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RESUMO

No Brasil, a prevalência do HTLV-1 é particularmente elevada em Salvador, onde cerca 

de 2% da população encontra-se infectada. Uma das características imunológicas da 

infecção pelo HTLV-I é a presença de linfoproliferação espontânea dos linfócitos de 

indivíduos infectados. Este fenômeno pode ter papel importante no desenvolvimento das 

doenças associadas ao HTLV, Recentemente, compostos quinolínicos sintetizados a 

partir de molécula isolada da planta Galipea longiflora, foram descritos como capazes de 

diminuir a proliferação espontânea em linhagens celulares transformadas pelo HTLV-1. 

Neste estudo avaliamos a capacidade de 22 compostos quinolínicos sintéticos em inibir a 

proliferação espontânea em PB MC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 e os efeitos 

destes sobre o perfil de secreção de citocinas, a carga proviral e a indução da apoptose. 

Identificamos 15 compostos não tóxicos. Destes, 4 compostos (BS74, MDS14, MDS22 e 

MHM22) inibiram acima de 80% a proliferação espontânea em PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV em presença de concentração modo-dependente dos compostos 

quinolínicos (100 a 0,8 j^M). Em presença do composto MDS14, a proporção de células 

T 004"^ e T CDS"̂  produtoras de IL-10 foi superior em relação ao controle (p= 0,05 e p= 

0,04, respectivamente). O composto MHM22 diminuiu na carga proviral em 40% (p~ 

0,027). 0  composto BS74 foi capaz de induzir a apoptose em PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 (p= 0,01) Nossos resultados reforçam que alguns compostos 

quinolínicos diminuem a proliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados 

pelo HTLV-1. Além disso, estes compostos quinolínicos foram capazes de diminuir a 

carga proviral e induzir a apoptose de linfócitos. Entretanto, é necessário investigar 

mecanismos de ação destes compostos sobre os parâmetros avaliados.



The prevalence of HTLV-1, in Brazil is particularly higher in Salvador where around 2% 

oh the population is infected. Spontaneous proliferation in vitro is the immunological 

hallmark of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from HTLV-I-infected 

individuals. This phenomenon may play a role in the pathogenesis of HTLV-I-associated 

diseases. Quinolines are compounds prepared by synthesis from Galipea longifiora. 

Quinolines down regulate in vitro cell proliferation of HTLV-I transformed cell lines. To 

test the capacity of quinolines to inhibit spontaneous cell proliferation of PBMC from 

HTLV-I infected individuals, we assessed the capacity of 22 quinolines to inhibit 

spontaneous proliferation of PBMC from HTLV-1-infected individuals and the effect of 

these quinolines on the cytokine profile, proviral load and apoptosis. Fifteen compounds 

were classified as non-toxic to PBMC from uninfected individual. Four of these 

compounds inhibited more than 80% of the spontaneous proliferation: BS74, MDS14, 

MDS22 and MHM22 in presence of decreasing concentrations of quinolines (from 100 

to 0.8 |liM). The proportion of CD4 and CD8 T cells producing IL-10 was higher in 

presence of quinoline MDS14 (p= 0.05 and p^ 0.04 respectively). MHM22 decreased the 

proviral load in 40 % (p=0.027). BS74 induced apoptosis in PBMC from HTLV-I 

infected individuals (p^ 0.01). Our results indicate that some quinolines block the 

spontaneous proliferation of PBMC from HTLV-I-infected individuals. One of these 

quinolines was capable of decreasing the proviral load and another induced apoptosis. 

Further experiments are necessary to investigate the molecular mechanisms involved in 

these phenomenons.
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SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

ATLL Leucemia/linfoma de células T do adulto (Adult T cell leukemia/lymphoma)

AZT Zidovudina

CD Marcador de membrana celular (Cluster of differentiation)

CD25 Marcador de células T

CTL Linfócitos T citolíticos (cytolitic T lymphocytes)

cpm Contagens por minuto

CPV Carga pro viral

DNA Acido desoxirribonucléico 

ELISA Técnica de ensaio imunoenzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EDTA Ácido Etilenodiaminotetracético Sódico

GLUT Transportador de glicose (ubiquitous transporter)

GM-CSF Fator estimulador de colonias de granulócitos/macrófagos 

HAM/TSP Mielopatia associada ao HTLV-l/Paraparesia espástica tropical

HLA Complexo génico de antígenos leucocitários humanos

HLA-DR Antígenos leucocitários humanos de classe II, DR

HIV Virus da imunodeficiência humana

HTLV Virus linfotrópico de células T humanas

lE índice de estimulação

IFN Interferon

IL Interleucina

IL-2R Receptor de interleucina-2

lL-2Ra Receptor da cadeia alfa da interleucina-2

JAK Receptor de tirosina cinase (Janus Kinase)

LTR Seqüências terminais repetitivas (long terminal repeats)

MHC Moléculas do complexo de histocompatibilidade principal

M-g Microgramas

Miligramas

M-L Microlitros



mL Mililitros

Micromolar

mM Mili molar

mRNA RNA mensageiro

NF-kB Fator de transcrição nuclear (nuclear factor kappa B)

pb Pares de base 

PBMC Células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood molecular cells)

PCR Reação em cadeia da polimerase

PFA Paraformaldeído

PPD Teste intradérmico da tuberculina

RNA Ácido ribonucléico

ST AT Transdutor de sinal (signal transducers and activators of transcription)

Thl Linfócitos T auxiliares (T CD4 inflamatorios) do tipo 1

Th2 Linfócitos T auxiliares (T CD4 auxiliares) do tipo 2

TGF-p Fator de crescimento e transformação beta

TNF Fator de necrose tumoral
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Estima-se em 10-20 milhões o número de indivíduos infectados pelo virus 

linfotrópico humano de células T (HTLV), sobretudo em países do terceiro mundo 

(EDLICH; ARNETTE; WILLIAMS, 2000). No Brasil, a prevalência em doadores de 

sangue atinge 0,45%, variando segundo a região estudada: de 0,08 no Sul a 1,35 em 

Salvador-Bahia, que apresenta as maiores taxas de infecção do país (GALVAO-CASTRO 

et al., 1997). Recentemente, um estudo de base populacional demonstrou que a prevalência 

desta infecção na população geral de Salvador é em tomo de 2% (DOURADO et al., 2003).

Classicamente, o HTLV é descrito como o agente etiológico da leucemia/linfoma de 

células T do adulto (ATLL) (HINUMA et al., 1981) e da paraparesia espástica 

tropical/mielopatia associada ao HTLV (HAM/TSP) (GESSAIN et al., 1985). Outras 

patologias inflamatórias como uveítes, poliartrites, Síndrome de Sjogren e alveolites têm 

sido igualmente relacionadas ao HTLV. Estudos realizados no Japão indicam que a maioria 

dos indivíduos soropositivos permanece as sintomática, apenas <5% desenvolve 

enfermidades. Entretanto, desconhecemos a taxa de desenvolvimento de doenças em nosso 

meio, assim como os mecanismos implicados nesta progressão.

Uma das observações imunológicas mais importantes na infecção pelo HTLV-1 é a 

presença, m vi/ro, de proliferação espontânea dos linfócitos T (PRINCE et al., 1990). Esta 

proliferação está associada a produção de diversas citocinas pró-inflamatórias, como INF- 

Y, TNF-a e IL-6 , as quais são consideradas importantes mediadores inflamatórios no 

desenvolvimento de HAM/TSP (KUBOTA et al, 1998).

O tratamento da infecção pelo HTLV-1 está indicado apenas para as doenças 

associadas. Para o tratamento de HAM/TSP, diferentes regimes terapêuticos têm sido 

propostos, no entanto existem poucos estudos demonstrando a eñcácia destes. O tratamento 

da ATLL com quimioterapia convencional tem poucos benefícios uma vez que as células 

infectadas pelo HTLV são resistentes às drogas indutoras de apoptose.

Os compostos quinolínicos, alcalóides extraídos de uma planta da Amazônia 

boliviana, têm demonstrado atividade, in vitro, contra diferentes protozoários e para o

13

1. INTRODUÇÃO



tratamento de co-infecções HIV-HTLV (FAKHFAKH et al., 2003). Mais recentemente, 

estes derivados têm sido utilizados em linhagens celulares infectadas pelo HTLV, 

diminuindo a proliferação espontânea (FOURNET et al., 2003).

No presente estudo nos propusemos a avaliar a capacidade de inibição da 

proliferação linfocitária em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1, por compostos 

quinolínicos sintéticos. Identificamos os compostos inibidores da proliferação espontânea e 

avaliamos seus efeitos sobre o perfil de produção de citocinas (IFN-y e TNF-a, IL-10), 

sobre a carga pro virai e sobre a indução da apoptose. A realização deste estudo permitirá 

identificar drogas potencias para o tratamento da infecção pelo HTLV.
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2, REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Histórico

O vírus linfotrópico de células T humana (HTLV) é um retrovirus que pertence à 

família Retroviridae, composta pelas subfamilias Lentivirinae, Spumavirinae e 

Orthoretrovirinae. A subfamilia Lentivirinae é formada pelos lentivírus (virus lentos), que 

causam patologias graves após um longo periodo de infecção, os virus da imunodeficiência 

humana (HIV) do tipo 1 e 2, agentes etiológicos da a síndrome da imunodeficiência 

adquirida sao representantes desta subfamilia. Os virus da subfamilia Spumovirinae (virus 

espumosos) embora descritos em humanos, não são associados a nenhuma doença 

conhecida. A subfamilia Orthoretrovirinae é formada por vírus que apresentam oncogenes, 

seqüências de ácidos nucléicos que geram produtos capazes de induzir o aparecimento de 

neoplasias em animais e humanos. Os HTLV-1 e 2 foram os primeiros oncovirus descritos 

como patogênicos em humanos (KALYANARAMAN et al., 1982).

O HTLV-1 foi isolado inicialmente nos Estados Unidos, a partir de uma linhagem 

de células linfoblastóides, obtida de um paciente com linfoma cutâneo de células T 

(POIESZ et al., 1980). O HTLV-2 foi isolado posteriormente, a partir de linfócitos T de um 

paciente com diagnóstico de tricoleucemia (leucemia de células pilosas) 

(KALYANARAMAN et al., 1982). Recentemente, dois novos tipos de HTLV foram 

descobertos. O HTLV-3 e o HTLV-4 foram isolados em amostras de sangue de moradores 

de Camarões na África Central (CALATTINI et al., 2005; WOLFE et a!., 2005). Estudos 

estão sendo realizados para elucidar as características moleculares destes vírus, associá-los 

a propriedades oncogênicas e a doenças humanas, assim como para investigar o modo 

como são transmitidos (MAHIEUX; GESSAIN, 2005).

A infecção pelo HTLV-1 está distribuída em diversas áreas geográficas afetando 

grupos populacionais distintos. Embora a maior parte dos indivíduos infectados não 

desenvolva doença, este vírus é o agente etiológico de patologias graves que acometem 

principalmente as populações mais carentes e atingem indivíduos em idade produtiva. Além 

das neoplasias hematológicas, como a ATLL descrita acima, o vírus é o agente etiológico 

da paraparesia espástica tropical/mi el op atia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) (GESSAIN
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et al., 1985; OSAME et al., 1986), uma doença neurológica que debilita as funções motoras 

dos membros inferiores, muitas vezes impedindo a deambulação, e de outras patologias 

como: uveíte associada ao HTLV, anormalidades dermatológicas, oftalmológicas e 

imunológicas, como será descrito posteriormente.

A infecção pelo HTLV-2 é mais freqüente em usuários de drogas injetáveis co- 

infectados pelo HIV (LEE et al., 1990), além das populações de tribos ameríndias 

(LAIRMORE et al., 1990). Apesar de possuir grande homología com o HTLV-1, ele não 

está claramente associado a nenhuma doença humana até o momento. Entretanto, várias 

alterações neurológicas são descritas em pacientes cronicamente infectados, incluindo 

entidades semelhantes a HAM/TSP (CARNEIRO-PROlETTI et al, 2002).

2.2 Morfologia e estrutura genômica do HTLV

A morfologia do HTLV é semelhante à dos demais retrovirus (Figura 1). O HTLV 

tem um genoma de RNA diplóide, flanqueado por seqüências não codificantes e uma 

seqüência repetitiva em ambas extremidades, chamada de LTR (long terminal repeats). 

Estas são essenciais para a integração do DNA proviral ao DNA cromossômico do 

hospedeiro e também na regulação transcricional do genoma do HTLV. As seqüências 

codificantes são os genes: gag (grupo antígeno-especifico), que codifica proteínas da matriz 

(pl9), do capsídeo (p24), do nucleocapsídeo (pl5), pol (polimerase/integrase) que codifica 

as enzimas transcriptase reversa (p55), endonuclease (RNAse H) e a integrase; (p32) env 

(envelope), que codifica as glicoproteínas gp46 e gp21 presentes respectivamente, na 

superfície e na transmembrana do envelope virai.
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Figura 1. Morfologia do HTLV-1 

Fonte: www.htlv.com.br

Além destas regiões comuns a todos os retrovirus, o HTLV possui uma região 

adicionai denominada pX localizada entre o gene env e a terminação 3’ da região LTR. A 

região pX contém quatro fases de leitura aberta (ORFs), ORFsI, ORFsII, ORFsIII, ORFsIV. 

Os fragmentos mais estudados são o III e o IV por codificarem as proteínas virais 

regulatórias Tax (p40) e Rex (p27), respectivamente (Figura 2)

Tax é considerada uma proteína transativadora, pois além de regular a expressão de 

genes da região LTR do vírus, interage com fatores de transcrição e genes da célula 

hospedeira. Esta proteína é fundamental nas alterações imunológicas e moleculares 

induzidas pelo vírus, como será detalhado posteriormente. Rex atua promovendo o

http://www.htlv.com.br


processamento e a exportação dos RNAs virais do núcleo para citoplasma (HIDAKA et al., 

1988), onde serão traduzidos em proteínas virais.

2.3 Ciclo virai

O HTLV-I tem tropismo para os linfócitos T, infectando preferencialmente 

linfócitos T CD4’' de memória (CD45RO) (GALLO; PENNING; HANSON, 1991), além de 

linfócitos T CDS"̂  (NAGAI et al., 2001; SAKAI et al., 2001). Secimdariamente, o HTLV-1 

pode infectar outros tipos celulares como células dendríticas e células da glia 

(HIRAYAMA et al., 1988; HOFFMAN et al, 1992; MACATONIA et al., 1992).

A infecção inicia-se quando a partícula virai liga-se à superfície da membrana 

celular, através da interação entre as glicoproteínas do envelope virai e o receptor de 

superfície celular GLUT-1 (Figura 3), que é um transportador ubiquitário de glicose 

(MANEL et al., 2003). Após esta ligação, ocorre a fusão entre as membranas virai e celular 

e a penetração do core viral no interior da célula. A transcrição do genoma viral de RNA 

para DNA é realizada pela enzima transcriptase reversa. Durante a transcrição reversa, o 

RNA genomico é removido pela atividade RNAse H da transcriptase reversa viral. A fita 

dupla de DNA linear migra para o núcleo e integra-se ao genoma do hospedeiro pela ação 

da integrase viral. Urna vez integrado, o provírus utiliza a maquinaria celular para a 

transcrição primária do RNA genomico. Parte do RNA viral sintetizado é processado para 

gerar RNA mensageiros que serao traduzidos em proteínas regulatórias. As proteínas do 

HTLV Tax e Rex infíuenciam esta etapa. Por fím, ocorre a montagem do core viral e sua 

liberação da superfície celular. Entretanto, in vivo, a multiplicação do HTLV ocorre 

predominantemente devido à expansão clonal das células infectadas, vía mitose (WATTEL 

et al., 1996) e não pelo brotamento através da membrana plasmática, a exemplo do HIV. 

Por esta razão, a proporção de partículas de HTLV livres no plasma é quase indetectável. 

Para mensurar apropriadamente a carga viral do HTLV é necessário quantifícar a proporção 

de células contendo um provírus (carga proviral).
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Figura 3. Processo de interação entre vírus e a célula hospedeira.

Fonte; modificado de http: //www.dundee.ac.uk

Aproximadamente 1-5% de PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 

assintomáticos contém DNA proviral integrado ao genoma do hospedeiro (Bangham et al., 

1999) Em PBMC de pacientes com HAM/TSP, esta proporção é geralmente maior 

(NAGAI et al., 1998; BEST et al., 2006), sobretudo na subpopulação T CD4^ (SIBON et 

al., 2006).

2.4 Epidemiología do HTLV-1

Estima-se que 10-20 milhões de pessoas por todo o mundo estejam infectadas pelo 

HTLV (EDLICH; ARNETTE; WILLIAMS, 2000). As áreas de maior prevalência da 

infecção são: Japão, Caribe, África Equatorial, Melanésia e partes da América do Sul 

(FERREIRA; PLANEELES; ROSENBLATT, 1997). No entanto, a prevalência nessas 

áreas endêmicas não é uniforme, podendo variar de uma região, de um mesmo país.

No Brasil, o HTLV-1 foi descrito primeiramente entre imigrantes japoneses da 

cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, com uma prevalência de 13 % para o vírus 

nesta população (KITAGAWA et al., 1986). Posteriormente, um estudo multicêntrico em 

doadores de sangue demonstrou que o HTLV estava presente em todas as regiões do país, 

estimando uma prevalência média de infecção de 0,41%. Entretanto, esta prevalência 

variava de acordo com a região estudada; 0,08% em Florianópolis (Sul), 0,33% no Rio de 

Janeiro (Sudeste), 0,33% em Recife (Nordeste). A maior prevalência foi observada em

http://www.dundee.ac.uk


Salvador, onde 1,35% dos doadores estavam infectados (GALVAO-CASTRO et al., 1997) 

(Figura 4).

20

Figura 4. Prevalência da infecção pelo HTLV-1 e 2 no Brasil de 1989 a 1996.

Fonte: adaptado de Carneiro-Proietti et al., 2002

Em 1999, um estudo realizado no centro histórico de Salvador, com o objetivo de 

investigar a prevalência da infecção entre usuários de drogas intravenosas, encontrou uma 

prevalência global de 22% de infecção pelo HTLV-1. No sexo masculino esta prevalência 

foi de 10,3% atingindo 46,2% das mulheres (DOURADO et al., 1999). Em 2001, um 

estudo em gestantes de Salvador revelou uma taxa de infecção de 0,84% (BITTENCOURT 

et al., 2001). Além disso, estudos sorológicos realizados nesta cidade demonstraram que 

este virus é igualmente uma causa freqüente de mielopatia crónica (HAM/TSP), onde cerca 

de 50% dos pacientes portadores de mielopatia possuíam sorologia positiva para o HTLV-1



(GOMES et al, 1999). A infecção por este retrovirus está igualmente implicada na 

etiologia de ATLL, em nossa cidade (BARBOSA et al., 1999).

Mais recentemente, um estudo de base populacional confirmou que Salvador 

apresenta elevadas taxas de infecção pelo HTLV, e permitiu melhor caracterizar o perfil 

sócio-económico dos individuos infectados. A prevalência da infecção na população geral 

foi de 1,76%. Esta prevalência, entretanto, é maior entre as mulheres e aumenta com a 

idade, cerca de 10% das mulheres acima de 50 anos estavam infectadas. Estima-se que, em 

Salvador, aproximadamente 40,000 individuos estejam infectados pelo HTLV-1. As mais 

altas taxas de prevalência foram obtidas entre os indivíduos com menor renda salarial, 

menores niveis educacionais e piores condições de vida (DOURADO et al., 2003)

Estes dados indicam que a infecção pelo HTLV-1, apesar de presente em vários 

continentes, predomina em algumas áreas geográficas e em alguns grupos populacionais 

restritos. No Brasil, a distribuição da infecção pelo HTLV comporta-se da mesma forma. 

As maiores taxas da infecção são descritas em Salvador.

2.5 Vias de transmissão

A transmissão do HTLV-1 ocorre através de diferentes vias: vertical, horizontal e 

parenteral.

A transmissão vertical, da mãe para o filho, ocorre em 20% dos filhos das mães 

infectadas e tem sido relacionada à carga pro virai elevada e altos títulos de anticorpos 

(KINOSHITA et al., 1984) (URETA-VIDAL et al., 1999). A transmissão intra-uterina e no 

momento do parto são pouco freqüentes e não existe evidências do vírus em placentas de 

mulheres infectadas pelo HTLV (BITTENCOURT et al., 2001). A amamentação constitui a 

principal via de transmissão em áreas endêmicas (HINO et al., 1987). Períodos prolongados 

de amamentação aumentam o risco de infecção (FURNIA et al., 1999; SAITO, S. et al., 

1990; SAJI et al, 1989). Recentemente foram descritos casos de bebês de mães 

soronegativas infectados através do leite de ‘amas de leite’ (RIBAS; MELO; CATALAN- 

SOARES, 2003). No Japão, o aconselhamento para evitar a amamentação em mulheres
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soropositivas diminuiu a taxa de infecção entre as crianças amamentadas artificialmente 

(HINO etaL, 1987).

A transmissão por contato sexual (horizontal) parece ser mais freqüente do homem 

infectado para mulher (MURPHY et al., 1989). A chance de infecção pelo HTLV-1 a cada 

ano, quando apenas um dos parceiros é infectado pelo HTLV-1 é de 4 a 9% para as 

mulheres e de 1 a 2% para os homens (STUVER; MUELLER, 1995; STUVER et al., 

1993). A presença de outras doenças sexualmente transmissíveis, em especial lesões 

genitais ulceradas no sexo masculino e lesões inflamatórias nas mulheres, aumenta o risco 

de transmissão.

Dentre as vias descritas acima, a transmissão parenteral é a mais eficaz e ocorre 

através de componentes do sangue contaminados. A transfusão de sangue contaminado foi 

no passado responsável por diversos casos de infecção pelo HTLV sendo a taxa de 

soroconversão para o indivíduo receptor do material contaminado de 40-60% (MANNS et 

al., 1992; OKOCHI; SATO, 1984). A transmissão sanguínea parece também levar mais 

rapidamente ao desenvolvimento de HAM/TSP (OSAME et al., 1986; SULLIVAN et al., 

1991). No Brasil, desde 1993 é realizada a triagem sorológica obrigatória nos bancos de 

sangue. O compartilhamento de agulhas e seringas entre usuários de drogas injetáveis 

também constitui uma forma de infecção pelo HTLV.

2.6 Diagnóstico laboratorial do HTLV

O diagnóstico sorológico da infecção pelo HTLV está fundamentado na detecção de 

anticorpos específicos ao vírus. Os métodos sorológicos podem ser classificados em duas 

categorias: os testes de triagem e os confirmatórios. Para triagem dos pacientes positivos o 

mais usado é o ensaio imunoenzimático (ELISA). Este ensaio detecta anticorpos contra o 

HTLV-1 e 2, porém não apresenta capacidade discriminatória entre essas infecções. Para 

confirmar e distinguir a infecção causada pelo HTLV-1 daquela causada pelo HTLV-2 é 

utilizado 0 Western blot, um ensaio de alta especificidade. Caso o resultado sorológico seja 

duvidoso, pode-se recorrer ao diagnóstico molecular, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para confirmar ou afastar a hipótese de infecção.
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A maioria dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 permanece assintomática, apenas 

<5% desenvolve alguma das enfermidades clássicas associadas ao vírus. Entretanto várias 

outras doenças têm sido associadas ao HTLV-1. À medida que os estudos se desenvolvem, 

toma-se evidente que a doença pode ser sistêmica, evoluindo provavelmente para o 

conceito de síndrome (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).

2.7.1 Mielopatia associada ao HTLV ou paraparesia espástica tropical

A HAM/TSP constitui uma mieloneuropatia progressiva caracterizada por uma 

lesão inflamatoria e desmielinizante dos neurônios motores longos da medula. Esta 

mielopatia tem uma evolução lenta e progressiva. Afeta entre 0,2 a 5% dos indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 (KAPLAN, 1993). A maior ocorrência é entre mulheres, na 

proporção de um homem para duas mulheres acometidas com HAM/TSP (NAKAGAWA 

et al., 1995). Classicamente, o aparecimento de HAM/TSP ocorre na quarta década de vida 

(VERNANT et al., 1987) e caracteriza-se pela diminuição progressiva da força muscular 

dos membros inferiores com espasticidade, hiperreflexia, incontinência ou retenção 

urinária, obstipação intestinal, diminuição da libido, disfunção erétil e frigidez sexual, sinal 

de Babinski, acarretando grande morbidade para os pacientes acometidos pela doença.

2.7.2 Leucemia/linfoma de células T do adulto (A TLL)

Esta doença é caracterizada pela proliferação maligna dos linfócitos T CD4^ 

maduros. A maior incidência de ATLL ocorre a partir da terceira década de vida, tendo sua 

expressão máxima em indivíduos de 40 a 60 anos de idade (TAKATSUKI, 1995). No 

Brasil 0 HTLV é responsável por cerce de 30% das doenças linfoproliferativas de células T 

(POMBO DE OLIVEIRA et al., 1995). A probabilidade de um indivíduo infectado 

desenvolver a ATLL durante sua vida é de aproximadamente 3% (MURPHY et al., 1989). 

As formas chnicas desta doença são divididas em 4 estágios de evolução, A forma 

denominada smoldering é caracterizada por lesões na pele resistentes ao tratamento, raros 

linfócitos atípicos e ausência de linfocitose. Essa forma pode passar despercebida por

2.7 Doenças associadas ao HTLV



vários anos, podendo evoluir para as formas crônica ou aguda em tempo variado de 10a 15 

anos. A forma crônica é caracterizada por linfocitose absoluta das células T CD4^, 

infecções oportunistas e infiltrado pulmonar intersticial. A forma linfomatosa é 

indistinguível de outros tipos de linfoma não-Hodgkin. Na forma aguda de ATLL ocorre 

leucositose com células linfóides atípicas (do tipo flower cells) e hípercalcemia. A forma 

aguda possui alta letalidade, com sobrevida média de seis meses após o diagnóstico. A 

causa do óbito é a proliferação exacerbada de células tumorais, hipercalcemia e diversas 

infecções oportunistas.

2.7.3 Outras doenças associadas ao HTL V~1

A infecção pelo HTLV-1 esta relacionada a várias outras patologias inflamatórias 

como polimiosites (MORGAN et al., 1989), poliartrite (IJICHI et al., 1990; KITAJIMA et 

al, 1989) e uveíte (MOCHIZUKI et al., 1992). A uveíte associada ao HTLV-1 é 

caracterizada por uma infiltração dos tecidos oculares, particularmente no corpo vítreo e 

uma vasculite retiniana moderada. A dermatite infectiva acomete principalmente crianças, 

caracterizada por eczema crônico e recorrente do couro cabeludo, das regiões 

retroauriculares e do pescoço associada a uma infecção resistente por cepas de estafilococos 

ou estreptococos não virulentas (LAGRENADE et al., 1990). A dermatite infectiva é 

considerada como fator prognóstico para o desenvolvimento de HAM/TSP em crianças e 

adolescentes (GONÇALVES et al., 2000; HANCHARD et al., 1991; PRIMO et al, 2005).

2.7.4 Associação entre HTL V-1 e doenças infecciosas

Além das patologias classicamente associadas ao HTLV-1 descritas anteriormente, 

a co-infecção entre o HTLV e outros patógenos tem sido relacionada a uma maior 

morbidade e mortalidade de outras doenças infecciosas, particularmente tuberculose, 

hanseníase, estrongiloidíase disseminada e escabiose.

Em relação à tuberculose, o primeiro estudo de prevalência demonstrou que em um 

serviço de referência de Salvador, cerca de 11% dos pacientes hospitalizados com a
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enfermidade estavam infectados pelo HTLV-1 (MOREIRA et al, 1993). Além disso, 

pacientes co-infectados por HTLV-1/tuberculose têm uma maior mortalidade devido à 

tuberculose (25%), comparada à tuberculose isolada (0,8%) (PEDRAL-SAMPAIO et al.,

1997). Recentemente, um estudo caso-controle, realizado também em Salvador, 

demonstrou um risco três vezes maior para o desenvolvimento de tuberculose em 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 (MARINHO et al., 2005). Além disso, uma supressão 

da reação de hipersensibilidade tardia à tuberculina (PPD) tem sido relatada em indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 (MURAI et al, 1990; WELLES et al., 1994).

Tem sido descrita uma maior freqüência de hanseníase em indivíduos infectados 

pelo HTLV-1, embora uma maior gravidade em co-infectados lYYlN -Mycobacterium 

leprae não tenha sido claramente demonstrada (MARSH, 1996). Estudos realizados em 

diversas partes do mundo revelam que pacientes com hanseníase apresentam uma 

prevalência média de 8% de infecção pelo HTLV-1 (KASHALA et al., 1994; MUNEISHI 

et al., 1998).

A interação entre infecção pelo HTLV-1 e Strongyloides stercoralis tem sido 

estudada. Indivíduos infectados pelo HTLV-1 têm um maior risco de adquirir a infecção 

pelo parasita. Além disso, o risco de desenvolver a forma disseminada da estrongiloidíase e 

infecções recorrentes é maior nos indivíduos co-infectados (PORTO, M. A. et al., 2002). 

Tem sido relatado igualmente, que indivíduos co-infectados por HTLV-1 e Schistosoma 

mansoni têm uma menor capacidade de eliminar os parasitas (PORTO, A. F. et al,, 2004).

A escabiose disseminada também tem sido relatada em pacientes infectados pelo 

HTLV-1 com elevada freqüência (BLAS et al., 2005; BRITES et al, 2002; TAKESHITA; 

TAKESHITA, 2000), inclusive em nosso meio, onde observou-se uma prevalência elevada 

de infecção pelo HTLV-1 em pacientes com sarna norueguesa, uma forma grave da 

escabiose (BRITES et al, 2002).
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A infecção pelo HTLV-1 desencadeia uma resposta imune humoral e celular. Não 

está claro o papel da resposta humoral na proteção contra a infecção e/ou no 

desenvolvimento de doença. Os títulos de anticorpos estão relacionados à carga proviral 

elevada e ao desenvolvimento de doença, particularmente HAM/TSP (BANGHAM; 

OS AME, 2005). A resposta humoral inicial é composta de anticorpos contra a proteína 

Gag, predominante nos dois primeiros meses pós-infecção. Subseqüentemente, são 

produzidos anticorpos contra proteínas do envelope {env) e Tax. Os anticorpos anti-tax são 

encontrados em metade dos indivíduos infectados (MANNS et al., 1991)

A resposta celular é mediada por linfócitos T CD4^ auxiliares e T CD8^ citolíticos 

(CTL) específicos contra peptídeos virais. As células T auxiliares (Th) do tipo 1 produzem 

citocinas pró-inflamatórias como interferon (IFN) y, fator de necrose tumoral (TNF) a  e 

interleucina (IL) 1. As células T €04"^ Th2 produzem as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 e são 

responsáveis pela ativação e produção de anticorpos pelos linfócitos B. A eficiência da 

resposta CTL específica anti-HTLV de cada indivíduo parece ter importância no desfecho 

da infecção, diminuindo o número de células T CD4^ infectadas pelo HTLV, ou seja, a 

carga proviral (BANGHAM; OS AME, 2005). Durante a fase crônica da infecção, existe 

uma forte resposta imune celular contra o vírus. Entretanto, esta resposta além de destruir 

as células infectadas pelo vírus, pode contribuir para o dano tecidual resultante da resposta 

inflamatória. Níveis elevados de CTL no sangue periférico, no liquor e na medula de 

pacientes com HAM/TSP e a ausência de forte resposta CTL específica, especialmente 

CTL anti-Tax, em indivíduos assintomáticos reforçam a idéia da contribuição destes 

linfócitos na pato gênese da HAM/TSP (BARMAK; HARHAJ; WIGDAHL, 2003; 

BIDDISON et al., 1997). Por outro lado, outros autores sugerem que CTL pode ter um 

papel fundamental na redução da carga proviral do HTLV-1, diminuindo assim o risco de 

desenvolvimento de doenças inflamatórias, como a HAM/TSP (HANON et al, 2000).

Fatores do hospedeiro como o haplótipo de HL A influenciam a progressão para a 

doença (BARMAK et al., 2003). Os haplótipos de pacientes com diagnóstico de HAM/TSP 

têm alelos DRBl-DQBl diferentes e associados a uma resposta imune intensa (SONODA; 

FUJIYOSHI; YASHIKI, 1996). Outros estudos mostraram que indivíduos assintomáficos 

infectados pelo HTLV-1, que expressam HLA-A*2 e/ou HLA-Cw*08, têm uma menor 

carga proviral e um risco menor de desenvolver HAM/TSP (JEFFERY et al., 1999, 2000).
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Um aumento na carga proviral tem sido relatado em indivíduos infectados com 

manifestações clínicas, como HAM/TSP, artrite, uveite e acometimento pulmonar. 

(SUGIMOTO, 1993; YAKOVA et al., 2005),

1,8,1. Proliferação espontânea

Uma das alterações imunológicas mais importantes na infecção pelo HTLV é a 

observação, in vitro, de proliferação espontânea dos linfócitos T (PRINCE et al., 1990), 

Isso significa que, mesmo na ausência de estímulos antigênicos ou de suplementação de 

citocinas como IL-2, as células dos indivíduos infectados proliferam,

A proliferação espontânea é observada em PBMC de cerca de 50% dos indivíduos 

infectados pelos HTLV-1 (PRINCE, et al., 1990). As subpopulações de linfócitos T CD4"̂  e 

T CD8^ de memória (CD45RO) são as principais células envolvidas neste fenômeno 

(PRINCE, H. E. et al., 1995). Estas expressam os marcadores de ativação celular CD25 e 

HLA-DR (PRINCE; JENSEN; YORK, 1992; PRINCE; WEBER; JENSEN, 1991). 

Concentrações elevadas de citocinas como IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-IO, entre outras, 

têm sido relatadas tanto em pacientes com HAM/TSP, quanto em indivíduos assintomáticos 

(BIDDISON et al, 1997; CARVALHO et al., 2001; JACOBSON et a l, 1990; NISHIURA 

et al, 1996). Outros estudos apontam para uma maior produção destas citocinas em 

pacientes com HAM/TSP (GOON et al, 2003; NAKAMURA et a l, 2000; SANTOS et al,

2004). Diversos autores relatam uma maior intensidade dos níveis de proliferação 

espontânea em pacientes com HAM/TSP (ITOYAMA et al, 1988; JOHNSON et al, 1988). 

Entretanto, maior intensidade de proliferação espontânea também foram descritos por 

diversos grupos em indivíduos assintomáticos (KRAMER et al, 1989; MASCARENHAS 

et al, 2006; PRINCE et a l, 1990).

A associação entre HTLV-1 e maior morbi-mortalidade de doenças infecciosas 

sugere que a infecção possa induzir um grau de imunos supres são. Recentemente foi 

demonstrado que PBMC de indivíduos infetados pelo HTLV-1 apresentam uma diminuição 

dos índices de estimulação aos antígenos de memória, mesmo na ausência de proliferação 

espontânea (MASCARENHAS et al, 2006).
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A proteína Tax tem sido implicada no mecanismo de proliferação de linfócitos em 

pacientes infectados pelo HTLV-1. Tax não é considerada uma oncoproteína propriamente 

dita, porém, seus efeitos pleiotrópicos, ou seja, sua ação em diversos genes são capazes de 

alterar a homeostasia celular, como será descrito (Figura 5).
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Figura 5. Representação esquemática dos efeitos biológicos de Tax que contribuem para seu efeito 
oncogênico. Fonte; adaptado de Retrovirology 2004, 1:20

Tax ativa um grande número de genes que são reguladores da proliferação celular 

incluindo citocinas como TNF-a, IL-15, lL-2, a cadeia a do receptor de alta afínidade para 

a IL-2 (IL-2Ra) e o fator de crescimento de macrófagos/granulócitos (GM-CSF) (AZRAN; 

SCHAVINSKY-KHRAPUNSKY; ABOUD, 2004). IL-2, uma citocina essencial na 

proliferação celular é secretada por linfócitos T ativados e atua de forma autócrina e 

parácrina estimulando a proliferação clonal de linfócitos T. Tax pode estimular igualmente 

a mitose ativando as ciclinas D (CDK4 e CDK6), inibindo proteínas regulatórias do ciclo 

celular (pl5, pl6, p53, pRb), ou a transcrição do gene que codifica a polimerase p, enzima 

envolvida no reparo do DNA (AZRAN; SCHAVINSKY-KHRAPUNSKY; ABOUD, 2004; 

GRANT et al., 2002; SUZUKI; UCHIDA-TOITA; YOSHIDA, 1999).

Além disso, Tax aumenta a expressão de proto-oncogenes como c-Fos, c-Jun, 

(AZRAN; SCHAVINSKY-KHRAPUNSKY; ABOUD, 2004), e inibe a expressão de genes 

envolvidos no reparo do DNA (BRAUWEILER et al., 1997). Por outro lado, é descrita uma



resistência à apoptose das células infectadas pelo HTLV. Esta resistência pode ser 

explicada pela ação de Tax sobre os fatores de transcrição nuclear como CREB/ATF, NF- 

kB (TREVISAN et al., 2006) e ao aumento da expressão de Bcl-2 (NAKASHIMA et al., 

2003), que previnem as células a entrar em apoptose. Mais recentemente, demonstrou-se 

que Tax induz a amplificação do centrossomo celular gerando anormalidades 

cromossômicas (CHING et al., 2004), e diminui a atividade da telomerase (GABET et al., 

2003). Esse conjunto de alterações leva a uma instabilidade genética na célula infectada, 

favorecendo o aparecimento de neoplasias (SIBON et al., 2006).

2.9 Tratamento

Os critérios de tratamento para a infecção pelo HTLV-1 são variáveis. Os casos 

assintomáticos não devem ser tratados, considerando a baixa probabilidade para o 

desenvolvimento de doença. Assim, apenas os pacientes com diagnóstico de entidades 

clínicas relacionadas à infecção devem ser tratados. No entanto, ainda não existe um 

tratamento comprovadamente efetivo.

Para o tratamento de HAM/TSP, diferentes regimes terapêuticos têm sido propostos. 

Corticosteróides como predinisolona têm sido utilizados, entretanto a melhora clínica com a 

corticoterapia é observada apenas na fase inflamatória da HAM/TSP e os efeitos não são 

duradouros (OSAME, 1990; YAMASAKI et al., 1997). Altas doses gamaglobulina têm 

sido utilizadas em pequenas séries de pacientes. Kuroda e colaboradores (1991) observaram 

uma melhora em 10 pacientes dos 14 submetidos a este tratamento, entretanto houve uma 

progressão da doença após o término do tratamento (KURODA et al., 1991). O uso de 

vitamina C em altas doses mostrou efeito benéfico, entretanto o estudo envolveu apenas 

sete pacientes com HAM/TSP (KATAOKA et al., 1993). A pentoxifílina, um inibidor não 

específico de fosfatidilserases, foi testada em 15 pacientes, melhorando a capacidade 

motora de treze pacientes tratados. No entanto, este estudo foi conduzido apenas por quatro 

semanas (SHIRABE et al., 1997). A lamivudina, um inibidor da transcriptase reversa 

análogo nucleosídeo, mostrou uma redução temporária na carga proviral em cinco pacientes 

com HAM/TSP (TAYLOR et al., 1999). A combinação de dois inibidores de transcriptase 

reversa, a zidovidina (AZT) com a lamivudina, em um estudo de caso controle no qual
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acompanhou por seis meses dezesseis pacientes com HAM/TSP não demonstrou benefício 

(TAYLOR et al., 2006).

A utilização de citocinas recombinantes com propriedades antivirais como os 

interferons do tipo I (IFN-a e p), tem sido urna altemativa para o tratamento de HAM/TSP. 

A terapia com IFN-a em pacientes com HAM/TSP diminuiu a carga proviral e a proporção 

de linfócitos T CD8”̂ de memoria. Por outro lado, o aumento da proporção de linfócitos T 

CDS"̂  efetores foi inversamente proporcional à carga proviral (SAITO et al., 2004). O 

tratamento com IFN-pla, citocina produzida principalmente por fibroblastos, reduziu a 

expressão de RNAm para Tax e a fi’eqüéncia de células T CD8^ em doze pacientes tratados. 

Não houve alteração na carga proviral desses pacientes, entretanto a espasticidade muscular 

diminuiu, algumas funções motoras melhoraram e não houve progressão dos sintomas 

durante o tratamento (OH et al., 2005).

O tratamento da ATLL com quimioterapia convencional tem benefícios limitados, 

com pequena resposta terapêutica. Outra complicação para o tratamento são as infecções 

secundárias decorrentes de uma imunodeficiência, traduzida por infecção fúngicas na pele, 

pneimionia por Pneumocistis jirovecii, herpes zoster, meningite criptocócica, 

estrongiloidiase disseminada, entre outras enfermidades (MARSH, 1996).

As células infectadas pelo HTLV-1 são resistentes a diversas drogas indutoras de 

apoptose. A combinação de AZT e IFN-q é parcialmente efícaz in vivo, porém com alta 

toxicidade para as células (HERMINE et al., 1995). Um estudo prospectivo de fase II com 

19 pacientes com ATLL tratados com AZT e IFN-a demonstrou uma melhora parcial e um 

prolongamento da sobrevida desses pacientes (HERMINE et al., 2002). Uma segunda 

combinação trióxido arsênico com o IFN-ot tem sido estudada. Em estudos de fase 11, esta 

combinação foi capaz de bloquear o ciclo celular e induzir a apoptose em células infectadas 

pelo HTLV-1 e em células malignas de ATLL (HERMINE et al., 2004). Um estudo 

realizado no Japão com 96 pacientes com ATLL que receberam tratamento de indução 

intensivo associado ao GM-CSF (filgrastina) não mostrou benefícios além de uma 

sobrevida média de 13 meses. (BAZARBACHI et al., 2004).
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Watanabe e colaboradores (2005) demonstraram que um inibidor de NF-kB 

(DHMEQ) foi capaz de induzir seletivamente a apoptose em células infectadas pelo HTLV- 

1. O mesmo pode ser observado em células de ATLL tratadas com o anti-retroviral inibidor 

de protease Ritonavir (DEWAN et al., 2006). Bloqueando a ativação de NFkB em células 

ATLL (CHE et al., 2006; HORIE; WATANABE; UMEZAWA, 2006) e a atividade do 

transdutor de sinal (Janus Kinase -JAK) em células de linhagem infectadas pelo HTLV-1, 

foi também foi possível induzir a apoptose (TOMITA et al., 2006). A tentativa de encontrar 

substâncias indutoras da apoptose em células infectadas pelo HTLV-1 pode contribuir para 

0 desenvolvimento de novas drogas .

Novos agentes citotóxicos como, análogos de nucleosídeos pentostatina, inibidores 

de toposoimerases I e II têm sido testados em estudos pilotos de fase II em pacientes 

refratários, no entanto os resultados até o momento não são significantes. (BAZARBACHI 

et al., 2004).

2.9.1 Compostos quinolínicos

O tratamento atual das doenças associadas ao HTLV-1, como descrito acima é 

oneroso, tóxico e pouco eficaz. Desta forma, justifica-se a necessidade de desenvolver 

novas drogas para o tratamento da infecção pelo HTLV-1.

Recentemente, uma série de compostos quinolínicos foram descritos como capazes 

de diminuir a proliferação espontânea em linhagens celulares transformadas pelo HTLV-1 

(FOURNET et al., 2003) Estes compostos são alcalóides isolados da Galipea longiflora 

uma planta boliviana com propriedades medicinais (FOURNET et al., 1993). A atenção por 

esta planta ocorreu a partir da observação de seu uso entre os índios Chimane, moradores 

da Amazônia boliviana. Estes índios utilizavam extratos desta planta para cicatrizar as 

lesões cutâneas de leishmanioses. Posteriormente, o princípio ativo foi purificado servindo 

de base para a geração de diversos compostos ativos, como descrito abaixo. Atualmente os 

compostos quinolínicos extraídos desta planta foram modificados e são produzidos 

sinteticamente (FAKHFAKH et al., 2003).
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Os compostos quinolínicos têm demonstrado eficácia no tratamento de leishmaniose 

cutânea experimental, principalmente contra espécies de leishmanias da América do Sul 

(FOURNET et al., 1993; FOURNET et al, 1996), além de atividade contra cepas 

responsáveis pela leishmaniose visceral (FOURNET et al., 1994; NAKAYAMA et al.,

2005). Além disso, camundongos infectados com os parasitas Plasmodium vinckei petteri 

(GANTIER et al., 1996) e Trypanosoma cruzi (NAKAYAMA et al., 2001) tratados 

oralmente com compostos quinolínicos apresentaram uma diminuição da carga parasitária 

semelhante ao tratamento convencional com benznidazol e cloroquina, respectivamente, 

com menor efeito tóxico que estas drogas.

Além da atividade antiprotozoários, estudos demonstraram que estes compostos 

quinolínicos apresentam igualmente atividade anti-retroviral. São potentes inibidores da 

enzima integrase do HIV-1 (MEKOUAR et al., 1998; ZOUHIRI et al., 2000) e como 

descrito acima, foram capazes de inibir a proliferação de células infectadas pelo HTLV-1. 

Fakhfakh e colaboradores (2003) demonstraram a eficácia de um composto quinolínico 

contra a Leshmania e o HIV, sugerindo a utilização deste como terapia em casos de 

coinfecção Leshmania-\\\W.

Em nosso trabalho, estudamos a ação de 22 compostos quinolínicos sintéticos na 

inibição da proliferação espontânea em células de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

Avaliamos também o perfil de citocinas, a carga proviral e a indução da apoptose em 

células de indivíduos infectados pelo HTLV-1 em presença dos compostos que inibiram a 

proliferação espontânea. Desta forma esperamos contribuir para o estudo de novos 

fármacos eficazes para o tratamento de doenças associadas ao HTLV-1.
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No Brasil, a prevalência de HTLV-1 é particularmente elevada em Salvador-Bahia, 

onde cerca de 2% da população de Salvador encontra-se infectada. Uma das características 

mais marcantes da infecção pelo HTLV-1 é a presença de uma linfoproliferação espontânea 

dos linfócitos T, observada em cerca de 50% dos indivíduos infectados. O papel deste 

fenômeno na patogênese da infecção não está esclarecido, mas existem indícios de maiores 

níveis de proliferação em indivíduos com diagnóstico de HAM/TSP. Entretanto, este 

fenômeno tem sido descrito igualmente em indivíduos infectados assintomáticos. A ATLL, 

uma doença linfoproliferativa maligna de elevada mortalidade causada pelo HTLV-1, tem 

sido descrita em 30% dos indivíduos com malignidades de células T em nosso meio. A 

progressão para a doença não está associada à magnitude da carga pro virai, entretanto, tem 

sido demonstrado que a carga proviral é maior nos indivíduos com as diversas 

enfermidades clínicas associadas ao vírus. As células infectadas pelo HTLV-1 são 

resistentes a drogas indutoras de apoptose. Esta é mais uma característica da infecção que 

dificulta 0 tratamento das patologias associadas, principalmente a ATLL. A identificação 

de novos compostos com atividade inibitória da proliferação celular, capazes de diminuir a 

carga proviral e induzir a apoptose pode contribuir para o tratamento das patologias e da 

própria infecção pelo HTLV-1.
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3.1 Geral:

❖ Avaliar a modulação da proliferação celular espontânea de PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV em presença de 22 compostos quinolínicos sintéticos.

3.2 Específícos;

❖ Avaliar a toxicidade dos compostos quinolínicos estudados em PBMC de 

indivíduos não infectados e infectados pelo HTLV-1;

♦> Determinar a capacidade destes compostos quinolínicos em inibir a proliferação 

espontânea in vitro de PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1;

❖ Quantificar a proporção de linfócitos T CD4'  ̂ e T CD8^ produtores de IL-10, 

TNF-a e IFN-y de indivíduos infectados pelo HTLV-1 em presença dos 

compostos quinolínicos inibidores da proliferação espontânea;

❖ Quantificar a carga proviral em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 

em presença dos compostos quinolínicos inibidores da proliferação espontânea;

❖ Verificar se há aumento de apoptose de PBMC, de indivíduos infectados pelo 

HTLV-l em presença dos compostos quinolínicos estudados com atividade 

inibidora da proliferação demonstrada.
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5.1 Pacientes

Foram envolvidos no estudo indivíduos infectados pelo HTLV-1, assintomáticos 

provenientes do Centro de Referência de HTLV da Fundação Bahiana para o 

Desenvolvimento das Ciências (FBDC/FIOCRUZ). Os controles não infectados foram 

voluntários selecionados entre a equipe da Fiocruz. O estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Etica em Pesquisa da Fiocruz e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado 

pelos participantes do estudo.

5.2 Células

Foram coletados 20 ml de sangue por punção venosa em tubos contendo heparína. 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas por centrifugação 

em gradiente de Ficoll. Para a obtenção de linfoblastos, PBMC (IxlOVml) de doadores não 

infectados pelo HTLV foram cultivados em presença de 2 |ag/ml de fitohemaglutinina 

(PHA) em meio RPMI 1640, suplementado com 2 mM glutamina (Sigma), 100 pg/ml 

penicilina (Sigma), 100 |ag/ml estreptomicina (Sigma) e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, 

Hyclone, Logan Utah) em garrafas de cultura (Falcon) a 37^C e com 5% de CO2. As células 

foram alimentadas e suplementadas com 2 unidades/ml de IL-2 a cada três dias.

5.3 Compostos quinolínicos

Os compostos quinolínicos utilizados foram obtidos através de uma colaboração 

com o Dr. Alain Foumet, da Faculdade de Química da Universidade de Paris-Sul e do 

Institut de Recherche pour le Développement (IDR) Paris - França. Vinte e dois compostos 

foram avaliados: BS34, BS37, BS68, BS71, BS74, MDS14, MDS22, MDS27, MHM8, 

MHM16, MHM22, SF27, SF47, SF103, SF104, XF719, XF731, XF737, XF745, XF753, 

XF755, XF907. Os compostos foram dissolvidos em dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma) a 

uma concentração de 10̂  |iM e esterilizados por irradiação y (250 rad/seg, 15000 seg). Em 

seguida, foram aliquotados em recipientes (50 \x\ por tubo) e estocados a -20^C. No
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momento do uso, os compostos foram diluídos em meio de cultura suplementado e 

ajustados para as concentrações estudadas.

5.4 Avaliação da viabilidade celular

Os testes de toxicidade celular foram realizados utilizando linfoblastos (10  ̂

células/ml) de três doadores não infectados pelo HTLV. As células foram cultivados em 

presença de 10, 50 e 100 de cada um dos compostos em triplicata, em placas de 96 

poços fundo U (COSTAR) a 37°C com 5% de CO2. Após três dias de cultura, a viabilidade 

celular foi avaliada por Azul de Trypan, utilizando um microscópio óptico (Nikon-Model 

Labophot-2, Japan) e pelo método colorimétrico XTT, registrado pela densidade óptica 

(DO) por um espectrofotômetro com filtro de 450 nm. A média das triplicatas foi 

determinada. A porcentagem de células viáveis foi calculada através da razão entre a média 

da DO de células em presença dos compostos quinolínicos e da concentração 

correspondente de DMSO. Consideramos um composto quinolínico tóxico quando a 

viabilidade celular foi inferior a 85%. Este valor arbitrário foi estipulado a partir da 

viabilidade celular média dos linfoblastos cultivados por três dias em presença apenas de 

meio de cultura, 0 qual foi de 96 ± 4%. A toxicidade dos compostos quinolínicos em 

células de indivíduos infectados pelo HTLV-1 foi igualmente avaliada.

5.5 Linfoproliferação

Os ensaios de linfoproliferação foram realizados com PBMC total de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 cultivados em presença de diluições seriadas de compostos 

quinolínicos (100 a 0,8 ^M). Após 5 dias de cultura, as células foram pulsadas por 16 h 

com 1 ^Ci ^H-timidina (ICN, Costa Mesa, CA). A ^H-timidina incorporada foi mensurada 

utilizando contador de radioatividade beta-counter (Direct Beta Counter, Matrix 9600 - 

Packard). Os resultados foram apresentados em contagens por minuto (cpm). O índice de 

estimulação da proliferação foi calculado conforme mostra a fórmula abaixo:

lE = média cpm T^HI-timidina incorporada com composto quinolínico 

média cpm [^H]-timidina incorporada sem composto quinolínico
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5.6 Detecção intracelular de citoclnas

Para avaliar a produção de citocinas, 1x10^ PBMC foram cultivados em presença 

dos compostos quinolínicos em concentrações que inibiram o máximo da proliferação 

espontânea, por 20 horas, em placas de 24 poços. Durante as últimas 4 horas, foram 

adicionados 10 ^g/ml de Brefaldina-A e de Monensina. Após lavagem, as células foram 

incubadas com anticorpos mononucleares anti-CD4-FITC e anti-CDS-Tri-color por 20 

minutos, e em seguida eram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% por 20 minutos e 

permeabilizadas com solução de Saponina a 0,1% por 30 minutos a Em seguida, as 

células foram incubadas por 30 minutos em presença de um dos seguintes anticorpos: anti- 

IFN-y, anti-TNF-a, anti-IL-10, ou controles isotípicos conjugados com ficoeritrina-PE. Os 

dados foram adquiridos através de FACscan e analisadas através do software Cellquest.

5.7 Detecção de carga proviral

As células (IxIO^ PBMC) de indivíduos infectados foram cuhivados em presença 

dos compostos quinolínicos por três dias, em concentrações que inibiram o máximo da 

proliferação espontânea. A carga proviral do HTLV-1 foi mensurada utilizando PCR em 

tempo real através do sistema TaqMan''''^ da Applied Biosystems do Brasil, como descrito 

em Dehee et al (2002). Em resumo, foram utilizados os primers SK llO /SK lll para 

amplificar um fragmento de 186 pb da região pol e a sonda TaqMan (5’FAM and 3’ 

TAMRA) para a seqüência de referência do HTLV-1 (HTLVATK), localizada no 

fragmento 4829-4858 pb. O DNA do gene da albumina foi quantificado em paralelo como 

controle intemo. O DNA das amostras foi extraído utilizando uma coluna de extração 

(QUIAGEN). A quantificação do DNA de HTLV-1 foi realizada. A quantidade de provírus 

foi calculada pelo seguinte formula:

CPV= número de cópias do HTLV-1 (gene poli x 10̂

número de cópias de albumina/2
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Para quantificar a apoptose, 1 x 10̂  PBMC foram cultivados em presença dos 

compostos quinolínicos em concentrações que inibiram o máximo da proliferação 

espontânea por três e cinco dias. As células foram incubadas com 2 de iodeto de 

propídeo (Pi) e 4 de anexina V-FITC por 10 minutos. Os dados foram adquiridos pelo 

FACscan e analisadas através do software Cellquest. A proporção de células em apoptose 

foi determinada pela porcentagem de expressão de anexina, após exclusão das células Pi^.

5.9. Análise estatística

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. A correlação entre 

viabilidade celular medida pelo método do Azul de Trypan e pelo método XTT foi 

realizada através da correlação de Spearmann (Grafpad Prism Version 3.0). Para a análise 

dos dados de amostras relacionadas, utilizamos o teste de Wilcoxon e para as amostras 

independentes, o Mann-Whitney, ambos pelo programa BioEstat3. As diferenças foram 

consideradas como estatisticamente significantes quando p< 0,05.
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6.1 Avaliação da toxicidade celular dos compostos quinolínicos

Como podemos observar na Tabela 1, dos 22 compostos quinolínicos estudados, 

quinze não apresentaram toxicidade nas concentrações testadas: BS34, BS68, BS71, 

MDS14, MDS22, MHM8 , MHM16, MHM22, SF27, SF47, SF103, SF104, XF731, 

XF753 e XF755. Os compostos MDS27 e XF745 foram tóxicos nas três concentrações 

testadas. Os demais apresentaram toxicidade em uma ou duas concentrações estudadas. 

Quando avaliamos a correlação entre a viabilidade celular obtida pelos métodos Azul de 

Trypan e XTT, observamos uma correlação significante entre ambos os métodos para todas 

as concentrações testadas (para 100 îM, R= 0,74 e p= 0,0001, 50 p,M R= 0,75 e p =

0,0001 e 10 fiM R= 0,61 e p= 0,0026).
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Tabela 1. Viabilidade celular de linfoblastos cultivados em presença de compostos 

quinolinicos.

Composto

BS 34 
BS 37 
BS 68 

BS 71 
BS 74 
MDS 14 
MDS 27 
MDS 22 
MHM8 

MHM 16 
MHM 22 
SF 27 
SF 47 
SF 103 
SF104 
XF719 
XF731 
XF 737 
XF 745 
XF 753 
XF 755 
XF 907

Concentração (}xM)

100 50 10

Azul Trypan XTT Azul Trypan XTT Azul Trypan XTT

91
52
95 
94 
72
96 
44

86
82
92
88
74
100
48

94 95
85 100
96 100
92 100
91 96 
94 91
93 100
92 87 
64 70 
92 95 
56 51 
53 50
94 100 
94 100 
72 74

92 
79 
91 
94 
85
93 
43

92
91
95
100
95
100
52

95 100
92 100
95 100
92 100
95 96
96 96 
95 100
97 100 
79 96 
88 97 
67 68 
62 51
93 100 
93 100 
86 79

93
89
93
94 
87

93
100
100
100
91

96 100
73 72
96 100 
95 100
94 100
95 90
95 100
97 100
96 100
96 100 
93 100 
90 100 
88 89 
75 83 
95 97
97 100 
93 93

Os dados correspondem a porcentagem média da viabilidade celular de linfoblastos de três 
doadores não infectados pelo HTLV-1, cultivados por 72 horas em presença de 100, 50 e 
10 dos compostos quinolinicos. A viabilidade celular média dos linfoblastos cultivados 
por três dias em presença apenas de meio de cultura foi de 96 ± 4%, Os composto foram 
considerados tóxicos quando a viabilidade celular em presença dos compostos foi inferior a 
85%.



6.2 Avaliação da atividade inibitória dos compostos quinolínicos na linfoproiiferação 

de indivíduos infectados pelo HTLV-1

Inicialmente determinamos a cinética de proliferação espontânea de PBMC de 

individuos infectados pelo HTLV-1. Consideramos como proliferação espontânea uma 

média de proliferação > a 500 cpm em PBMC cultivados na ausência de estímulo 

antigênico. Este valor arbitrário corresponde a cerca de três vezes o valor da cpm média de 

PBMC não estimuladas de controles não infectados (107 ± 97) (Mascarenhas 2006). Como 

podemos observar na Figura 6, PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV atingem um 

pico de proliferação celular entre o 4® e o 5° dia de cultura, A média de proliferação no 

primeiro dia de cultura foi de 65 ± 90 cpm, após dois dias foi 721 ± 1.021 cpm, após três 

dias foi 1.309 ± 1.012 cpm, após 4 dias foi 3.704 ± 2.810 cpm e de 4.582 ± 3.144 cpm após 

5 dias de cultura.
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Figura 6. Cinética da proliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV. PBMC 

(lOVml) de seis pacientes foram cultivados na ausência de estímulos exógenos por um período de um a cinco 

dias. A proliferação foi medida pela incorporação de ^H-timidina nas últimas 16 horas de cultura, (cpm = 

contagens por minuto).
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Os compostos quinolínicos foram avaliados quanto à capacidade de inibir a 

linfoproliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1. Na Tabela 

2 podem ser observados os percentuais máximos de inibição da proliferação espontânea 

com as menores concentrações de cada um dos compostos testados. Os compostos 

apresentaram atividade inibitória variável ou não tiveram ação sobre a proliferação 

espontânea (XF737 e XF755). Nove compostos apresentaram uma capacidade de inibição 

superior a 50%. Destes, quatro inibiram a proliferação espontânea em mais de 80% (BS74, 

MDS14, MDS22 e MHM22).

Tabela 2. Atividade antiproliferativa dos compostos quinolínicos em PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1

Composto Concentração

( m

Inibição

(%)

Composto Concentração

(juM)

Inibição

(%)

BS34 50 56 SF27 100 38

BS37 12,5 46 SF47 100 52

BS68 100 10 SF103 50 43

BS71 100 38 SF104 100 30

BS74 25 96 XF719 50 3

MDS14 100 86 XF731 100 71

MDS22 100 90 XF737 10 0

MHM8 100 53 XF753 100 10

MHM16 100 44 XF755 100 0

MHM22 100 84 XF907 25 71

Os dados representam a porcentagem média dos valores máximos da inibição da 
proliferação espontânea e a respectiva concentração de composto quinolínico utilizada. 
PBMC de três indivíduos infectados pelo HTLV-1 foram cultivados.

Como observamos na Figura 7, a curva concentração resposta dos quatro 

compostos com capacidade de inibição da proliferação espontânea superior a 80%, apenas 

BS74 e MHM22 apresentaram curva concentração-resposta padrão, enquanto MDS14 e



MDS22 mostram uma inibição moderada a 0,8 (40 e 58% de inibição,

respectivamente).
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Figura 7 Curva dose-resposta da inibição da proliferação espontânea em presença dos 
compostos quinolínicos. As barras representam, a média + SD da inibição da 
linfoproliferação em PBMC de três indivíduos infectados pelo HTLV-1 distintos.

Para afastar a possibilidade de que o efeito inibitório sobre a proliferação tenha sido 

decorrente de uma toxicidade dos compostos quinolínicos sobre PBMC de indivíduos 

infectados, avaliamos a viabilidade celular em presença de cada um dos compostos. Após 

cinco dias de cultura, a viabilidade celular foi de 88% em presença de BS74 e 91% em 

presença dos compostos MDS14, MDS22 e MHM22.



Em seguida, avaliamos o perfil de produção de citocinas do tipo Thl (TNF-a e IFN- 

y) e Th2 (IL-10) de linfócitos T 004"^ e T CDS"̂ , na presença dos quatro compostos 

quinolínicos que inibiram mais de 80% da proliferação espontânea (BS74, MDS14, 

MDS22 e MHM22). Como observado na Tabela 3, não houve diferença entre a proporção 

de linfócitos T CD4"̂  e T CD8^ produtores de IFN-y e TNF-a, na presença ou ausência dos 

compostos. Entretanto, quando PBMC eram cultivados na presença de MDS14, 

observamos um aumento na proporção de células T CD4^ produtoras de lL-10 (2,4 ± 

1,6%), comparada ao controle (1,1 ± 1,5) (p= 0,05). O mesmo foi observado para a 

subpopulação T CD8^ IL-IO"̂  (3,4 ± 2,7%), comparada ao controle (0,7 ± 0,6%) (p= 0,04).
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6.3 Avaliação do perfil de citocínas em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1
em presença dos compostos quinolínicos inibidores da proliferação espontânea.



Tabela 3. Proporção de linfócitos T CD4^ e T CD8^ produtores de IFN-y, TNF-a e lL-10 

em presença dos compostos quinolínicos
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Composto Concen­
tração

Linfócitos T CD4"̂ Linfócitos T CDS’̂

IFN-y TNF-a IL-10 IFN-y TNF-a IL-10

BS74 controle 2,3 ±2,9 1,4 ±1,9 0,7 ±1,1 3,4 ±3,1 1,6 ±2,4 3,1 ±3,6

25 fM 1,9 ±3,1 1,9 ±2,4 0,6 ± 0,7 2,7 ±3,1 2,9 ±3,5 1,4 ±1,0

MDS14 controle 1,6 ±2,2 1,0 ±1,0 1,1 ±1,5 2,8 ±2,1 0,6 ±1,1 0,7 ± 0,6

100/jM 2,0 ± 2,4 1,1 ±0,7 2,4 ±1,6* 7,4 ±5,3 1,4 ±1,9 3,4 ±2,7*

MDS22 controle 0,4 ± 0,8 0,7 ± 0,8 0,3 ±0,4 1,8 ±1,7 0,8 ±0,9 1,8 ±2,8

100 juM 0,14 ±0,2 0,7 ± 0,9 0,8 ±1,1 2,3 ±2,9 1,9 ±3,3 3,1 ±3,0

MHM22 controle 2,6 ± 3,9 0,5 ± 0,7 3,6 ± 8,5 4,5 ±3,5 1,1 ±1,2 2,9 ± 4,6

100 pM 6,5 ±9,7 3,4 ±4,6 7,6 ±12,2 15,4 ±28 5,9 ±9,9 5,7 ± 5,8

Os dados representam a porcentagem média ± SD de células produtoras das citocinas. 
PBMC de seis indivíduos infectados pelo HTLV-1 foram cultivados por 20 horas na 
presença de 25 \xU de BS74 e 100 |aM de MDS14, MDS22 e MHM22. Detecção 
intracelular de citocinas avaliada por citometria de fluxo (* p = 0.05).



Em relação ao efeito dos compostos quinolínicos sobre a carga proviral, apenas o 

composto MHM22 foi capaz de diminuir a carga proviral. A média da carga proviral foi 

42.174 ± 32.030 cópias de HTLV-1 em 1x10  ̂PBMC (variando de 797 a 95.029), nos seis 

indivíduos avaliados. Na presença do composto MHM22, houve uma diminuição de cerca 

de 40% (24.924 ±16,739) (p= 0,027) (Figura 8).
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6.4 Avaliação da carga proviral em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 em

presença dos compostos quinolínicos inibidores da proliferação espontânea.

Figura 8. PBMC de seis indivíduos cultivados pelo HTLV-1 foram cultivados com o 
composto MHM22 por três dias. A avaliação da carga proviral foi feita por Real Time PCR 
(-) controle, (+) presença de MHM22.



A proporção de células em apoptose de PBMC de indivíduos não infectados pelo 

HTLV, na presença de BS74 foi de 6,8 ± 1,4%. Entretanto, em PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV esta proporção foi significantemente maior (22 ± 12%) (p= 0,01). A 

proporção de PBMC de indivíduos infectados ou não pelo HTLV em apoptose em presença 

de MDS22 e MHM22 foi semelhante à dos controles (Figura 9),
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6.5 Avaliação da indução da apoptose em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-

1 em presença dos compostos quinolínicos inibidores da proliferação espontânea.

Figura 9. Os valores apresentados referem-se à proporção média (± SD) de apoptose na 
presença dos compostos quinolínicos. As barras cinzas representam a porcentagem média 
de apoptose em PBMC de seis indivíduos não infectados pelo HTLV-1 e as barras pretas 
representam a porcentagem média de apoptose em PBMC de seis indivíduos infectados 
pelo HTLV-L * p= 0,01 Teste Mann-Whitney.

O composto MDS14 não pode ser avaliado, pois emitia fluorescência no mesmo 

canal da marcação para anexina no citômetro de fluxo.



No presente estudo avaliamos a capacidade de compostos quinolínicos de inibir a 

proliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 e os efeitos dos 

compostos mais ativos sobre a carga proviral, o perfil de citocinas e a indução da apoptose.

Avaliamos os quatro compostos que inibiram mais de 80% da proliferação 

espontânea nos três parâmetros propostos (citocinas, carga proviral, apoptose). No entanto, 

uma das limitações de nosso trabalho foi não avaliar todos os parâmetros estudados em 

PBMC de um mesmo indivíduo. De fato, o número de células necessárias para realizar 

todos os experimentos foi um fator limitante, porém essa limitação não nos impossibilita de 

fazermos inferências sobre os compostos, já que cada um apresentou apenas um efeito 

sobre os parâmetros avaliados. Em presença de BS74 ocorreu um aumento do número de 

células em apoptose MDS14 aumentou a proporção de linfócitos produtores de IL-10, 

MHM22 diminuiu a carga proviral em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 e o 

composto MDS22 não apresentou nenhum efeito nestes parâmetros.

Nossos resultados identificaram quatro compostos ativos. O composto BS74 

apresentou o maior índice de inibição da linfoproliferação em PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 (96% a 25 |o.M), mesmo nas concentrações de 50, 25 e 12,5 fxM 

foi capaz de inibir mais de 70% da proliferação espontânea. Os três outros compostos 

ativos apresentaram, nas maiores concentrações testadas, uma média de inibição de 85%.

Os compostos quinolínicos têm demonstrado eficácia para o tratamento de 

leishmaniose visceral e cutânea em camundongos em diferentes formas de administração: 

oral, peritoneal e subcutânea (FOURNET et al., 1996). Têm demonstrado igualmente uma 

atividade in vitro em linhagens celulares infectadas com HIV e HTLV-1. Alguns 

compostos quinolínicos são potentes inibidores da integrase do HIV-1 (MEKOUAR et al.,

1998), estes compostos apresentam similaridades com os nossos compostos XF907 e 

XF731, entretanto desconhecemos a ação destes sobre as enzimas do HTLV.

Um estudo prévio avaliou 29 compostos quinolínicos em células de linhagem 

infectadas pelo HTLV-1 (FOURNET et al., 2003). Quando comparamos os mesmos
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compostos quínolínicos utilizados no estudo de Foumet e colaboradores (2003) com nosso 

estudo observamos os seguintes resultados. Os compostos BS74 e MHM22 inibiram mais 

de 85% da proliferação de células de linhagem HUT-102 a 10 fiM. Em nosso estudo para 

inibir índices similares utilizamos concentrações maiores, 25 e 100 respectivamente. Os 

compostos SF103 e MHM8 que apresentaram índices de inibição baixo a moderado em 

células de linhagem HUT-102 (34 e 16% a 10 \iM respectivamente) também apresentaram 

efeito moderado sobre a proliferação em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1, 

entretanto em concentrações mais elevadas (43% a 50 |iM e 53% a 100 fiM, 

respectivamente). Dois compostos XF719 e XF745 que não apresentaram atividade 

inibitória em células HUT-102 demonstraram um pequeno efeito inibitório (XF719) ou 

toxicidade (XF745) em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1. A concentração dos 

compostos quínolínicos utilizada para diminuir a proliferação de células de linhagem 

infectadas pelo HTLV-1 foi inferior à necessária para diminuir a proliferação espontânea 

em PBMC de indivíduos infectados. Esta diferença pode ser explicada por características 

proliferativas dos dois tipos celulares. A proliferação de células de linhagem consiste em 

uma expansão monoclonal, enquanto a proliferação espontânea de PBMC de indivíduos 

infectados é policlonal (MASCARENHAS et al., 2006; PRINCE et al, 1991). 

Modificações estruturais nestes compostos poderão ser feitas, no sentido de obter 

compostos com menor toxicidade celular para que concentrações mais elevadas possam ser 

usadas.

Quanto aos prováveis efeitos dos compostos sobre as citocinas secretadas, 

observamos que não houve modificação no perfil das citocinas do tipo Thl (INF-y e TNF- 

a). Os níveis das citocinas pró-inflamatórias são elevadas em indivíduos infectados pelo 

HTLV-1. Nos indivíduos assintomáticos as T CD4^ são importantes produtoras de IFN-y 

(CARVALHO et al., 2001). A produção de citocinas ainda é mais elevada em pacientes 

com HAM/TSP e neste caso são as T CD8^ que produzem mais IFN-y e TNF-a do que as 

células T CD4^ (SANTOS et al., 2004, MUNIZ et al., 2006). Em nosso trabalho 

observamos que as células T CD8^ produzem mais citocinas, entretanto, em pacientes 

assintomáticos. O composto MDS14 foi capaz de alterar o perfil Th2 em PBMC de 

indivíduos infectados pelo HTLV-1. Em presença do composto, a proporção de células T 

CD4^ e T CD8^ produtoras de IL-10 aumentou significantemente. Bloqueando moléculas

49



coestimulatórias com anticorpos antí-CD80/CD86 de PBMC de indivíduos infectados pelo 

HTLV-l e 2, ocorre um aumento na produção de IL-10 com concomitante inibição da 

proliferação espontânea (DEZZUTTI et al., 1998; LAL; RUDOLPH, 1991). Segundo 

Carvalho e colaboradores (2001), a IL-10 é capaz de diminuir a produção de IFN-y em 

indivíduos infectados pelo HTLV-l. Recentemente foi demonstrado que a produção de IL- 

10 por linfócitos T CD4^ e T CD8^ é um possível mecanismo imunoregulatório que 

contrabalance a produção de TNF-a, garantindo um status assintomático durante a infecção 

pelo HTLV-l (BRITO-MELO et aL, 2007). Nossos resultados sugerem que a inibição da 

proliferação espontânea pelo composto MDS14 seja devido ao aumento na produção de IL-

10.

A proliferação espontânea na infecção pelo HTLV é dependente de IL-2 e da maior 

expressão do receptor de alta afinidade de IL-2. Recentemente, o mesmo fenômeno foi 

observado para IL-15 e seu receptor. Experimentos utilizando anticorpos anti IL-15 ou 

contra seu receptor inibiram a proliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados 

pelo HTLV-l (AZIMI et al., 1999). O uso de anticorpos monoclonaís marcados 

radiotivamente ou não com alvo no receptor de IL-2 poderia trazer resultados promissores 

no tratamento de doenças associadas ao HTLV-l. No entanto em nossos estudos não foi 

possível detectar IL-2 através da citometria de fluxo.

Quando avaliamos o efeito dos compostos sobre a carga proviral observamos que os 

composto MHM22 foi capaz de diminuir a carga proviral em todos os pacientes avaliados. 

Um composto quinolínico (fluoroquinolone K-37) foi capaz de inibir a replicação do 

HTLV-l em células de linhagem MT-2 e MT-4, em PBMC de dois indivíduos com 

HAM/TSP, K-37 reduziu os níveis do antígeno pl9, sendo este resultado atribuído a uma 

inibição da expressão de Tax (WANG et a l, 2002). Os demais compostos avaliados em 

nosso estudo não apresentaram efeitos sobre a carga proviral. Tal fato pode ter ocorrido por 

uma ação direta destes composto sobre a expressão do gene de Tax. Avaliando a produção 

do RNAm de Tax poderíamos tentar responder essas diferenças.

As células infectadas pelo HTLV-l especialmente as células T CD8^ estão 

protegidas dos processos apoptóticos que governam a infecção (SIBON et al., 2006). Tax
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interage com diversas moléculas reguladoras da apoptose, sendo o mecanismo molecular 

mais evidente da ação de Tax sobre a apoptose a sua persistente ativação so NF-kB o que 

gera uma expressão de fatores anti-apoptóticos. Compostos derivados de plantas, como os 

polifenóis do chá verde, são capazes de induzir a apoptose (LI et al., 2000). O composto 

BS74 induziu in vitro a apoptose em células infectadas pelo HTLV-1, desta forma a 

diminuição da proliferação espontânea causada por este composto pode estar relacionada a 

uma diminuição do número de células através da apoptose.

Neste estudo demonstramos que os compostos quinolínicos estudados apresentaram 

atividades sobre as características imunológicas e moleculares mais marcantes da infecção 

pelo HTLV-1. Por outro lado, este estudo não nos permite inferir sobre os possíveis 

mecanismos de ação dos compostos quinolínicos. Acreditamos que a identificação de 

compostos quinolínicos capazes de modular um dos componentes da resposta imune e/ou 

carga proviral abre perspectivas para um estudo mais aprofimdado sobre estes compostos, a 

exemplo de estudos em animais para determinar a farmacocinética e estudos moleculares 

para determinar os seus mecanismos de ação.
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Quatro compostos quinolínicos testados BS74, MDS14, MDS22 e MHM22 são 

capazes de inibir a proliferação espontânea em PBMC de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1, produzindo efeitos diversos; MDS14 aumenta a proporção de células T 004"^ e T 

CD8^ produtoras de IL-10, MHM22 diminui a carga proviral do HTLV-1 e BS74 aumenta 

a proporção de células em apoptose em PBMC de indivíduos infectados.
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