒). 

Grupos 

Células T CD4+FoxP3+  Células T CD4+FoxP3(‒) 

CD25+ (%) CD25+ (MFI)  CD25+ (%) CD25+ (MFI) 

NI 77,73  4,57 36,46  9,75  20,51  7,25  13,36  0,47 

AC 85,01  6,71 51,26  13,10  40,14  11,81 * 20,82  6,48 * 

PET/MAH 85,90  6,69 45,65  9,52  43,77  17,29 * 22,79  6,82 * 

NOTA. NI, indivíduos saudáveis não infectados; AC, portadores assintomáticos; PET/MAH, 

paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1; MFI, mediana de intensidade de 

fluorescência.  Valores em média  desvio-padrão. Foram realizadas as comparações entre: NI  AC, 

NI  PET/MAH, e AC  PET/MAH, e a significância estatística foi avaliada pelo teste t de Student. 

Foram considerados significativos p<0,05 (*). 
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Figura 24. Correlação entre a expressão de CD25 em células T CD4

+
 e a carga proviral de 

HTLV-1. Foram avaliados os resultados de 38 portadores assintomáticos (AC) e 45 pacientes com 

PET/MAH. Foram considerados significativos p<0,05 calculados pelo teste de Spearman. 

  

 

As frequências de células T CD4+FoxP3+ e de células T CD4+CD25highFoxP3+ 

também correlacionaram com a CPV nos indivíduos infectados (Figura 25). 

Enquanto a frequência de células T CD4+FoxP3+ correlacionou positivamente com a 

CPV de HTLV-1 em ACs e em pacientes com PET/MAH (Figura 25A) (p<0,001 e 

p=0,004, respectivamente), a frequência de células T CD4+CD25highFoxP3+ 

correlacionou negativamente com a CPV, sendo significativa apenas no grupo de 

ACs (p=0,001) (Figura 25B). 

 

 

              

(A) 
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Figura 25. Correlação entre as frequências de células T CD4
+
FoxP3

+
 (A) e de células T 

CD4
+
CD25

high
FoxP3

+
 (B) e a carga proviral de HTLV-1. Foram avaliados os resultados de 38 

portadores assintomáticos (AC) e 45 pacientes com PET/MAH. Foram considerados significativos 

p<0,05 calculados pelo teste de Spearman. 

 

 

4.8.2. Papel da expressão de CD127 na identificação de Tregs em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1. 

 

 

Por fim, para avaliar que parâmetros são mais adequados à caracterização 

das nTregs em indivíduos infectados pelo HTLV-1, foi realizada a análise da 

expressão de CD127, pois tem sido demonstrado que as nTregs podem ser 

caracterizadas como células T CD4+CD25+CD127−/low (Hartigan-O’Connor et al., 

2007). Em comparação com indivíduos saudáveis, indivíduos com PET/MAH 

apresentaram frequência aumentada de células T CD4+CD25+CD127−/low (p=0,019) 

(Figura 26A). Em seguida, a frequência das células T CD25+CD127−/low foi avaliada 

na população de células T CD4+FoxP3(‒), para excluir da análise aquelas que 

poderiam representar Tregs. Foi possível demonstrar que em indivíduos infectados, 

independente da condição neurológica, células T CD25+CD127−/low se encontravam 

em frequências elevadas na população CD4+FoxP3(‒), em comparação com 

indivíduos não infectados (Figura 26B). Além disso, nestes indivíduos não infectados 

foi observado que a maioria das células T CD4+CD25+CD127−/low expressavam 

FoxP3 (Figura 26C). Contudo, como também observado na população de células T 

(B) 
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CD4+CD25high, a frequência de células FoxP3+ nas populações de células T 

CD4+CD25+CD127−/low (Figura 26C) ou CD4+CD25highCD127−/low (Figura 26D) foi 

reduzida tanto em ACs quanto em pacientes com PET/MAH. Dessa forma, tornou-se 

evidente que a redução da frequência de células T FoxP3+ nesta população de 

células T CD4+CD25+CD127−/low foi decorrente de uma diluição de células FoxP3+ 

nesta população aumentada de células T CD4+CD25+CD127−/lowFoxP3(‒). 

 

 

        

 

         

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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Figura 26. Determinação de subpopulações de células T CD4+ pela expressão de CD127. A 

frequência de células CD25
+
CD127

‒/low
 foi analisada na população de (A) células T CD4

+
 e de (B) 

células T CD4
+
FoxP3

(‒)
 de indivíduos não infectados (NI), ACs e pacientes com PET/MAH. 

Posteriormente, a expressão de FoxP3 foi avaliada nas populações de (C) células T 

CD4
+
CD25

+
CD127

‒/low
 e de (D) células T CD4

+
CD25

high
CD127

‒/low
. A frequência de células T 

CD127
‒/low

 foi avaliada nas populações de (E) células T CD4
+
FoxP3

+
 e de (F) células T 

CD4
+
CD25

high
FoxP3

+
. Diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student, e foram 

considerados significativos p<0,05. 

 

 

Por outro lado, células CD127‒/low foram predominantes na população de 

células T CD4+FoxP3+, como esperado, tanto em indivíduos saudáveis quanto em 

infectados pelo HTLV-1, sendo observadas frequências médias superiores a 84% 

(Figura 26E). Esta característica se manteve mesmo após a inclusão de CD25 na 

análise, cujos resultados corroboraram os dados anteriores, confirmando que células 

T CD4+CD25highFoxP3+ também são caracterizadas como CD127‒/low, tanto em 

indivíduos não infectados quanto em portadores da infecção pelo HTLV-1 (Figura 

26F). Com isso, foi evidenciado que nem todas as células T CD4+CD25highCD127‒/low 

nos indivíduos infectados expressam FoxP3. Por outro lado, a maioria das células T 

CD4+FoxP3+ se apresentam como CD25+ (Tabela 8) e CD127‒/low (Figura 26E). 

Dessa forma, a detecção de FoxP3 em células T CD4+ parece, isoladamente, ser o 

melhor marcador de Tregs nos indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

 

(E) (F) 
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4.9. Frequência de Tregs em indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

 
 

Após definir a melhor forma de caracterizar e identificar as nTregs, a 

frequência destas células em indivíduos infectados pelo HTLV-1 foi avaliada em 

comparação com indivíduos não infectados. Conforme previamente apresentado na 

figura 22A, não foram observadas diferenças na frequência de células T 

CD4+FoxP3+ entre indivíduos não infectados e infectados pelo HTLV-1. Por outro 

lado, diferenças significativas foram observadas quando avaliados ACs e pacientes 

com PET/MAH com CPV elevada (>5%) (Figura 22B). Posteriormente, também 

foram avaliadas as contagens absolutas de Tregs, que foram definidas a partir das 

contagens de células T CD4+. Da mesma forma, somente foram observadas 

diferenças significativas quando avaliados os resultados de indivíduos infectados 

com altos níveis de CPV (Figura 27). Alguns indivíduos (3 ACs e 4 pacientes com 

PET/MAH) apresentaram contagens de Tregs acima de 300 células/mm3 e, por isso, 

poderiam estar artificialmente propiciando significância estatística à diferença das 

medianas obtidas. Contudo, a retirada destes dados não alterou a significância dos 

resultados observados, conforme calculado pelo teste de Mann-Whitney, tanto entre 

indivíduos não infectados e ACs (p=0,025) quanto entre  indivíduos não infectados e 

pacientes com PET/MAH (p=0,036). Dessa forma, estes resultados confirmam que 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 com CPV alta (>5%), independentemente do 

estado neurológico, apresentam número elevado de Tregs, definidas como células T 

CD4+FoxP3+, no sangue periférico em comparação com indivíduos não infectados. 
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Figura 27. Contagens de Tregs em indivíduos infectados pelo HTLV-1. O número de células 

FoxP3+ por mm
3
 de sangue periférico foi determinada na população de células T CD4

+
 de indivíduos 

não infectados (NI), ACs, e pacientes com PET/MAH. Os dados obtidos em ACs e pacientes com 

PET/MAH foram estratificados de acordo com a carga proviral de HTLV-1 (CPV>5% e CPV>10%) 

para avaliar a influência da infecção em relação ao número de Tregs. P valores foram determinados 

pelo teste de Mann-Whitney.  

 
 

5. DISCUSSÃO: 

Desde a identificação do HTLV-1 em 1980, pelo grupo de pesquisa de Robert 

Gallo, até a sua associação com o desenvolvimento da PET/MAH em 1985, que foi 

demonstrada por Gessain et al. (1985) no Caribe, e por Osame e colaboradores no 

Japão (Izumo, 2010), eventos de interação vírus-célula e da dinâmica desta infecção 

vêm sendo elucidados. 

A PET/MAH se apresenta como uma paraparesia espástica, com dor lombar, 

hiperreflexia e alterações urinárias. De modo geral, estes sintomas apresentam 

início insidioso, e evoluem de forma progressiva e lenta, podendo causar perda total 

dos movimentos nos membros inferiores, ou diferentes níveis de incapacidade 

motora (Araújo & Silva, 2006; Izumo, 2010). Contudo, a maioria dos indivíduos 

infectados por HTLV-1 permanece assintomática ao longo da vida, e a evolução 

para a PET/MAH é observada em somente 0,5 a 5% dos casos (Gessain et al., 

1985; Osame et al., 1986; Nagai & Osame, 2003; Araújo & Silva, 2006). Portanto, 
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tem sido de grande importância a descrição de marcadores que auxiliem na 

identificação de indivíduos infectados que apresentem maior chance de desenvolver 

acometimento neurológico. Dessa forma, a detecção precoce destes indivíduos 

possibilitaria um melhor acompanhamento clínico, assim como a tomada de decisão 

para o início de medidas terapêuticas, visando retardar a evolução da doença. Com 

isso, neste estudo foram avaliados alguns parâmetros da resposta imune e da 

dinâmica da infecção por HTLV-1, tais como a CPV, o padrão de integração do DNA 

proviral e a frequência de clones infectados persistentes, os níveis de expressão dos 

genes virais tax e HBZ e dos genes das citocinas IFN- e IL-10, além da frequência 

de Tregs, como possíveis marcadores biológicos de doença neurológica. 

O desenvolvimento da PET/MAH pode ser dividido em duas etapas, sendo 

inicialmente observada inflamação, acompanhada de perda da integridade da 

barreira hematoencefálica, com consequente aumento da migração de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ para o SNC, que é seguida de um estágio de desmielinização, que 

atinge principalmente o segmento torácico da medula espinhal (Araújo & Silva, 2006; 

Lepoutre et al., 2009). Contudo, o evento ou mecanismo que promove o 

desequilíbrio do estado assintomático e inicia o desenvolvimento da PET/MAH ainda 

é desconhecido. Diferentes hipóteses têm sido propostas para explicar esta 

desmielinização e morte de células na medula espinhal de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1. A teoria melhor aceita atualmente propõe que a reação inflamatória 

desencadeada pelo reconhecimento de células T infectadas por CTLs, no SNC, 

promove a liberação de citocinas proinflamatórias, tais como o TNF-, induzindo a 

morte celular por apoptose, provocando indiretamente a lesão medular (Hollsberg & 

Hafler, 1992; Araújo & Silva, 2006; Olière et al., 2011). Contudo, existe um grande 

intervalo de tempo entre o momento da infeção e o desenvolvimento de doenças, 

que varia de 20 a 30 anos (Araújo & Silva, 2006). Por isso, o tempo de seguimento 

clínico dos indivíduos da pesquisa representou uma importante variável, 

principalmente entre os ACs, que estavam sendo acompanhados há 12,3  3,5 anos, 

em média, permitindo assim uma maior segurança na afirmação de ausência de 

alterações neuro-hematológicas nestes indivíduos. 

Com relação à distribuição dos gêneros dos indivíduos incluídos no estudo, foi 

verificado que, diferentemente dos grupos de ACs e de indivíduos não infectados, 
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que apresentaram proporções semelhantes entre homens e mulheres (1:0,7 e 1:1,4, 

respectivamente), no grupo de pacientes com PET/MAH foi observada uma 

frequência aproximadamente três vezes maior de mulheres. Uchiyama (1997) 

descreveram que a PET/MAH é 2,9 vezes mais frequente nas mulheres em 

comparação aos homens, e que a manifestação desta doença ocorre, em média, 

aos 43 anos de idade. Nossos dados também foram corroborados pela descrição de 

Uchiyama (1997), pois pacientes com PET/MAH apresentaram uma média de idade 

de 56,6  12,6 anos, com média de 14,0  8,1 anos de duração da doença, 

resultando em uma idade média de início de sintomas de 42,6 anos. Por isso, neste 

estudo, deve-se considerar que a interpretação dos resultados de pacientes com 

PET/MAH está relacionada a estágios crônicos da doença. 

Tem sido demonstrado que indivíduos com PET/MAH apresentam CPV de 

HTLV-1 mais elevada que ACs (Silva et al., 2007). Assim, a CPV em altos níveis tem 

sido proposta como um fator de risco para o desenvolvimento da PET/MAH 

(Bangham et al., 2009), e como um importante marcador para o acompanhamento 

da evolução nos indivíduos infectados. Em um estudo realizado por nosso grupo de 

pesquisa, avaliando a CPV como método preditivo da PET/MAH pela elaboração de 

uma curva ROC, verificou-se que a CPV de 4,5% representou o melhor ponto de 

corte para discriminar ACs e pacientes com PET/MAH (Greffin, 2010).  Corroborando 

estes dados, observamos que pacientes com CPV superior a 5% tiveram 2,74 vezes 

mais chance de apresentar PET/MAH, e esta probabilidade se elevou 

proporcionalmente aos níveis de CPV. 

A CPV em um dado indivíduo infectado pelo HTLV-1 tende a permanecer 

estável ao longo do tempo, sendo mantida principalmente pela proliferação de 

células T CD4+ infectadas (Bangham & Osame, 2005). Contudo, os níveis de CPV 

entre indivíduos podem variar consideravelmente, sendo observadas variações 

superiores a 1000 vezes. Além disso, níveis elevados de CPV têm sido associados à 

proliferação oligoclonal de células T infectadas, sendo possível a identificação de 

grandes populações clonais no sangue periférico (Bangham et al., 2009; Cook et al., 

2012), como confirmado por nossos resultados com a IL-PCR. Contudo, tem sido 

descrito que a maioria dos clones infectados por HTLV-1 apresenta um único 

provírus (Cook et al., 2012) e que, de acordo com o sítio de integração, podem ser 
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identificadas mais de 10.000 diferentes populações clonais infectadas (Gillet et al., 

2011). Tanto em ACs quanto em pacientes com PET/MAH observamos 

predominantemente padrões estocásticos de integração proviral, em que o rastro de 

amplificação gerado pela IL-PCR se refere à detecção de clones minoritários, 

corroborando os resultados descritos por Gillet et al. (2011). Também observamos 

clones infectados predominantes tanto em ACs quanto em pacientes com PET/MAH, 

que foram capazes de persistir ao longo do tempo (média de 36,4 meses), conforme 

descrito por Cavrois et al., (1998). Contudo, em nosso estudo, observamos que 

estas populações clonais predominantes se apresentaram em maior frequência nos 

pacientes com PET/MAH. 

Na infecção pelo HTLV-1, tem sido demonstrado que a abundância de clones 

infectados e o nível de expressão viral podem ser influenciados por características 

do genoma celular adjacente ao sítio de integração do provírus (Zoubak et al., 1994; 

Gillet et al., 2011). Gillet et al. (2011) demonstraram que células expressando genes 

virais sofrem uma forte seleção imunológica negativa durante a fase crônica da 

infecção. Este processo influenciaria a frequência de clones infectados, sendo 

significativamente mais intenso em ACs do que em pacientes com PET/MAH, 

sugerindo que ACs apresentariam mecanismos de imunidade anti-HTLV-1 mais 

efetivos. Dessa forma, a expressão de produtos virais como proteínas Tax e HBZ 

influenciaria tanto a proliferação e manutenção de células infectadas quanto a sua 

exposição à eliminação por CTLs. Por isso, Gillet et al. (2011) têm sugerido que a 

integração do HTLV-1 em regiões genômicas silenciadas poderia favorecer a 

persistência de células infectadas, devido a baixa expressão do provírus, permitindo 

o escape da resposta imune. 

Com isso, nossos resultados sugerem que a frequência elevada de clones 

predominantes deve contribuir para níveis mais elevados de CPV comumente 

observados em pacientes com PET/MAH. Além disso, a persistência destas 

populações celulares infectadas poderia atuar como um estímulo constante para 

intensa e crônica resposta de CTLs específicos para HTLV-1 presente em indivíduos 

infectados (Kannagi et al., 1991; Daenke et al., 1996; Kattan et al., 2009), em função 

da expressão persistente de antígenos virais, mesmo que em pequenas 

concentrações.  
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De fato, observamos que a expressão gênica viral in vivo ocorre em baixos 

níveis. Células mononucleares de pacientes com PET/MAH apresentaram maior 

expressão de tax em comparação com ACs. Contudo, os níveis de mRNAs de tax 

foram cerca de 10.000 a 100.000 vezes menor que os níveis basais de transcrição 

celular, conforme definido pela expressão de GAPDH. Por outro lado, a incubação 

destas células por 20h, na ausência de estímulos mitogênicos, foi capaz de 

estimular a expressão proviral, conforme descrito por Hanon et al. (2000a). Apesar 

da expressão de tax por PBMCs in vitro ter apresentado um aumento de 10.000 a 

100.000 vezes em comparação com os níveis observados ex vivo, a diferença de 

expressão entre ACs e pacientes com PET/MAH desapareceu. Dessa forma, 

enquanto a expressão de mRNAs de tax por PBMCs ex vivo correlacionou 

positivamente com a CPV, independentemente do estado clínico dos indivíduos 

infectados, in vitro a correlação somente foi observada em pacientes com PET/MAH. 

Por isso, abstrações quanto aos níveis de expressão proviral de HTLV-1 in vitro para 

possíveis cenários in vivo devem ser realizadas com cautela. 

Também observamos que a expressão de HBZ correlacionou positivamente 

com a CPV. Contudo, foram avaliadas somente as isoformas de mRNAs de HBZ 

resultantes de splicing que, de acordo com Usui et al. (2008), são mais abundantes 

e se apresentam numa proporção quatro vezes maior do que a forma sem splicing. 

Além disso, estes mRNAs são traduzidos em proteínas com maior tempo de meia-

vida (Yoshida et al., 2008). Observamos que pacientes com PET/MAH expressaram 

níveis de Tax e HBZ ligeiramente mais elevados que ACs (4,5 e 3,0 vezes, 

respectivamente). Porém, diferenças significativas não foram obtidas devido a 

grande variação observada na expressão destes genes entre os indivíduos, 

provavelmente, em função da extensa variação de CPV. Também, não foram 

observadas diferenças nas taxas de expressão de tax e de HBZ entre ACs e 

indivíduos com PET/MAH. 

Tem sido descrito que HBZ compete com Tax pela ligação aos fatores de 

transcrição CREB (Lemasson et al., 2007), CREB-2 (Gaudray et al., 2002), e as 

subunidades c-Jun e JunB do fator de transcrição AP-1 (Basbou et al., 2003; 

Matsumoto et al., 2005) através do seu domínio bZIP, diminuindo o efeito de Tax 

sobre os promotores da 5’-LTR de HTLV-1, e consequentemente reduzindo os níveis 

http://www.frontiersin.org/Virology/10.3389/fmicb.2012.00247/full#B36#B36
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de expressão viral (Gaudray et al., 2002; Arnold et al., 2006). Esta dualidade entre 

as atividades de Tax e HBZ é corroborada pela cinética de expressão destes genes. 

Conforme demonstrado por Barbeau & Mesnard (2011) pela análise in vitro de 

células T CD4+ de pacientes com PET/MAH, foi observado que mRNAs de tax são 

espontaneamente expressos, sendo detectados em seu nível máximo após 24h. Por 

outro lado, a expressão de transcritos de HBZ se elevou somente após 24h de 

cultivo das células infectadas, atingindo o platô com 48h de incubação. Dessa forma, 

é provável que a transcrição da fita senso, especialmente estimulada pela proteína 

Tax, contribua para manter a expressão da fita anti-senso em baixos níveis (Barbeau 

& Mesnard, 2011). Por outro lado, quando a expressão de Tax é reduzida por 

diferentes mecanismos, a transcrição anti-senso é favorecida (Usui et al., 2008). 

Assim sendo, é provável que a grande diferença que encontramos entre os níveis de 

expressão de tax e HBZ, tanto em ACs quanto em pacientes com PET/MAH, 

provavelmente, se deu em função do curto período de incubação (20h) das culturas 

de PBMCs.  

A infecção por HTLV-1 é capaz de induzir a ativação constitutiva de NF-B e 

de outras vias de sinalização celular. Este fato tem sido diretamente demonstrado e 

corroborado pela expressão aumentada de diversas citocinas e seus respectivos 

receptores nas células infectadas, como por exemplo, da IL-2 e de CD25 (Ballard et 

al., 1988; Boxus et al., 2008). Embora tenha sido descrito que HTLV-1 seja capaz de 

infectar diferentes tipos celulares in vivo e in vitro, tem sido demonstrado que a 

infecção produtiva é observada com maior eficiência nos linfócitos T CD4+ (Koyanagi 

et al. 1993; Ghez et al., 2010), principalmente em células de memória, que 

proliferam em taxas mais elevadas (Asquith et al., 2007). 

Apesar dos indivíduos infectados avaliados neste estudo terem apresentado 

contagens de leucócitos e de linfócitos no sangue periférico inferiores às observadas 

em indivíduos não infectados, a proporção média de células T CD4+ na população 

de linfócitos foi significativamente maior nos indivíduos infectados, 

independentemente da condição neurológica. Dessa forma, estes dados confirmam 

que a população de células T CD4+ nos indivíduos infectados prolifera em taxas 

mais elevadas do que em indivíduos não infectados. Provavelmente, este processo 

está relacionado à infecção, como pode ser observado pelas frequências elevadas 
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de células T CD4+CD25+ que se correlacionam com a CPV, tanto em ACs como em 

pacientes com PET/MAH. 

Enquanto a expressão de tax e HBZ parece influenciar a proliferação e 

sobrevivência das células infectadas, além da sua susceptibilidade às respostas do 

sistema imune, a expressão de citocinas exerce papel central na regulação dos 

mecanismos de imunidade nos processos infecciosos. Tem sido descrito que a 

infecção por HTLV-1 é caracterizada por uma forte resposta do tipo Th1, capaz de 

reprimir o estabelecimento de perfis inflamatórios do tipo Th2, como demonstrado 

nas coinfecções com Strongyloides stercoralis, em que se observa a redução nos 

níveis de IL-5 e IgE (Porto et al., 2001). Este fato também é corroborado pela 

elevada secreção in vitro de IL-2 e IFN- por PBMCs de pacientes com PET/MAH 

em comparação com ACs (Carvalho et al., 2001). O IFN- representa uma citocina 

de caráter pró-inflamatório, sendo secretado principalmente por células T CD4+ do 

tipo Th1 e células T CD8+ efetoras (Janeway et al., 2001). Na infecção por HTLV-1, 

foi demonstrado que esta produção de IFN- deriva principalmente de células T 

CD4+, uma vez que a depleção de células T CD8+ e de células natural killer (NK) da 

população de células mononucleares não afeta a detecção in vitro desta citocina 

(Carvalho et al., 2001). De fato, Mitre et al. (2003) demonstraram que a frequência 

de células T CD4+IFN-+ é maior em pacientes com PET/MAH e correlaciona com a 

CPV, apesar de não ter sido observada ligação direta com a expressão de Tax. Por 

outro lado, não têm sido evidenciadas diferenças nos níveis de expressão de 

mRNAs de IL-4, IL-10, TNF- e IL-12 por PBMCs de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1 de acordo com o estado clínico, e em comparação com indivíduos 

saudáveis (Montanheiro et al., 2009). Corroborando em parte os resultados de 

expressão gênica, níveis elevados de IFN- e de TNF- estão presentes tanto no 

soro (Starling et al., 2013) quanto no líquido cefalorraquiano de pacientes com 

PET/MAH em comparação com ACs (Gonçalves et al, 2008), enquanto diferenças 

nas concentrações de IL-2 e IL-10 não são observadas, mesmo em comparação 

com indivíduos não infectados (Starling et al., 2013).  

Dessa forma, conforme esperado em nosso estudo, PBMCs de indivíduos 

com PET/MAH apresentaram níveis elevados de mRNAs de IFN- em comparação 

tanto com ACs quanto com indivíduos não infectados. Além disso, a expressão de 
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IFN- também pareceu estar diretamente relacionada à infecção em pacientes com 

PET/MAH, pois correlacionou positivamente com a CPV. Por outro lado, com relação 

à expressão de IL-10, que apresenta atividade anti-inflamatória e é produzida 

principalmente por células T CD4+ do tipo Th2 (Janeway et al., 2001), não foram 

observadas diferenças significativas entre ACs e pacientes com PET/MAH. 

Entretanto, estes indivíduos apresentaram níveis de IL-10 significativamente 

inferiores aos observados em indivíduos não infectados. Na expressão desta 

citocina em ACs foi observada uma tendência inversamente proporcional à CPV, 

que corrobora os resultados de Schor (2013), que demonstrou que o estado 

assintomático da infecção pelo HTLV-1 está associado, em parte, ao polimorfismo 

no gene da IL-10 na posição −1082G/A, que confere um perfil de baixo produtor 

desta citocina.  

Como abordado anteriormente, a evolução para a PET/MAH nos indivíduos 

infectados tem sido associada ao desenvolvimento de processos inflamatórios 

(Araújo & Silva., 2006). Por isso, o caráter da imunidade observada nestes 

indivíduos foi avaliado pela comparação entre os níveis de expressão de IFN- e de 

IL-10. Foram observados três perfis distintos entre os grupos estudados: (i) 

indivíduos não infectados expressaram consideravelmente mais IL-10 do que IFN-, 

(ii) ACs apresentaram, em média, níveis equivalentes de mRNAs destas citocinas, e 

(iii) pacientes com PET/MAH expressaram significativamente mais IFN- do que IL-

10 em comparação com ACs e indivíduos não infectados. Dessa forma, uma vez 

que altos níveis CPV têm sido associados ao maior risco para o desenvolvimento de 

PET/MAH, e que a expressão de IFN- correlaciona com a CPV, a associação entre 

o estado inflamatório, definido pela diferença de expressão entre IFN- e IL-10, e a 

condição neurológica dos indivíduos infectados também foi avaliada em função da 

CPV. Com isso, identificamos padrões distintos de expressão de citocinas de acordo 

com o estado clínico e a CPV em indivíduos infectados. Pacientes com PET/MAH e 

CPV inferior a 5% e ACs com CPV superior a 5% apresentaram perfis semelhantes, 

sendo observados, em média, níveis equivalentes de expressão de IFN- e IL-10. 

Entretanto, indivíduos com PET/MAH e CPV maior que 5% e ACs com CPV menor 

que 5% apresentaram perfis significativamente distintos. Enquanto pacientes com 

PET/MAH e CPV elevada expressaram intensamente IFN-, ACs com baixa CPV 
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expressaram mais IL-10, de modo semelhante ao observado em indivíduos não 

infectados. Dessa forma, foi possível associar a diferença de expressão entre IFN- 

e IL-10 ao acometimento neurológico na infecção por HTLV-1. Indivíduos 

expressando mais IFN- do que IL-10 apresentaram uma probabilidade oito vezes 

maior de serem portadores da PET/MAH, demonstrando que a condição pró-

inflamatória é um fator característico do perfil imunológico destes pacientes. 

Dessa forma, é provável que mecanismos de regulação do sistema imune que 

inibam o desenvolvimento de processos inflamatórios exacerbados contribuam para 

a manutenção do estado assintomático na infecção pelo HTLV-1. Tem sido 

demonstrado que a frequência de Tregs se mostra alterada nesta infecção (Oh et al., 

2006; Michaëlsson et al.; 2008; Toulza et al., 2008; Best et al., 2009; Toulza et al., 

2010; Satou et al., 2012). Recentemente, a utilização de camundongos transgênicos 

tem indicado a associação deste fenômeno à expressão de HBZ na população de 

células T CD4+. Estes animais apresentaram aumento da frequência de Tregs 

FoxP3+ e de células T CD4+ efetoras e de memória, e desenvolveram linfomas de 

células T, dermatites e alveolites com exuberante infiltrado de células T CD4+, 

reproduzindo observações descritas em indivíduos infectados pelo HTLV-1, 

principalmente naqueles com CPV elevada (Asquith et al., 2007; Toulza et al., 2008; 

Toulza et al., 2010; Bittencourt & Oliveira, 2010; Satou et al., 2011). 

As Tregs constituem uma subpopulação de células T CD4+ responsável por 

efetuar mecanismos de supressão de respostas mediadas por células dendríticas e 

por células T CD4+ e CD8+ efetoras (Cools et al., 2007; Workman et al., 2009). A 

classificação destas células têm sido realizada de acordo com a sua origem, sendo 

denominadas naturais (nTregs), quando geradas no timo, ou induzidas (iTregs), 

quando se diferenciam a partir de células T precursoras CD4+FoxP3(−) nos tecidos 

periféricos (Workman et al., 2009). Em humanos, as nTregs constituem cerca de 

10% das células T CD4+ do sangue periférico (Sakaguchi, 2005; Cools et al., 2007), 

e seu número e função se mantém mesmo após os 70 anos de idade (Vukmanovic-

Stejic et al., 2006). Contudo, disfunções nas populações de Tregs geralmente são 

acompanhadas da manifestação de doenças autoimunes, tais como esclerose 

múltipla, diabetes do tipo 1, psoríase, artrite reumatoide e miastenia gravis (Baecher-

Allan et al., 2011). 
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Na infecção pelo HTLV-1, relatos sobre a dinâmica da população de Tregs 

tem se mostrado contraditórios. Alguns grupos de pesquisa têm descrito que 

pacientes com PET/MAH apresentam frequências reduzidas de Tregs, em 

comparação com ACs e indivíduos saudáveis, através da análise tanto de células 

FoxP3+ na população de células T CD4+CD25+ (Oh et al., 2006) quanto de células 

CD127−/low em células T CD4+CD25high (Michaëlsson et al., 2008) do sangue 

periférico. Além disso, foi descrito que a proteína Tax de HTLV-1 induz uma redução 

na expressão de FoxP3, conforme observado em ensaios de transfecção de células 

T CD4+CD25+ primárias (Yamano et al., 2005). Esta frequência diminuída de células 

FoxP3+ na população de células T CD4+CD25+ correlacionou negativamente com a 

CPV de HTLV-1, sugerindo que a interferência com Tregs contribuiria para o 

desenvolvimento de distúrbios inflamatórios (Oh et al., 2006). Por outro lado, outros 

grupos de pesquisa têm indicado que indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam 

frequências elevadas de Tregs, determinadas como células T CD4+FoxP3+, em 

comparação com indivíduos saudáveis (Toulza et al., 2008; Best et al., 2009). Além 

disso, foi demonstrado que estas células são capazes de inibir in vitro a lise de 

células infectadas por CTLs (Toulza et al., 2008). Satou et al. (2012) também 

demonstraram que pacientes com PET/MAH apresentam níveis elevados de Tregs 

ativadas, definidas como células T CD4+CD45RA(−)FoxP3high, que são caracterizadas 

pela intensa expressão de CTLA-4 e pela presença de função imunossupressora. 

Enquanto que os ACs apresentaram frequências aumentadas de células não-Tregs 

secretoras de citocinas, identificadas como células T CD4+CD45RA(−)FoxP3low, que 

não apresentam expressão estável de FoxP3, não exibem função supressora in 

vitro, promovem a secreção de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-2 e IFN-, e 

apresentam potencial de diferenciação em células Th17 (Miyara et al., 2009). 

Dessa forma, as hipóteses formuladas por diferentes grupos de pesquisa 

quanto ao papel das Tregs na modulação da resposta imune na infecção pelo HTLV-

1, e na manutenção de um estado assintomático, têm se mostrado contraditórias. 

Tem sido proposto que a frequência elevada de Tregs limitaria a ação de CTLs 

específicas para HTLV-1, permitindo a fuga de células infectadas da eliminação pelo 

sistema imune. Assim, a função imunossupressora das Tregs poderia induzir a falha 

no controle da infecção, o que resultaria em níveis elevados de CPV, que é 

considerado fator de risco para o desenvolvimento da PET/MAH (Toulza et al., 2008; 
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Best et al., 2009; Toulza et al., 2010). Por outro lado, outros grupos têm sugerido 

que frequências reduzidas de Tregs permitiriam o estabelecimento de uma intensa 

resposta de CTLs contra células infectadas, que representa um dos determinantes 

da lesão neurológica na PET/MAH (Yamano et al., 2005; Oh et al., 2006; 

Michaëlsson et al., 2008), pois a ação das Tregs é capaz de limitar o dano colateral 

provocado por respostas imunes exacerbadas no sítio de inflamação (Belkaid, 2006; 

Workman et al., 2009). Contudo, parte desta discrepância de informações é reflexo 

das dificuldades encontradas na correta identificação e avaliação destas células. De 

modo geral, a pesquisa acerca das Tregs tem sofrido limitações desde a sua 

descrição nos anos de 1970 (Cools et al., 2007). A caracterização molecular destas 

células ainda permanece ambígua, pois a maioria dos marcadores propostos 

também é expressa em diferentes níveis de intensidade por células T CD4+ ativadas, 

como por exemplo: CD25, CTLA-4, GITR, OX-40, CD28, CD80/86, CD62L (Aerts et 

al., 2008; Toulza et al., 2008; Workman et al., 2009; Baecher-Allan et al., 2011). 

Em humanos, a expressão de CD25 (Cadeia  do receptor de IL-2) em altos 

níveis (CD25high) tem sido considerada uma característica comum às nTregs 

(Sakaguchi et al., 1995; Liu et al., 2006), assim como a expressão do fator de 

transcrição FoxP3 (Cools et al., 2007; Workman et al., 2009; Baecher-Allan et al., 

2011; DiCaro et al., 2011). Recentemente foi demonstrado que a ausência ou baixa 

expressão da cadeia  do receptor de IL-7 (CD127) também pode ser utilizada como 

marcador de Tregs (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006; Hartigan-O’Connor et al., 

2007). A sinalização por IL-7, assim como observado com a IL-2, exerce um 

importante papel na sobrevivência, proliferação e diferenciação das Tregs nos 

tecidos periféricos (Fry & Mackall, 2005; Palmer et al., 2008), induzindo o aumento 

de expressão de FoxP3 e de CD25 (Liu et al., 2006; Di Caro et al., 2011). Conforme 

revisado por Fry & Mackall (2005), a sinalização por citocinas é essencialmente 

modulada no nível da expressão de receptores, e IL-7 não é exceção a esta regra. 

Contudo, o que tem se mostrado excepcional quanto à expressão de CD127 em 

relação aos outros receptores de citocinas, é a sua alta expressão por células T 

CD4+ e CD8+ em repouso. Enquanto outros receptores de citocinas que 

compartilham a cadeia comum c, tais como os receptores para IL-2, IL-4, IL-9 e IL-

15, são regulados positivamente após ativação celular, a expressão de CD127 é 

reprimida em células T efetoras, sendo novamente expressa durante a diferenciação 
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em células T de memoria (Fry & Mackall, 2005), que apresentam o fenótipo 

CD25lowCD127high (Liu et al., 2006). A análise da expressão de mRNAs mostrou que 

CD127 é expresso em níveis significativamente menores em células T CD4+CD25high 

do que em células T CD4+CD25(−). De fato, assim como Liu et al. (2006) 

descreveram, observamos que a maioria das células FoxP3+ no sangue periférico 

expressam baixos níveis de CD127 (‒/low). Contudo, Liu et al. (2006) demonstraram 

que um percentual significativo de células T CD4+CD25(−)CD127‒/low e algumas 

células T CD4+CD127+ também são capazes de expressar FoxP3, sugerindo que 

estes fenótipos representem estados de transição destas células.  

Apesar de ter sido sugerido que a combinação de CD4, CD25 e CD127 é 

capaz de identificar as Tregs, esta abordagem tem se mostrado válida apenas para 

células em repouso, em indivíduos que não estejam apresentando processos 

inflamatórios. Em pacientes com artrite reumatoide apresentando inflamação ativa 

(Aerts et al., 2008) ou com esclerose sistêmica (Klein et al., 2010), foi observado que 

nem todas as células T CD25+CD127‒/low expressam FoxP3. Além disso, Aerts et al. 

(2008) demonstraram que células  T CD127‒/lowFoxP3(‒) parecem representar células 

T ativadas não-supressoras, o que dificultou a utilização isolada de CD127 para a 

identificação das Tregs. Na descrição inicial de CD127‒/low como marcador de Tregs 

esta alteração não foi observada por Liu et al. (2006) em indivíduos com diabetes do 

tipo 1 com longa duração, provavelmente, pela ausência de inflamação sistêmica 

nestes pacientes, conforme concluído por Aerts et al. (2008). Da mesma forma, na 

infecção pelo HTLV-1 observamos uma redução da frequência de células FoxP3+ na 

população de células T CD4+CD25+CD127‒/low, que ocorreu em função do aumento 

da frequência de células T CD4+CD25+CD127‒/lowFoxP3(‒) em comparação com 

indivíduos não infectados.  

Conforme descrito na literatura e demonstrado nesse estudo, células T CD4+ 

de indivíduos infectados pelo HTLV-1 expressaram mais CD25, e foi observado que 

este aumento estava presente tanto em níveis totais, quanto nos compartimentos de 

maior intensidade de expressão (CD25high), independentemente do estado clínico. 

Apesar dos níveis de MFI da expressão de CD25 que observamos em células T 

CD4+FoxP3+ tenham sido superiores aos de células T CD4+FoxP3(‒), confirmando 

que Tregs expressam níveis mais elevados de CD25 em comparação com as 
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demais subpopulações de células T CD4+, a utilização do fenótipo CD25high poderia 

subestimar o número de Tregs nestes indivíduos dependendo do modo de 

delimitação da região de análise para a alta expressão de CD25 (Hartingan-

OConnor et al., 2007). Este fato pode ser ilustrado pela influência da região 

selecionada para análise quanto à intensidade de expressão de CD25 sobre a 

frequência de células T CD4+FoxP3+. Além disso, observamos que o aumento da 

expressão de CD25 por células T CD4+ foi influenciado pelo grau de 

comprometimento com a infecção, pois correlaciona positivamente com a CPV em 

ACs e em pacientes com PET/MAH.  

Resultados contraditórios similares aos descritos na literatura, conforme 

abordado anteriormente, foram obtidos durante a análise da expressão de FoxP3 em 

subpopulações de células T CD4+ e T CD4+CD25+. Em indivíduos não infectados, a 

expressão de FoxP3 foi altamente concentrada na subpopulação de células T 

CD4+CD25high. Por outro lado, em ACs e em pacientes com PET/MAH foram 

observadas frequências significativamente reduzidas de células FoxP3+, restritas às 

populações de células com maior intensidade de expressão de CD25 (top 5%). 

Quando a frequência de células FoxP3+ foi avaliada exclusivamente na população 

de células T CD4+, não foram observadas diferenças entre indivíduos infectados e 

não infectados, ao contrário de outros estudos que observaram frequências 

aumentadas de células T CD4+FoxP3+ em pacientes com PET/MAH em comparação 

com ACs e indivíduos não infectados (Toulza et al., 2008; Best et al., 2009). 

Provavelmente, essa discrepância com resultados da literatura está associada a 

variações de CPV, tendo em vista que este parâmetro correlacionou positivamente 

com a frequência de células T CD4+FoxP3+. Avaliando nossos resultados em função 

da CPV, foi possível demonstrar que ACs e pacientes com PET/MAH com CPV 

elevada (>5%) apresentaram frequências similares de Tregs, que foram superiores 

aos valores observados em indivíduos infectados com CPV baixa que, por sua vez, 

apresentaram frequências de Tregs semelhantes a de indivíduos saudáveis.  

As frequências de células FoxP3+ nas populações de células T CD4+ e de 

células T CD4+CD25high correlacionaram positiva e negativamente com a CPV de 

HTLV-1, respectivamente, corroborando resultados previamente descritos por 

diferentes grupos de pesquisa, demonstrando que estas discrepâncias são fruto 
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apenas de abordagens distintas de análise. Dessa forma, tornou-se evidente que a 

expressão de CD25 interfere com a definição fenotípica clássica de Tregs (Células T 

CD4+CD25highFoxP3+) em indivíduos infectados pelo HTLV-1. Provavelmente, a 

redução na frequência de células FoxP3+ na população de células T CD4+CD25high 

decorre de dois fenômenos observados em células T CD4+ destes indivíduos: (i) a 

elevação da frequência de células T CD4+CD25+FoxP3(‒), e (ii) a expressão de CD25 

em maior intensidade a nível celular nesta população, como demonstrado pelo 

aumento da média de MFI, e corroborado pelo aumento da frequência de células T 

CD4+CD25high. Por isso, a obtenção destes dados conflitantes acerca das Tregs na 

infecção por HTLV-1 torna óbvia a necessidade de determinação de marcadores que 

não sejam influenciados pela infecção das células T, tal como CD25, conforme 

também observado por Toulza et al. (2008). 

Com relação à análise da expressão de CD127, em comparação com 

indivíduos saudáveis, indivíduos com PET/MAH apresentaram frequências 

aumentadas de células T CD4+CD25+CD127‒/low. Além disso, a avaliação da 

frequência destas células na população de células T CD4+FoxP3(‒), visando excluir 

da análise possíveis Tregs, permitiu demonstrar que indivíduos infectados pelo 

HTLV-1, independentemente da condição neurológica, apresentam frequências 

elevadas de células T CD4+CD25+CD127−/lowFoxP3(‒) em comparação com 

indivíduos não infectados, da mesma forma como observado na análise apenas com 

CD25. Com isso, evidências de que nem todas as células T CD4+CD25+CD127‒/low 

expressam FoxP3, conforme demonstrado em outras doenças inflamatórias (Aerts et 

al., 2008), também estão presentes nos indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

Por outro lado, considerando a análise dos perfis de expressão de CD25 e de 

CD127 pelas células T CD4+FoxP3+, conforme esperado, a maioria foi caracterizada 

como CD25+ e CD127‒/low, tanto em indivíduos saudáveis quanto em portadores da 

infecção pelo HTLV-1. Uma vez que os níveis de expressão de CD25 e de CD127 

parecem seguir dinâmicas interligadas, a utilização conjunta destes dois marcadores 

não melhorou a identificação de Tregs nos indivíduos infectados pelo HTLV-1. Além 

disso, demonstramos que parte das células T CD4+FoxP3+ nos indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 se localiza fora da região de seleção típica da análise de Tregs em 

humanos. Com isso, a utilização isolada dos marcadores de superfície CD25 e 
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CD127, com a omissão de FoxP3, também poderia dar margem à exclusão de uma 

parcela de prováveis Tregs com perfis transitórios de diferenciação. Por isso, a 

detecção de FoxP3 em células T CD4+ parece, isoladamente, ser o melhor marcador 

de Tregs nesta infecção.  

Após definir a melhor forma de caracterizar e identificar as nTregs, avaliamos 

a frequência destas células nos indivíduos infectados pelo HTLV-1 em comparação 

com indivíduos saudáveis. Da mesma forma, como observado com a análise da 

frequência de células FoxP3+ na população de células T CD4+, também não foram 

observadas diferenças nas contagens absolutas destas células entre indivíduos 

saudáveis e infectados pelo HTLV-1. Contudo, diferenças significativas foram 

observadas em indivíduos com CPV alta (maior que 5%). Possíveis explicações para 

este aumento do número de Tregs são: (i) a maturação parcial de células 

dendríticas, descrita por nosso grupo nos indivíduos infectados, cuja função 

ineficiente tem sido associada à indução de tolerância pela conversão de células T 

imaturas em Tregs (Nascimento et al., 2011); e (ii) os altos níveis da quimiocina 

CCL22 no plasma destes indivíduos, conforme demonstrado por Toulza et al. (2010). 

A quimiocina CCL22 está envolvida na migração e sobrevivência de Tregs, cuja 

produção está associada principalmente às células infectadas expressando Tax. 

Dessa forma, é possível que a função destas Tregs influencie a definição dos altos 

níveis de CPV observados no sangue periférico dos indivíduos infectados pelo 

HTLV-1. 

Uma vez que a frequência de Tregs parece não ser o único fator determinante 

na evolução para a PET/MAH, é provável que ACs também apresentem 

mecanismos de imunidade mais efetivos, como pode ser sugerido pela menor 

frequência de populações clonais infectadas predominantes presentes nestes 

pacientes. Tem sido descrito que ACs, em relação à pacientes com PET/MAH, 

apresentam alelos de HLA classe I capazes de ligar peptídeos de HBZ com maior 

afinidade, e que este processo está associado a uma resposta efetiva de CTLs, 

resultando em menores níveis de CPV (Macnamara et al., 2010). Contudo, 

observamos que o nível de expressão de HBZ foi semelhante entre ACs e pacientes 

com PET/MAH, parecendo não influenciar a definição do estado clínico. Além disso, 

Enose-Akahata et al. (2013) demostraram que a resposta humoral anti-HBZ não se 
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correlaciona com a CPV e nem com a expressão de HBZ, e está presente em níveis 

semelhantes em ACs e em pacientes com PET/MAH, sendo menos imunogênica 

frente a outras proteínas virais, tais como Gag, Env e Tax. Por outro lado, a 

expressão elevada de tax ex vivo em PBMCs de pacientes com PET/MAH, em 

comparação com ACs, foi diretamente proporcional aos níveis elevados de CPV, e 

provavelmente estimula intensamente respostas imunes contra células infectadas, 

como pode ser confirmado pelos altos níveis de IFN- que detectamos. Estes dados 

são corroborados pelas descrições de Asquith et al. (2007), que observaram que 

células T CD4+, quando infectadas e expressando Tax, tem seu tempo médio de 

vida reduzido de 30 dias para aproximadamente 1 dia. De qualquer modo, 

demonstramos que ACs apresentam níveis de expressão de IFN- mais elevados 

que indivíduos não infectados, indicando que, apesar da ausência de manifestação 

de doença, estes indivíduos apresentam sinais de inflamação crônica, embora 

menos expressivos que em pacientes com PET/MAH.  

Tem sido demonstrado que células T CD4+ infectadas produzem citocinas 

envolvidas em respostas imunes do tipo Th1, tal como IFN-, TNF- e IL-2 (Hanon et 

al., 2001; Yamano et al., 2005), cuja expressão é consistente com a ativação celular 

(Best et al., 2006). Yamano et al. (2009) sugerem que uma população de células T 

CD4+CD25+CCR4+Foxp3(‒), caracterizada pela alta produção de IFN- e baixos 

níveis de IL-4 e IL-10, está relacionada à PET/MAH, sugerindo que promova 

consequências na manifestação de doença, pela indução de inflamação no SNC. 

Enquanto esta população celular foi raramente detectada em indivíduos saudáveis, 

representou aproximadamente 3% dos PBMCs em pacientes com PET/MAH 

(Yamano et al., 2009). Contudo, a falta de dados quanto à avalição destas células 

em ACs impossibilita a determinação da sua real implicação na patogênese da 

PET/MAH.  

Desta forma, uma vez que a frequência de Tregs correlacionou com a CPV de 

HTLV-1, mas não foi associada à PET/MAH, é provável que exista interferência da 

infecção com a função destas células, conforme demonstrado por Toulza et al. 

(2008), principalmente naqueles indivíduos que evoluem para PET/MAH. Apesar de 

ter sido demonstrado que a população de Tregs não se encontra 

predominantemente infectada pelo HTLV-1 (Menos que 5% das células T 



95 

 

CD4+FoxP3+) (Toulza et al., 2008), a conjunção de Tregs defectivas (Toulza et al., 

2008) e de frequências aumentadas de células com função pró-inflamatória 

(Yamano et al., 2009) poderia contar, parcialmente, com a ocorrência de respostas 

exacerbadas de CTLs contra células infectadas, o que representa um dos 

determinantes da lesão neurológica. Entretanto, nos ACs estas células, 

provavelmente, devem ser capazes de suprimir respostas inflamatórias implicadas 

no desenvolvimento da PET/MAH, mantendo o estado de equilíbrio da infecção com 

as respostas de CTLs, porém, sem proporcionar falha do controle da infecção, 

propiciando baixos níveis de CPV. Contudo, a função de células T CD4+Foxp3+ 

identificadas em nosso estudo não foi testada no contexto da infecção por HTLV-1 

em ACs e pacientes com PET/MAH, e por isso, não é possível afirmar que estas 

células estejam envolvidas na modulação da atividade de CTLs, ou na falha da 

supressão de respostas pró-inflamatórias observadas na população de pacientes 

com PET/MAH. 

Dessa forma, a patogênese da PET/MAH parece ser influenciada por 

diferentes fatores, tais como: (i) a qualidade dos sítios de integração proviral no 

genoma celular, (ii) o nível de expressão de Tax, que está envolvido na proliferação 

e sobrevivência das células infectadas, (iii) a efetividade das respostas de CTLs 

específicas no reconhecimento antigênico, e (iv) a ação supressora de Tregs que 

atuariam positivamente na manutenção da CPV durante a fase crônica da infecção. 

Contudo, em um estudo com a população peruana, Gotuzzo e colaboradores (Best 

et al., 2006) observaram que no modelo de regressão logística com diferentes 

marcadores, tais como a CPV de HTLV-1, a taxa de proliferação in vitro de células T, 

a produção de IFN-, da proteína 10 induzida por IFN- (IP-10), que é um marcador 

de respostas do tipo Th1, e da forma solúvel de CD30, que é um marcador de 

respostas do tipo Th2, somente a CPV permaneceu significativamente associada 

com a manifestação da PET/MAH. Dessa forma, foi sugerido que, enquanto a 

PET/MAH parece estar primariamente associada com a CPV, aspectos imunológicos 

parecem ter uma associação secundária. Esta hipótese é corroborada por resultados 

de cinco ACs presentes em nosso estudo, que apresentaram níveis indetectáveis de 

CPV (abaixo do limite de 0,01%). Foi possível verificar que estes indivíduos 

apresentaram frequências de células T CD4+CD25high (p=0,973 – Teste t de Student) 

e de células T CD4+FoxP3+ (p=0,673 – Mann-Whitney), e níveis de expressão de 
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IFN- (p=0,383 – Mann-Whitney) e de IL-10 (p=0,335 – Test t de Student com 

correção de Welch) semelhantes aos de indivíduos não infectados, sugerindo que o 

perfil inflamatório e outras alterações imunológicas avaliadas em nosso estudo 

também parecem estar diretamente associadas aos níveis de CPV. A partir destes 

dados, a determinação da CPV parece ser o parâmetro de mais fácil execução e que 

demonstra melhor o risco de desenvolvimento da PET/MAH, apesar dos níveis de 

CPV serem consequência da resposta imunológica do indivíduo à infecção.  

Contudo, suposições realizadas neste estudo e em outros apresentam 

limitações devido à avaliação de pacientes em estágios crônicos da infecção, seja 

pela baixa frequência (0,5 a 5%) da doença e pelo longo intervalo de tempo para 

desenvolvimento de manifestações clínicas, ou ainda pela dificuldade diagnóstica, o 

que retarda o acesso dos indivíduos acometidos, durante a fase aguda da doença, 

aos centros especializados de pesquisa. Diferente de outros grupos de pesquisa que 

descreveram perfis inflamatórios semelhantes entre ACs com alta CPV e pacientes 

com PET/MAH (Best et al., 2009; Andrade et al., 2013), em nosso estudo, somente 

observamos semelhanças entre ACs com CPV alta (maior que 5%) e portadores de 

PET/MAH com baixa CPV (inferior a 5%) no caso da análise da expressão de IFN- 

e de IL-10. No entanto, os níveis de Tregs foram semelhantes entre aqueles 

indivíduos que apresentaram CPV baixa ou alta, independente da presença de 

doença. Dessa forma, observamos que ACs com CPV alta apresentam parâmetros 

imunológicos, tanto de supressão da resposta imune (freqüência de Tregs) quanto 

de fatores pró-inflamatórios (diferença dos níveis de expressão entre IFN- e IL-10), 

semelhantes aos indivíduos com PET/MAH. Assim sendo, ACs com CPV alta devem 

ser acompanhados de forma mais frequente, tendo em vista o risco de desenvolver 

manifestações clínicas associadas à infecção pelo HTLV-1. Desta forma, concluímos 

que a determinação da CPV do HTLV-1 em conjunto com a avaliação do perfil 

inflamatório poderá melhor definir os ACs com maior risco de desenvolvimento da 

PET/MAH.  
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6. CONCLUSÕES: 

 

A partir dos dados obtidos em nosso estudo, podemos concluir que: 

 Populações clonais predominantes carreando o provírus estão presentes nos 

portadores da infecção pelo HTLV-1, porém, em maior número em pacientes com 

PET/MAH. Além disso, estas células foram capazes de persistir ao longo do 

tempo, sugerindo que contribuam para níveis mais elevados de CPV comumente 

observados nestes pacientes.  

 Os genes tax e HBZ de HTLV-1 são pouco expressos in vivo por PBMCs dos 

indivíduos infectados, indicando que pequenas concentrações de antígenos 

parecem estimular de forma crônica e persistente as respostas de CTLs 

específicos para HTLV-1, como pode ser confirmado pelos altos níveis de IFN- 

que observamos em pacientes com PET/MAH, e pelos relatos da literatura que 

demonstraram a drástica redução do tempo médio de vida de células T CD4+ 

quando expressam Tax. 

 A expressão de tax ex vivo foi maior nos pacientes com PET/MAH e se 

correlacionou com a CPV, sugerindo que também poderia ser utilizada como um 

marcador de risco para o desenvolvimento de doença.  

 Indivíduos com PET/MAH apresentam perfil inflamatório mais acentuado que 

ACs, conforme a observação de níveis mais elevados de IFN- em relação à IL-

10, confirmando a intensa resposta do tipo Th1 descrita por outros autores.  

 Nos indivíduos infectados pelo HTLV-1, os níveis de expressão de IL-10 são 

inferiores aos observados em indivíduos saudáveis. Nos ACs, esta expressão foi 

inversamente proporcional à CPV, sendo corroborada pela descrição de que o 

estado assintomático da infecção está associado ao polimorfismo do gene da IL-

10 na posição −1082G/A, que confere um perfil de baixo produtor desta citocina. 

 A expressão de IFN- se correlaciona com a CPV, e foi maior nos indivíduos com 

PET/MAH em comparação com ACs. Por sua vez, os ACs apresentam níveis de 

expressão de IFN- mais elevados que indivíduos não infectados, indicando que, 

apesar da ausência de manifestação de doença, estes indivíduos apresentam 
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sinais de inflamação crônica, embora menos expressivos que em pacientes com 

PET/MAH. 

 A expressão das citocinas IFN- e IL-10 está associada ao estado clínico e aos 

níveis de CPV dos indivíduos infectados pelo HTLV-1, sendo observado que ACs 

com CPV alta e pacientes com PET/MAH e CPV baixa apresentam perfis 

inflamatórios semelhantes, com níveis de expressão de IFN- ligeiramente 

superiores aos de IL-10, enquanto que indivíduos com PET/MAH e CPV elevada 

e ACs com CPV reduzida expressaram intensamente IFN- ou IL-10, 

respectivamente, indicando que a avaliação conjunta destes parâmetros poderá 

melhor definir os ACs com maior risco de desenvolver a PET/MAH. 

 Na infecção pelo HTLV-1, a utilização da molécula CD25 como marcador de 

Tregs interfere com a análise da frequência destas células, pois a sua expressão 

se encontra aumentada proporcionalmente à CPV, indicando que dados 

discrepantes quanto ao aumento ou redução da frequência de Tregs resultam de 

abordagens distintas de análise.  

 A falsa redução da frequência de Tregs na infecção pelo HTLV-1, como relatado 

por alguns autores através da análise de células FoxP3+ na população de células 

T CD4+CD25high, está relacionada a dois fenômenos observados na população 

de células T CD4+ dos indivíduos infectados: (i) o aumento da frequência de 

células T CD4+CD25+FoxP3(−), e (ii) a expressão de CD25 em maior intensidade 

nesta população, indicando que CD25 não representa um bom marcador de 

Tregs na infecção por HTLV-1, por ter sua expressão induzida em células T 

CD4+FoxP3(−). 

 Indivíduos infectados pelo HTLV-1, independentemente da condição neurológica, 

apresentam frequências elevadas de células T CD4+CD25+CD127−/lowFoxP3(−) 

em comparação com indivíduos não infectados. Uma vez que níveis de 

expressão de CD25 e de CD127 parecem seguir dinâmicas interligadas, a 

utilização conjunta destes dois marcadores não melhorou a identificação das 

Tregs nos indivíduos infectados pelo HTLV-1, sugerindo que, na ausência de 

outros marcadores específicos, a detecção de FoxP3 em células T CD4+ parece 

ser o melhor marcador de Tregs nesta infecção. 
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 Os ACs e pacientes com PET/MAH com CPV elevada apresentam frequências 

similares de Tregs, que são superiores àquelas observadas em indivíduos 

infectados com CPV baixa que, por sua vez, apresentam número de Tregs 

semelhantes a de indivíduos saudáveis. Estes resultados sugerem que a 

infecção pelo HTLV-1 induz um aumento da taxa de geração e diferenciação 

desta população de células T CD4+ com função imunossupressora, o que, 

provavelmente, influencia a definição dos altos níveis de CPV observados no 

sangue periférico dos pacientes com PET/MAH. 

 A análise dos resultados obtidos em ACs com níveis indetectáveis de CPV 

possibilitou demonstrar que estes são indistinguíveis de indivíduos não 

infectados, sugerindo que o perfil inflamatório e outras alterações imunológicas 

avaliadas em nosso estudo estão diretamente associadas aos níveis de CPV. 

 Os ACs com CPV alta e pacientes com PET/MAH apresentaram parâmetros 

imunológicos semelhantes, tanto de supressão da resposta imune (frequência de 

Tregs) quanto de fatores pró-inflamatórios (variação de expressão entre IFN- e 

IL-10), indicando que estes indivíduos necessitam ser clinicamente 

acompanhados de forma mais frequente, em razão do risco de manifestar 

alterações clínicas associadas à infecção pelo HTLV-1.  
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ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
INSTITUIÇÃO: Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) 
        Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) – RJ 
 
TÍTULO DO PROJETO: Estudo de marcadores biológicos de desenvolvimento de doenças 
em indivíduos infectados pelo vírus linfotrópico para células T humanas do tipo I (HTLV-1). 

 
 
COORDENADOR DO PROJETO: Maria José de Andrada-Serpa, MD, PhD 
 

Eu, ____________________________________________, declaro que sou 
voluntário no estudo sobre a determinação de marcadores biológicos para o 
desenvolvimento de doença em indivíduos infectados pelo vírus linfotrópico para células T 
humanas do tipo I (HTLV-1). Fui informado que este estudo visa obter conhecimentos sobre 
a evolução da infecção pelo HTLV e tentar determinar possíveis marcadores biológicos, isto 
é, exames laboratoriais que possam avaliar o desenvolvimento de doenças associadas ao 
HTLV-1. A identificação desses marcadores poderá auxiliar no acompanhamento dos 
pacientes com esta infecção.  

A minha participação é inteiramente voluntária e caso não queira participar, isto de 
forma alguma afetará meu atendimento no IPEC. 

Os resultados são confidenciais e serão fornecidos somente ao interessado, sendo 
arquivados no Laboratório de Virologia, sob responsabilidade da Dra. Maria José de 
Andrada-Serpa. Os resultados deste estudo poderão não me beneficiar diretamente, mas 
poderão fornecer subsídios para um maior conhecimento sobre a infecção pelo HTLV e 
serão divulgados na forma de comunicação científica, não sendo permitido divulgar a minha 
identidade. 
 
 Declaro que fui informado de que: 
 
1. Poderei recusar-me a participar da pesquisa, sem que este fato me venha a causar 

qualquer constrangimento e que o meu atendimento clínico em nada será modificado 
pela minha recusa; 

2. Os exames aplicados serão gratuitos; 
3. Antes de assinar este Termo, devo ser informado plenamente sobre a pesquisa, não 

hesitando em fazer perguntas de qualquer natureza que julgar conveniente esclarecer; 
4. Este projeto visa tentar identificar marcadores biológicos que possam estar relacionados 

com a presença de doenças associadas ao HTLV-1; 
5. Nesta investigação serão coletados de 20 a 30mL de sangue. O sangue será colhido 

assepticamente por punção de uma veia do braço. Este procedimento será realizado 
junto com a coleta dos exames de rotina, não implicando em uma punção venosa 
separada. A coleta de sangue é um exame seguro, podendo causar pequeno 
desconforto, como um pequeno hematoma, ou seja, extravasamento de sangue da veia 
para o tecido, no local da punção; 

6. Esta pesquisa poderá não trazer benefícios imediatos para o meu acompanhamento 
clínico, mas trará um maior conhecimento a respeito da infecção por HTLV-1; 

7. O material biológico coletado, após exames, será estocado, podendo ser usado 
posteriormente, em outras pesquisas com fins semelhantes, mas somente após a 
avaliação, pelo Comitê de Ética em Pesquisa, mantendo sempre a identidade do doador 
em sigilo. O material biológico estocado ficará sob a responsabilidade do coordenador 
do projeto. 
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Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-me 
participar da investigação proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter recebido 
respostas satisfatórias a todas elas, e ciente de que poderei voltar a fazê-las a qualquer 
momento. 

Declaro dar meu consentimento para participar deste estudo recebendo uma cópia 
do Termo de Consentimento, e estando ciente, de que a outra cópia será arquivada sob a 
responsabilidade do Serviço de Virologia do IPEC. 
 
Local:__________________ Data:_________________ 
Nome completo do voluntário:_________________________________________ 
Endereço:______________________________________________________ 
 
 
_______________________________ 

Assinatura do participante 
 
 
Nome do médico responsável: ______________________________ 
 
 
_______________________________ 

Assinatura do médico 
Médicos Responsáveis pelo Atendimento: Maria José de Andrada-Serpa, IPEC 
      Ana Claúdia Leite, IPEC 
      Abelardo Araújo, IPEC 
      Marcus Tulius Teixeira da Silva, IPEC 
      Marco Antonio Lima, IPEC 
 
Coordenador do Projeto: Maria José de Andrada-Serpa, IPEC 
 
_______________________________ 

Assinatura do coordenador 
 
Telefone para contato: 3865 9595 ramal:9543 e 9608 


