
Avaliação da atividade antiviral e 
imunomodulatória dos compostos 

polifenólicos quercetina e kaempherol no 
contexto da infecção pelo HTLV-1 

 

Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis 
 

Edel Figueiredo Barbosa Stancioli 
 

Universidade Federal de Minas Gerais 
 

2010 



Wassily	Kandinsky.	Black	Strokes	I.	1913	



Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis 
 

 

 

 

 

 

Avaliação da atividade antiviral e imunomodulatória dos 

compostos polifenólicos quercetina e kaempherol no 

contexto da infecção pelo HTLV-1 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tese apresentada ao programa de Pós-graduação em 

Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito 

para a obtenção do título de doutor.       

 

 

Orientadora: Edel Figueiredo Barbosa Stancioli 

Universidade Federal de Minas Gerais 

 

 

 
Belo Horizonte 

Instituto de Ciências Biológicas 
2010 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Àos três homens da minha vida: 

 

A você meu maravilhoso Papai, Liderci, que me 

ensinou a ser quem eu sou e me nutriu com seu amor 

e carinho;   

 

A você meu querido irmão Hudson, exemplo de força e 

dedicação a família e ao trabalho; 

 

And at last but never at least, to my sweetheart 

Ricardo, Who encouraged me and walked by my side 

through this rough but beautiful path of science. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     “All I ever wanted, 

all I ever needed 

is here in my arms, 

words are very unnecessary…” 

 

Enjoy the silence   

by Depeche Mode 



AGRADECIMENTOS 
 

Agradeço imensamente a minha orientadora, Edel Stancioli, a oportunidade de 

realizar este trabalho que me deu tantos ensinamentos e alegrias. Agradeço 

também a oportunidade de conviver com a Edel, que também tanto me ensinou 

com seu exemplo de pesquisadora apaixonada e compromissada com a pesquisa 

séria e de excelência. Agradeço a minha família, meu marido, meus pais Liderci e 

Marilda, meu irmão Hudson, minha sogra Wilma, minhas queridas avós, tios, tias, 

primos e primas que tanto me incentivaram neste caminho. Em especial, agradeço 

meu marido, Ricardo, que sempre me apoiou em tudo para que mais esta etapa 

fosse finalizada na minha vida. Agradeço aos meus amigos, Priscila, Júnior, 

Gustavo, Joyce, Ana Paula, Ana Cristina, Fred e Ivana, Luana, Renata, Ana Paula 

W., Lidiane, aos amigos do antigo Ladoc de quem eu sinto tanta falta e a todos os 

amigos do Labmic de quem também sentirei muita falta. Gostaria de agradecer o 

auxilio e amizade de todos, em especial ao Adriano, Marina, Luciana, Camila e 

Jaqueline que me auxiliaram mais diretamente neste trabalho. Gostaria de 

agradecer ao Olindo o incentivo de sempre, mesmo a distância, agradeço seu 

constante carinho e atenção. Também agradeço ao Olindo pelo imenso pontapé 

inicial na minha carreira de pesquisa. Agradeço a todos do GIPH, em especial a 

Anna Bárbara e a Marina que sempre trabalham tanto pelo nosso grupo. Gostaria 

de agradecer ao Orlando e ao Dener por despenderem tanto tempo me auxiliando 

com AFM, minha gratidão e admiração são eternas. Gostaria de agradecer a Elaine 

Fagundes que sempre esteve tão solicita em me auxiliar nos experimentos e 

interpretações dos dados e também a Márcia Rogéria que possibilitou a realização 

de todo este trabalho. Agradeço a todos os professores e funcionários do 

Departamento de Microbiologia que de uma forma ou de outra me inspiraram com 

seu exemplo e dedicação. Agradeço as agências de fomento que permitiram minha 

dedicação em tempo integral a este trabalho. Também agradeço aos meus alunos 

que me permitem “descançar” da rotina do laboratório e me fazem ver o mundo 

com outros olhos. 

 

E finalmente, agradeço a Deus e aos amigos invisíveis, sempre presentes, que me 

auxiliaram durante a intensa jornada deste doutoramento.    



Esta tese de doutorado é parte integrante da pesquisa desenvolvida pelo Grupo 

Interdisciplinar de Pesquisa em HTLV-1/2 (GIPH), sediado na Fundação 

HEMOMINAS. 

 

Agradecimento aos colaboradores diretos e indiretos deste trabalho: 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

A citotoxicidade e a atividade antiviral de quercetina e kaempherol em células infectadas 

pelo HTLV-1 (MT-2) foi avaliada. Os resultados indicaram citotoxicidade das drogas para 

estas células, quando foram comparadas com células THP-1 e PBMC não infectadas. A 

análise do potencial antiviral das drogas mostrou que a acumulação de mRNA virais, em 

especial mRNA de gag-pol e a reatividade de proteínas Gag e Env foi inibida na presença 

de quercetina e kaempherol.  Imagens de Microscopia de Força Atômica da superfície de 

MT-2 revelaram brotamento viral abundante, bem como partículas virais livres na superfície 

das células. A evidência de brotamento viral, no entanto, foi abolida na presença de 

quercetina e kaempherol e poros foram observados, indicando morte celular. Estes dados 

indicam que células MT-2 apresentam morte celular e bloqueio no ciclo de multiplicação 

viral na presença das drogas, o que permite hipotetizar que a indução de apoptose celular 

possa ser um mecanismo pelo qual, altas concentrações dos compostos exercem o seu 

efeito. A atividade imunomodulatória de quercetina foi igualmente avaliada, demonstrando 

que esta droga tem grande potencial em modular as respostas Th1 e Th2 através da 

inibição de IFN-γ, TNF e IL-10 e indução de IL-4. E finalmente, a proliferação celular de 

PBMC de indivíduos infectados e não infectados pelo HTLV-1 foi avaliada na presença de 

quercetina (100 µM), que indicou o potencial desta droga em inibir a proliferação de PBMC 

de indivíduos infectados pelo HTLV-1. Portanto, os dados aqui apresentados fortemente 

sugerem a utilização de quercetina e kaempherol em estudos objetivando novas 

abordagens terapêuticas no contexto da infecção pelo HTLV-1.   

 

Palavras-chave: HTLV-1, MT-2, quercetina, kaempherol, atividade antiviral e 

imunomodulatória. 



ABSTRACT 

 

In this study, the citotoxicity and antiviral effect of quercetin and kaempherol was evaluated 

on a HTLV-1 positive cell line (MT-2). The results indicated an specific citotoxicity of drugs 

on MT-2 when compared to THP-1 and PBMC cells. The antiviral activity of drugs was 

verified by the evaluation of env and tax transcription and viral protein expression assessed 

by western assay. The data revealed that quercetin and kaempherol were able to inhibit 

gag-pol mRNA levels in different magnitudes. The drugs also were shown to inhibit Gag 

and Env protein expression in a dose-dependent manner. Atomic Force Microscopy images 

of MT-2 cell surface demonstrated evidence of profuse viral budding as well as cell-free 

particles of HTLV-1. The evidence of profuse viral budding is abolished in the presence of 

quercetin and kaempherol. Instead, enormous pores were found on cell membrane 

indicating cell death. This data demonstrate and confirm that MT-2 cells present cell death 

and imparment of viral multiplicity in the presence of in high concentrations of quercetin and 

kaempherol and we hypotesize that induction of apoptosis could be a mechanism by which 

they exert those effects. The immunomodulatory effect of quercetin was also evaluated 

showing that this drug is potent as a modulator of Th1 and Th2 responses by inhibiting IFN-

γ, TNF and IL-10 and inducing IL-4 expression. At last, the PHA-proliferation of PBMC from 

HTLV-1-infected and uninfected persons was assessed after treatment with quercetin (100 

µM), demonstrating that this drug could be useful in the imparment of virus spread by cell 

proliferation on HTLV-1-infected persons. By and large, our data suggest that quercetin is a 

potential imunommodulatory compound which enables its use for future studies that focus 

on finding treatment approaches for HTLV-1-related diseases.      

 

Key words: HTLV-1, MT-2 quercetin, kaempherol, antiviral and immunomodulatory activity. 
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“The haven all memes (as retroviruses) depend on reaching 
 is the human mind, but a human mind is itself an artifact 

 created when memes restructure a human brain 
 in order to make it a better habitat for memes.  

What they provide in return to the organisms 
in which they reside is  

an incalculable store of advantages  
with some Trojan horses 

 thrown in for good measure...”  

Adaptado de Daniel Dennett, Consciousness Explained  

 

Introdução  
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 1 INTRODUÇÃO 
 

 

 1.1 Vírus Linfotrópico de células T humanas – características e 

estrutura 

 

O HTLV (Human T-lymphotropic virus) foi o primeiro retrovírus associado a 

doença em humanos (GALLO, 2005). A primeira detecção e isolamento do 

HTLV ocorreram em 1979 em linhagens de células T provenientes de pacientes 

com linfoma cutâneo de células T. Em 2008, Majorovits e colaboradores 

demonstraram a presença de vírus em sinapses virais, passando de uma célula 

infectada para uma célula não infectada, como mostra a figura 1.  

 

O HTLV pertence à família Retroviridae, sub-família Orthoretrovirinae e gênero 

Deltaretrovirus. Existem dois principais tipos de HTLV: HTLV-1, que apresenta 

importância clínica significativa e HTLV-2, que eventualmente é associado com 

manifestações clínicas. Em 2005, dois novos tipos de HTLV (HTLV-3 e HTLV-

4) foram identificados em indivíduos residentes em uma zona rural ao sul de 

Camarões (WOLFE et al., 2005). 
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HTLV-1 em fendas sinápticas visto 
por  tomografia eletrônica 

 

Figura 1 – Tomografia eletrônica de célula infectada pelo HTLV-1 de linhagem contínua (MS9) 

em contato com linfócitos não infectados (figura da esquerda). Os vírus livres (indicados pelas 

setas pretas) se encontram em “sinapses virais” entre uma célula e outra. As setas vermelhas 

indicam uma estrutura semelhante a vírus na superfície da célula infectada MS9.  Na figura da 

direita é possível verificar um vírus cercado pelas membranas das duas células. (Fonte: 

Adaptado de Majorovits et al., 2008 – PLoS One)  

 

O HTLV, representado na figura 2, possui uma estrutura semelhante à de 

outros retrovírus, apresentando um envelope lipoprotéico com a proteína 

transmembrana gp21 e a glicoproteína de superfície gp46, importantes no 

diagnóstico da infecção. O capsídeo constitui o cerne da partícula viral, que 
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abriga no seu interior o genoma viral de 9 Kb, representado por duas cópias de 

RNA de fita simples (ss).  

 

Partícula do HTLV-1 

 

Figura 2 – Representação esquemática da estrutura do HTLV-1 (Fonte: Do próprio autor). 

 

No interior deste capsídio se encontram também proteínas virais como a 

transcriptase reversa, protease e a integrase, essenciais no processo de 

transcrição do RNA viral em DNA complementar e na integração do DNA 

proviral no genoma da célula hospedeira.  

 

O genoma do HTLV (figura 3) é caracterizado pelas regiões gag, pol e env, 

flanqueadas por duas terminações longas repetidas (LTRs) localizadas nos 

finais 5' e 3' do genoma viral. O HTLV também possui outra região, chamada 
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de pX, responsável pela codificação de proteínas regulatórias virais, 

relacionadas à patogenicidade, como Tax e Rex.  

 

 

A região de terminação longa repetida (Long terminal repeat - LTR) do HTLV 

está localizada na porção terminal 5’ e 3’ do genoma viral, que contêm 

promotores virais e outros elementos regulatórios (figura 3). A LTR é dividida 

em regiões U3, R e U5. A região U3 contêm elementos que controlam a 

transcrição proviral e os sinais de poliadenilação e terminação de mRNA. Nesta 

região podem-se encontrar elementos responsíveis a Tax (TRE), uma região 

com repetições de 21 pares de base que são necessárias para a ativação 

transcricional pela proteína Tax (FRANCHINI, 1995; JOHNSON et al. 2001).  

 

Em semelhança com outros retrovírus, o mRNA viral completo (gag-pro-pol) 

codifica a proteína Gag (p53), que é posteriormente clivada pela protease viral 

dando origem as proteínas p19, de matriz, p24, do capsídeo viral e p15, do 

nucleocapsídeo. A protease é codificada por uma sequência que vai da região 

3’ de gag até a 5’ de pol (JOHNSON et al. 2001). Outros subprodutos de Gag, 

ou seja, produtos intermediários como a proteína p28, também são 

encontrados em células de linhagem contínua infectadas com HTLV-1, sendo 

visualizadas com forte reatividade em Western blot e Imunoblot (LAL et al., 

1993).  
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U3 U5R U3 U5R

gag -pro-pol

tax-rex
Exon 1

Exon 3

genoma

mRNA genômico sem processamento (unspliced)

mRNA com processamento duplo (three doubly spliced)

Genoma e Processamento de mRNA do HTLV-1 

Expressão de gag-pol > Expressão de rex-tax

Adaptado de Li e Green, 2007

Proteínas Gag
(p15, p19, p24)

Proteínas Pol
(p10, p55, p32)

Tax (p40) e Rex (p27)

 

Figura 3 – Representação esquemática do genoma e do processamento de mRNAs do HTLV-1 

e as proteínas que cada gene codifica. O gene gag codifica a produção das proteínas 

estruturais indicadas pela seta. O gene pol codifica a produção das proteínas p10 (protease), 

p32 (integrase) e p55 (transcriptase reversa). O gene env codifica a produção das 

glicoproteínas do envelope gp46 (superfície) e gp21 (transmembrana). O HTLV-1 tem 8 

transcritos processados (spliced) ou não, sendo que os dois principais e mais expressos são o 

mRNA de gag-pro-pol e o mRNA de tax-rex. O mRNA de gag-pro-pol é um transcrito longo que 

representa o mRNA mais expresso na célula infectada pelo vírus e codifica a produção das 

proteínas Gag, Pol e Pro. O mRNA de tax-rex é o segundo transcrito mais expresso e codifica 

a produção das proteínas regulatórias Tax e Rex. Adaptado de Franchini, 1995 e, Li e Green, 

2007 . 

 

Adicionalmente, o mRNA viral completo também codifica a produção da 

proteína Pol, que é sintetizada por resultado de uma mudança de fase na 

sequência. No entanto, a proteína Env e as proteínas regulatórias Tax e Rex 

são originadas de mRNAs previamente processados. A proteína Env dará 
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origem as proteínas gp46 e gp21 do envelope viral (KASHANCHI AND BRADY, 

2005; JOHNSON et al. 2001).     

 

A proteína Tax (40 kDa) tem papel fundamental na replicação viral, podendo 

ainda regular a expressão de vários genes celulares e estando envolvida na 

imortalização e transformação das células T infectadas, e, portanto, na 

patogênese da leucemia/linfoma (ATL) e igualmente na patogênese da 

HAM/TSP. Tax atua como fator transativador tanto da replicação quanto da 

transcrição do genoma viral. Tem sido demonstrado que a ativação da 

expressão de genes virais se dá via LTR, envolvendo para tal a região TRE 

(KASHANCHI e BRADY, 2005; JOHNSON et al. 2001). Assim, Tax se associa 

ao TRE via interação com o fator de transcrição celular CREB - proteína ligante 

do elemento responsivo ao AMP cíclico (cyclic AMP-responsive element-

binding protein). A formação do complexo Tax-CREB é fundamental uma vez 

que funciona como um sítio de alta afinidade de ligação para recrutamento de 

coativadores celulares multifuncionais como CBP (proteína ligante de CREB), 

p300 e PCAF (Fator associado à proteína ligante de CREB/p300) como pode 

ser visto na figura 4. A formação deste complexo ativa a transcrição por 

acetilação de histonas e remodelamento da cromatina (KASHANCHI e BRADY, 

2005; JOHNSON et al. 2001) 
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Região promotora de LTR do HTLV-1

 

   

Figura 4 – Representação esquemática do promotor do LTR do HTLV-1. Tax facilita a ligação 

de CREB e CBP/p300 ao TRE. Posteriormente, a interação de Tax com CBP/p300 e SWI/SNF 

(complexo remodelador de nucleossomo - Switch/Sucrose Non Fermentable) promove a 

acetilação de histonas e remodelamento da estrutura da cromatina. Adaptado de Kashanchi e 

Brady, 2005. 

  

Tax pode se ligar igualmente a enzimas desacetilases como a histona 

desacetilase (HDAC) para inibir a desacetilação de coativadores que estarão 

participando da ativação da transcrição (KASHANCHI e BRADY, 2005).  

 

Desta forma, a proteína Tax tem grande importância nos processos de 

regulação da transcrição e expressão de genes virais e celulares, uma vez que 

ela opera ativando e inibindo o maquinário da célula hospedeira (KASHANCHI 

e BRADY, 2005; JOHNSON et al. 2001). Estes processos têm conseqüência 

direta no que tange a patogênese tanto de ATL quanto de HAM/TSP. Alguns 

estudos têm demonstrado que Tax atua ainda na ativação de NF-κB, o que 

está associado tanto ao processo de transformação celular que ocorre em ATL 
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(SUN e YAMAOKA, 2005), quanto ao desenvolvimento de processo 

inflamatório presente em HAM/TSP adicionado à ativação da imunidade inata e 

adaptativa (BONJARDIM, 2005; AKIRA e TAKEDA, 2004).  

 

Outra proteína que tem grande importância no processo de regulação viral é a 

proteína Rex, de 27 kDa. Esta proteína se localiza no núcleo da célula 

hospedeira e tem a propriedade de se ligar ao RNA e atuar no processamento 

(splicing) e transporte do mRNA viral. Apesar de não ser necessária para a 

imortalização celular, Rex irá atuar em nível pós transcricional, sendo de 

grande importância para o processamento da mensagem viral pela célula 

hospedeira (KASHANCHI e BRADY, 2005). 

 

Existem ainda proteínas codificadas pela região pX, até então pouco 

estudadas, como p12, p13 e p30, mas que apresentam funções importantes no 

processo de regulação e patogênese viral. A proteína p12 é codificada pela 

ORF I do genoma do HTLV-1 e se localiza nas endomembranas na célula 

infectada (JOHNSON et al. 2001). Embora pouco estudada, já é sabido que 

p12 é necessária para primo-infecção de linfócitos in vitro. As proteínas p13 e 

p30 são codificadas pela ORF II do genoma viral e se localizam nas 

mitocôndrias e nos nucléolos, respectivamente. Ambas as proteínas estão 

associadas com a manutenção de uma elevada carga proviral no hospedeiro.  

 

A proteína p13 está associada a possíveis danos em mitocôndrias. Já a 

proteína p30 também está envolvida em processo de modulação da transcrição 

gênica dentro da célula. Estudos atuais (DATTA, et al, 2006) demonstram 
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ainda que a p30 pode interferir na sinalização de receptores do tipo Toll, como 

o TLR-4, modulando a liberação de citocinas anti e pró-inflamatórias por 

macrófagos humanos, o que poderia estar relacionado com infecções 

secundárias por patógenos oportunistas associadas à infecção pelo HTLV-1, 

como Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii, Cryptococcus neoformans, 

Candida albicans, Mycobacterium avium, Aspergillus, Cytomegalovirus e 

Strongyloides stercoralis (GOON, et al., 2004; BRAGA et al., 2006; 

VERDONCK et al., 2007).        

  

 

 

 1.2 Interação do vírus HTLV e hospedeiro: multiplicação e 

disseminação  

 

 1.2.1 Células suceptíveis a infecção pelo HTLV-1  
 

No que diz respeito ao tipo celular, o HTLV potencialmente pode infectar 

qualquer célula do organismo humano, no entanto, o vírus tem tropismo 

preferencial por linfócitos T CD4+, sendo também encontrado em outras 

populações linfocitárias como linfócitos T CD8+ (MACATONIA et al., 1992) ou 

em células da linhagem monocítica/macrofágica como as células dendriticas 

(JONES, et al., 2008, JAIN, et al., 2009).  

  

 1.2.2 Ciclo de Multiplicação  
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O ciclo de multiplicação do HTLV é característico dos retrovírus, como ilustrado 

na figura 5. 

Ciclo de Multiplicação do HTLV-1

 

 

Figura 5 – Representação esquemática do ciclo de multiplicação do HTLV-1 em uma célula 

dendrítica. O vírus interage com o receptor Neuropilina 1 através da glicoproteína de superfície 

gp46 que sofre uma mudança conformacional. Após esta mudança, a gp46 se liga ao GLUT-1 

e utiliza como co-receptor moléculas de Heparan Sulfato (HSPG) e o seu capsídeo é liberado 

no interior da célula. Ocorre a transcrição reversa do material genético que é integrado ao 

genoma da célula. O vírus estabelece uma infecção permanente. Pode, então, dirigir a 

produção de proteínas e genoma viral para produzir novas partículas virais que sairão da célula 
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por brotamento ou infectar células T CD4+ através de sinapses celulares induzidas pelo vírus. 

(TAKENOUCHI et al., 2007; JONES et al., 2008; JAIN P., et al., 2009; WILLEMS L., et al., 

2009). Fonte: do próprio autor.  

 

A glicoproteína transmembrana gp46 do envelope viral do HTLV interage com o 

receptor GLUT-1, transportador de glicose presente na superfície celular do 

hospedeiro (MANEL et al., 2005, KINET et al., 2007). Algumas moléculas da 

membrana do hospedeiro poderiam atuar como co-receptores para o vírus, 

como as ICAMs, VCAMs e proteoglicanas de heparan sulfato (HSPG) (MANEL 

et al., 2005), no entanto estudos tem indicado que a HSPG seria a molécula 

auxiliar que promove a entrada do vírus na célula (JONES et al., 2005). Ocorre, 

então, a fusão do envelope viral com a membrana plasmática e o capsídeo viral 

é introduzido na célula.  

 

Dentro do capsídeo, a transcriptase reversa (p55) realiza a transcrição do 

genoma RNA em cDNA e este é duplicado. Posteriormente, esse DNA é 

integrado no genoma da célula hospedeira formando o provírus, por ação da 

integrase viral. Ocorre a transcrição de um longo transcrito de RNA, tendo 

como fita molde o DNA proviral, utilizando-se o maquinário celular. Este 

transcrito pode ser processado, ou não (KASHANCHI e BRADY, 2005; 

JOHNSON et al., 2001), em mRNAs que codificam proteínas virais específicas 

e, igualmente, RNA genômico viral. Ocorre a montagem e empacotamento dos 

novos vírus que são liberados por brotamento na região extracelular (GOFF, 

2004; KROON et al., 2006).  
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 1.2.3 Infecção primária 
 

Várias controvérsias em relação ao estabelecimento de infecção primeva em 

células do hospereiro surgem, uma vez que partículas virais livres dificilmente 

infectam os principais tipos celulares onde o vírus é encontrado, como as 

células T CD4+ (JONES et al., 2008; MOROZOV e WEISS, 1999) e, 

adicionalmente, o HTLV-1 apresenta baixa taxa de liberação de partículas 

virais por brotamento (GALLO, 2008 e VAHLNE, 2009).   

 

Desta forma, vários autores propõem que o vírus infecta outro hospedeiro a 

partir de compartilhamento de células infectadas pelo vírus de um hospedeiro 

infectado pelo HTLV-1, como por exemplo, em transfusões de sangue, 

aleitamento materno, compartilhamento de seringas e agulhas infectadas e por 

aleitamento materno (KAJIYAMA et al., 1986; HINO et al., 1985; NOMURA et 

al., 2006). 

 

Recentemente, estudos que tem como foco preencher várias lacunas no 

entendimento do processo de infecção do HTLV no hospedeiro verificaram que 

partículas virais livres são capazes de infectar células dendríticas e estas, por 

sua vez, levam a infecção de células T CD4+ pelo vírus (JONES, et al., 2008).  

 

A infecção de células T CD4+ via células dendríticas e a própria infecção das 

células dendríticas é mediada pelo receptor Neuropilina-1 e HSPG, 

contrapondo a idéia de que o receptor GLUT-1 seria o receptor inicial e 
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principal. Segundo este e ainda outros estudos, o GLUT-1 está associado com 

a infecção pelo HTLV-1, no entanto, ele está envolvido na internalização viral 

após a ligação da gp46 em Neuropilina-1 que é facilitada por HSPG (JONES et 

al., 2008; LAMBERT et al., 2009). Posteriormente, ocorre a ligação desta 

glicoproteína de superfície (gp46) ao GLUT-1 e internalização do vírus 

(TAKENOUCHI et al., 2007; JONES et al., 2008). Em células dendríticas, o 

receptor DC-SIGN, uma lectina do tipo C, também parece estar associado com 

a infecção pelo HTLV-1 (JAIN P., et al., 2009; WILLEMS L., et al., 2009).  

 

Este poderia ser um mecanismo paralelo ou alternativo para a infecção do 

hospedeiro, uma vez que o brotamento viral é escasso em células infectadas 

não transformadas (JONES et al., 2008; MOROZOV e WEISS, 1999). 

Entretanto, estudos mais aprofundados ainda precisam ser conduzidos, no 

intuito de esclarecer a adesão e internalização do HTLV-1 nas células 

hospedeiras, em especial nas células dendríticas e células T CD4+.   

 

 1.2.4 Disseminação viral no hospedeiro 
 

Como já descrito anteriormente, o HTLV apresenta baixa taxa de brotamento 

viral e partículas livres do HTLV-1 apresentam baixa infectividade (GALLO, 

2008 e VAHLNE, 2009) contrastando com outros retrovírus, o que gera um 

debate intenso em relação a sua disseminação dentro do hospedeiro. Desta 

forma, várias hipóteses já foram propostas e investigadas no intuito de 

entender os processos pelos quais o vírus se dissemina. As duas principais 
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hipóteses de disseminação do vírus que aqui serão discutidas são: sinapses 

celulares ou sinapses virais e a expansão clonal de linfócitos T CD4+.  

 

As sinapses celulares induzidas pelo HTLV-1 têm sido intimamente estudadas 

desde o descobrimento do vírus, no intuito de se entender o processo pelo qual 

o vírus induz o contato célula-célula. Este contato ainda não se apresenta 

completamente elucidado, mas já foi descrito que este ocorre via receptores 

celulares, em especial o receptor GLUT-1 e proteínas do envelope viral, sendo 

necessária a polarização do citoesqueleto para concentrar receptores celulares 

e partículas virais em regiões próximas para disseminar o vírus (IGAKURA et 

al., 2003; BARNARD et al., 2005).  

 

Majorovits e colaboradores (2008) realizaram estudos de tomografia eletrônica 

com o intuito de retratar e explicar as sinapses celulares induzidas pelo HTLV-

1, demonstrando que o contato célula infectada - célula alvo acontece 

naturalmente, no qual partículas envelopadas do HTLV-1 entram em contato 

com a membrana da célula alvo antes de se desligarem da membrana da 

célula de origem. A membrana da célula infectada fica em aposição a 

membrana da célula alvo fazendo com que o HTLV-1 fique confinado em 

espaços intercelulares. Ocorre a interação de moléculas do envelope com a 

célula alvo e internalização do vírus (MAJOROVITS et al., 2008).  

 

Pais-Correa e colaboradores (2010) descreveram o mais novo e bem detalhado 

modelo de sinapses celulares que, de acordo com os autores, ocorre via a 
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formação de um biofilme extracelular mediado pelo HTLV-1. Neste processo, o 

vírus induz a produção de componentes da matriz extracelular e proteínas de 

adesão, como colágeno, agrina, teterina, galectina-3 e moléculas de Heparan 

Sulfato que além de criar um suporte extracelular para o vírus estão presentes 

na própria partícula viral e auxiliam na adesão e infecção da células-alvo. O 

aumento da expressão de moléculas de adesão em células infectadas pelo 

vírus auxilia igualmente a aposição das membranas, aumentando as chances 

de sucesso de transmissão viral nas sinapses celulares. Segundo Meekings e 

colaboradores (2008), a sinapse celular induzida pelo HTLV-1 seria a via de 

disseminação mais importante em fases recentes da infecção.         

 

A expansão clonal induzida pelo HTLV-1 é uma das hipóteses mais bem 

aceitas para explicar a disseminação viral tardia e manutenção da carga 

proviral estável durante o curso da infecção (WATTEL et al., 1995; TAYLOR e 

MATSUOKA, 2005; MEEKINGS et al., 2008; UMEKI et al., 2009). Após a 

infecção e ativação de células T CD4+ pelo HTLV-1, estas células se 

multiplicam por mitose na expansão clonal carreando consigo provírus do 

HTLV-1 e disseminando, desta forma, o vírus por todo o organismo do 

hospedeiro, já que linfócitos T CD4+ são células circulantes do sangue 

(WATTEL et al., 1995).  Segundo Umeki e colaboradores (2009), a expansão 

clonal induzida pelo vírus tem início logo na infância em indivíduos infectados 

via aleitamento materno, contribuindo especiamente para a disseminação do 

vírus ainda na infância.    
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O brotamento viral em células não-transformadas pode eventualmente 

contribuir para a disseminação do HTLV, mesmo que de forma branda e vaga 

(GALLO, 2008, JONES, 2008). Já o brotamento viral em células transformadas 

pelo HTLV-1, aparentemente, é mais abundante e freqüente (MOROZOV et al., 

1999; MIYOSHI et al., 1981; MAJOROVITS et al., 2008), o que sugere que nos 

indivíduos nos quais ocorre malignização das células infectadas pelo vírus, o 

brotamento viral poderia ser um fator que contribui mais para a disseminação 

tardia do HTLV-1 no hospedeiro do que a expansão clonal (WATTEL et al., 

1995).  

 

No entanto, as sinapses celulares, nos estágios recentes da infecção e a 

expansão clonal, após estabelecimento de infecção produtiva, que se 

apresenta como assintomática na maioria dos casos de indivíduos infectados 

são as principais formas de disseminação do vírus no hospedeiro (MEEKINGS 

et al., 2008).    

  

 1.3 Epidemiologia da infecção pelo HTLV  

 

A infecção pelo HTLV abrange milhões de pessoas em todo o mundo. Áreas 

endêmicas se caracterizam por uma soroprevalência variando entre 0,5 a 20 % 

na população geral, dependendo da idade e sexo. Como regiões endêmicas do 

HTLV-1, podem ser citadas as ilhas do sudeste do Japão, com algumas áreas 

com até 37% da população soropositiva, as ilhas do Caribe, com 3,9% de 

prevalência em afro-descendentes de Trinidad-Tobago, 4,25% em Barbados e 

5 a 6% na Jamaica, regiões africanas (área do sub-Saara), Melanésia, região 
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sudeste dos Estados Unidos, e regiões da América Central e do Sul 

(CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).  

 

No Brasil, estima-se que cerca de 2,5 milhões de pessoas estejam infectadas 

pelo HTLV-1 (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; CATALAN-SOARES et al., 

2005). Em estudos de rastreamento sorológico nas principais capitais 

brasileiras, foi possível encontrar presença de infecção em todos os estados 

com prevalências variando de 0,08% em Manaus e Florianópolis a 1,8% em 

Salvador. Assim, o Brasil se caracteriza como o país com maior número 

absoluto de indivíduos infectados pelo HTLV-1 (CARNEIRO-PROIETTI et al., 

2002).  

 

Apesar da elevada taxa de erros na replicação de retrovírus, o HTLV-1, 

diferentemente do HIV, apresenta baixa variabilidade de seqüências intra e 

inter individuais (DAENKE, et al., 1990; GESSAIN et al., 1996). Esta baixa 

variabilidade tem sido explicada pela baixa taxa de replicação do genoma viral, 

e pelas vias preferenciais de disseminação do vírus no hospedeiro, a expansão 

clonal e sinapses celulares (MEEKINGS et al., 2008). Ainda assim, o HTLV tem 

sido classificado em alguns subtipos, baseado em diferenças em seqüências 

de env e LTR do DNA proviral. O gene env está submetido a uma maior 

pressão seletiva, exercida principalmente pelo sistema imunológico dos 

hospedeiros que abrigam o vírus, e, portanto, este gene está sujeito a uma 

maior probabilidade de mutações. Considerando a região env, estudos atuais 

caracterizaram isolados seqüenciados de HTLV-1, em três grupos bem 

definidos, corroborando estudos anteriores: Cosmopolita (subtipo A) 
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predominante na maioria das regiões endêmicas como Japão e América do 

Sul, centro-africano (subtipos B, D e F) e um novo subtipo chamado de 

“Maroni” presente em Maroni Basin, Guinea Francesa e no Oeste da Índia 

(CAPDEPONT et al., 2005). Estudos anteriores relataram existência do subtipo 

E no sul da África (SLATTERY et al., 1999, Apud PROIETTI et al., 2005) e do 

subtipo C presente na Melanésia (GESSAIN et al., 1991, Apud PROIETTI et al., 

2005). No Brasil, o grupo predominante é o cosmopolita, do subtipo A.  

 

A transmissão do HTLV acontece por meio de intercurso sexual, no canal do 

parto, aleitamento materno, transfusões sanguíneas e compartilhamento de 

agulhas e seringas contaminadas (KAJIYAMA et al., 1986; HINO et al., 1985; 

NOMURA et al., 2006). Devido ao risco de transmissão parenteral, os testes de 

triagem para HTLV 1/2, em bancos de sangue, foram introduzidos em diversos 

países, sendo no Brasil a triagem obrigatória desde 1993, através da portaria 

no 1376 do Ministério da Saúde, ratificada pela Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) nº 153 de 14 de julho de 2004 da ANVISA.  

 

A probabilidade de um indivíduo infectado pelo HTLV-1 desenvolver HAM/TSP 

varia conforme a localidade: no Japão esta probabilidade é estimada em 0,25% 

(KAPLAN, et al., 1990) enquanto que no Reino Unido, na África, no Caribe e 

nos Estados Unidos a probabilidade aumenta de 1,7 a 7% (JEANNEL, et al., 

1993; TAYLOR, 1998). No Brasil, a maioria dos indivíduos infectados pelo 

HTLV-1 evolui para o quadro clínico de HAM/TSP ao invés de ATL, no entanto, 

ainda são necessários maiores estudos para estimar a probabilidade de 
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desenvolvimento da doença. Acredita-se que esta probabilidade está em torno 

de 5 e 10% (CATALAN-SOARES, et al., 2006).   

 

 1.4 Manifestações Clínicas associadas à infecção pelo HTLV-1 

 

Do ponto de vista clínico, a grande maioria (95%) dos indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 pode permanecer em estado assintomático durante toda a vida, 

enquanto 1 a 5% poderá desenvolver manifestações clínicas do tipo 

hematológica ou inflamatória (OSAME, 1999).  

 

As duas principais síndromes associadas ao HTLV-1 são a ATL - Linfoma e 

Leucemia de células T do Adulto, e a HAM/TSP - Mielopatia Associada ao 

HTLV / Paraparesia Espástica Tropical. Outras entidades clínicas (figura 6), de 

ordem inflamatória, associadas ao vírus já foram descritas, são elas: tireoidite, 

polimiosite, dermatites, uveíte, alveolite pulmonar, artropatias e síndrome de 

Sjögren (GOTUZZO et al., 2004; DE CASTRO-COSTA et al., 2006; 

VERDONCK et al., 2007). Algumas complicações infecciosas podem acometer 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 como dermatite infecciosa, estrongiloidíase, 

equistossomose, (BRAGA et al., 2006) escabiose, hanseníase e tuberculose 

(VERDONCK et al., 2007). Desta forma, um único indivíduo infectado pelo 

HTLV-1 pode apresentar mais de uma manifestação clínica, ou ainda, ser 

assintomático para HAM/TSP ou ATL, mas apresentar complicações 

infecciosas como a estrongiloidíase ou complicações inflamatórias  como a 

uveíte e a dermatite (GOTUZZO et al., 2004; DE CASTRO-COSTA et al., 2006; 

VERDONCK et al., 2007).  
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Figura 6 – Representação esquemática das manifestações clínicas associadas a infecção pelo 

HTLV-1 segundo Verdonck e colaboradores (2007) e Braga e colaboradores (2006). No círculo 

vermelho, as manifestações de ordem degenerativo-inflamatórias. Na elipse verde, estão as 

manifestações clínicas de ordem neoplásica. No círculo laranja, estão as complicações 

infecciosas decorrentes da infecção pelo vírus e no círculo azul estão as desordens 

dermatológicas que podem acometer indivíduos infectados pelo HTLV-1 assintomáticos ou não 

para outras desordens. Os círculos se sobrepõem para ilustrar que pacientes infectados pelo 

HTLV-1 podem apresentar mais de uma manifestação clínica, sejam elas neoplásicas, 

inflamatórias, dermatológicas ou infecciosas.   

 

A Leucemia/Linfoma de células T do Adulto associada à infecção pelo HTLV-1, 

desenvolve em 1 a cada 1.000 - 2.000 indivíduos soropositivos por ano. A 

doença possui um longo período de latência, (SHIMOYAMA et al., 1991), 

sendo classificada em pelo menos 4 subtipos clínicos: aguda, crônica, latente e 
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linfoma. Esta classificação é baseada no número de células T anormais no 

sangue periférico, nos níveis de Desidrogenase Lática (LDH), de β2-

microglobulina e de receptores solúveis para IL-2 nas lesões do tumor em 

diversos órgãos e no curso clínico do paciente (YAMAGUCHI et al, 1993; 

NICOT et al., 2005). 

 

Um achado hematológico que auxilia no diagnóstico de pacientes portadores 

de Leucemia/Linfoma de células T no Adulto são Flower cells ou células em 

flor. São células neoplásicas, transformadas com o genoma do HTLV-1, com o 

fenótipo de CD3+, CD4+, CD25+, além de expressar moléculas de ativação e 

adesão (VERDONCK et al., 2007). Provavelmente, por apresentarem fenótipo 

de células T reguladoras que se tornaram neoplásicas, devem ter um papel 

importante no desenvolvimento da leucemia. 

 

Em 1985, Gessain e colaboradores relataram a existência de pacientes com 

Paraparesia Espástica Tropical apresentando elevados níveis de anticorpos 

anti-HTLV-1. Em 1986, Osame e colaboradores reportaram uma nova entidade 

clínica: a Mielopatia Associada ao HTLV-1, na qual pacientes apresentando 

paraparesia espástica também apresentavam elevados níveis de anticorpos 

anti-HTLV-1.  

 

Em 2006, Castro-Costa e colaboradores revisaram o critério clínico para o 

diagnóstico de HAM/TSP, sendo eles: presença de sintomas mielopáticos tais 

como, paraparesia espástica não remissiva, fraqueza nos membros inferiores, 

hiperreflexia com clônus, sinal de Babinski; detecção de anticorpos anti-HTLV-1 
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no soro ou no fluido cérebro-espinhal e detecção de carga proviral do HTLV-1, 

com exclusão de outras desordens.  

 

Na HAM/TSP, o processo patológico envolve, como principal característica, 

desmielinização perivascular e degeneração axonal, acompanhada de uma 

resposta inflamatória na região afetada e por um infiltrado de células 

mononucleares e destruição de fibras nervosas no foco inflamatório levando à 

perda da capacidade motora-sensorial (KOPROWSKI et al., 1985; IZUMO et 

al., 1988; OSAME, 1999).  

 

A progressão da doença é lenta, com maior freqüência de mulheres, sendo que 

o estabelecimento do processo degenerativo irreversível se dá entre 30 e 40 

anos de idade (CATALAN-SOARES, et al., 2001). Os sintomas mais comuns 

são: dor lombar, disfunção urinária, impotência sexual, hipo e hiperreflexias, 

parestesias e paraparesia espástica (OSAME,1986; TAYLOR, 1998). Depois 

do estabelecimento de HAM/TSP, a estimativa é que 50% dos indivíduos serão 

dependentes de cadeiras de rodas (TAYLOR, 1998), o que caracteriza esta 

doença como de alta gravidade.  

 

 1.5 Imunologia no contexto da infecção pelo HTLV-1  

 

No que tange a infecção pelo HTLV-1, é inquestionável a participação do 

sistema imunológico na disseminação do vírus no hospedeiro e no 

desenvolvimento e manutenção dos processos patológicos, em especial as 

desordens inflamatórias induzidas pelo vírus. Dentre as desordens 
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inflamatórias de mais destaque, alguns trabalhos têm classificado a HAM/TSP, 

no contexto da resposta imunológica, como uma síndrome de estado 

hiperimune de maior gravidade no contexto da infecção, no qual ambas as 

imunidades celular e humoral estão exacerbadas (NAGASATO, et al., 1991; 

LAL, et al., 1993; MATSUI, et al., 1995; BRITO-MELO, et al., 2002). Várias 

hipóteses têm sido sugeridas para explicar o mecanismo que leva ao dano 

tecidual. Taylor, em 1998, propôs que existiriam três principais hipóteses que 

explicariam o dano tecidual. São elas: a toxicidade direta de linfócitos T CD8+, 

a autoimunidade e a hipótese de dano indireto.   

 

No entanto, Bangham, em 2003, sugere que a hipótese da toxicidade direta por 

células efetoras do sistema imune seria pouco provável de acontecer, uma vez 

que poucas células residentes do SNC estariam infectadas pelo HTLV-1 

(LEHKY et al., 1995; MATSUOKA et al., 1998, apud BANGHAM, 2003). 

Adicionalmente, seriam necessários outros mecanismos para explicar o dano 

no sistema nervoso periférico principalmente na região lombar. Osame, em 

2002, propõe que haveria ação de células CD4+ T helper e CD8+ citotóxicas na 

produção de citocinas que causariam o dano indireto, sugerindo uma hipótese 

conciliadora. Assim, as duas hipóteses (figura 7), de autoimunidade e do dano 

indireto, que são corroboradas por Osame, serão discutidas, juntamente com 

os aspectos imunológicos no contexto da infecção pelo HTLV-1 envolvidos na 

proteção do hospedeiro ao desenvolvimento de doença.   
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Figura 7 – Representação esquemática dos mecanismos 1 (Dano Indireto) e 2 (Autoimunidade) 

que levam ao desenvolvimento de HAM/TSP. No mecanismo do dano indireto, Linfócitos T 

CD4+ e CD8+ atravessam a barreira hemato-encefálica e liberam citocinas neurotóxicas, como 

TNF e IFN-γ, que promoverão o dano a mielina. No mecanismo de autoimunidade, anticorpos 

anti-Tax solúveis produzidos por linfócitos B reagem cruzadamente com uma proteína do corpo 

neuronal, a proteína hnRNP-A1, promovendo a destruição do neurônio. O mecanismo pelo qual 

os anticorpos entram no neurônio ainda é desconhecido.  LB – Linfócitos B. LTCD4+ - Linfócitos 

T CD4+ (helper). LTCD8+ - Linfócitos T CD8+ (citotóxicos). Adaptado de Osame, 2002. 

 

 

No mecanismo de dano indireto, células T CD4+ (T helper) e T CD8+ 

(citotóxicas) exercem sua função anti-células infectadas, secretando citocinas 

essenciais para a manutenção da resposta inflamatória, como IFNγ, TNFα, IL-

1β, IL-2, IL-6, IL-9 e IL-13 (JACOBSON et al, 1990; KOENIG et al, 1993; 
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TAYLOR, 1998; LIM et al., 2000; GOON, et al., 2002; GOON, et al., 2003; 

CHUNG, et al., 2003).  

 

Mais especificamente, células T CD4+ são o principal reservatório de provírus, 

sendo preferencialmente infectadas pelo HTLV-1, embora outras células do 

sistema imunológico já tenham sido encontradas apresentando infecção pelo 

vírus (BANGHAM, 2003). Goon e colaboradores em 2002 relataram um 

aumento na produção de IFN-γ por células T CD4+, em resposta as proteínas 

Env e Tax, em pacientes portadores de HAM/TSP em relação aos indivíduos 

assintomáticos e não infectados pelo HTLV-1. Estas células não expressavam 

antígenos do HTLV-1, portanto, provavelmente não estavam infectadas pelo 

vírus.  O mesmo resultado não foi observado para IL-4, indicando que uma 

resposta do tipo Th1 é predominante e pode contribuir para a patogênese de 

HAM/TSP e ainda de outras desordens inflamatórias associadas à infecção 

pelo vírus. Os mesmos autores, em 2003, relatam a existência de uma elevada 

freqüência de células T CD4+ específicas para HTLV-1 produtoras de TNF-α e 

IL-2 em pacientes portadores de doença neurológica associada à infecção pelo 

vírus (GOON et al., 2003). Assim, células T CD4+ produtoras de citocinas 

neurotóxicas como TNF-α e IFN-γ poderiam estar associadas ao dano à 

mielina, uma vez que altas concentrações destas citocinas são encontradas no 

fluido cerebro-espinhal de pacientes com HAM/TSP (NAKAMURA et al., 1993; 

KURODA et al., 1993; KUBOTA et al., 2002).  

 

Adicionalmente, outros autores (CHUNG et al., 2003) relatam que outras 

citocinas como IL-9 e principalmente IL-13 atuariam como citocinas auxiliares 
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no processo de patogênese de HAM/TSP, uma vez que se verificou elevada 

produção de mRNA  destas citocinas em células T de pacientes infectados 

portadores de doença. IL-13, ainda, apresenta uma alta correlação direta com 

os níveis de Tax expressos em células T CD4+ recentemente infectadas.   

 

Quanto às células T CD8+, os estudos atuais têm buscado entender a 

funcionalidade destas células e até onde elas participam da patogênese e/ou 

da proteção à infecção pelo HTLV-1. Em vários trabalhos já foi demonstrado o 

aumento de células T CD8+ específicos para HTLV-1 no sangue circulante de 

pacientes portadores de HAM/TSP em relação a indivíduos assintomáticos 

(TAYLOR, 1998; LIM et al., 2000; ASQUITH e BANGHAM, 2000; NAGAI et al., 

2001; OSAME, 2002; BRITO-MELO et al., 2002; BANGHAM, 2003).  

 

Asquith and Bangham, em 2000, propuseram uma teoria conciliadora entre as 

hipóteses de dano e proteção proporcionada por células T CD8+ específicas 

para HTLV-1, baseada na carga proviral. Assim, enquanto a carga proviral 

estiver até um determinado limiar, os TCR das células T CD8+ ainda são 

capazes de proceder à lise de células infectadas, mas como a estimulação 

antigênica é baixa, a produção de IFN-γ também é baixa. Já quando a carga 

proviral atravessa um determinado limiar, o estado de ativação de células T 

CD8+ se modifica de tal forma que o perfil de lise celular não altera, mas a 

produção de IFN-γ é elevada abruptamente. Desta maneira, o perfil de ativação 

de células T CD8+ muda de parcialmente a totalmente ativado, alterando, 

assim, seu papel de puramente protetor para tanto protetor quanto patogênico.  
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Em relação a produção de citocinas, Brito-Melo e colaboradores propuseram 

que IL-10 produzida por células CD4+ e CD8+ exerceria um papel fundamental 

de imunoregulação, contrabalanceando o papel de TNFα produzido por 

monócitos e linfócitos e garantindo o perfil clínico assintomático durante a 

infecção pelo HTLV-1. Estudos anteriores propuseram que IL-10 poderia ter um 

potencial uso terapêutico na HAM/TSP (SANTOS, et al., 2004).  

  

Em relação ao mecanismo de autoimunidade (figura 7 – Mecanismo 2), Levin 

e colaboradores, em 2002, demonstraram que anticorpos anti-HTLV-1 

identificaram autoantígenos no SNC em pacientes com HAM/TSP. 

Imunoglobulinas G isoladas de pacientes portadores de HAM/TSP identificaram 

a ribonucleoproteína hnRNP-A1 em células Betz. Lee e colaboradores, em 

2006, corroboraram este resultado demonstrando que os anticorpos que 

reagiram cruzadamente com hnRNP-A1 foram IgG  específicos para Tax de 

HTLV-1, impedindo o disparo do estímulo nervoso nas células afetadas. Este 

mimetismo molecular só foi observado, até então, em camundongos, mas já há 

indício de um mecanismo auxiliar no processo de patogênese de HAM/TSP 

(WUCHERPFENNIG, 2002).  

 

No contexto imune humoral, anticorpos do tipo IgM são os primeiros anticorpos 

a serem desenvolvidos na fase aguda da infecção e, ao passar do tempo, vão 

desaparecendo da corrente sanguínea e sendo substituídos por IgG, em 

especial IgG1 e IgG3 (LAL et al., 1993), anticorpos mais específicos, 

característicos de fase crônica da infecção por vírus. No entanto, IgM é 

persistentemente detectada em parte dos pacientes infectados pelo HTLV-1, 
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indicando uma provável, porém não comprovada, replicação viral constante 

durante a fase crônica da infecção (NAGASATO et al., 1991, LAL et al., 1993).  

 

Embora Tax tenha sido constantemente considerada a proteína mais 

imunogênica do HTLV-1 e que é primariamente reconhecida por células T 

CD8+ (BANGHAM, 2003), a glicoproteína de superfície gp46 é a primeira a ser 

reconhecida por anticorpos neutralizantes. No entanto, apenas anticorpos anti-

gp46 que identificam porções que contém epítopos conformacionais não 

imunodominantes predominam em indivíduos assintomáticos, ou seja, são 

capazes de neutralizar a partícula viral (HADLOCK, et al., 1999). 

 

 1.6 Diagnóstico e prognóstico da infecção pelo HTLV  

 

No Brasil, o diagnóstico da infecção pelo HTLV-1/2 foi incluído como obrigatório 

para a triagem sorológica de doadores de bancos de sangue através da 

Portaria no 1376 do Ministério da Saúde, ratificada pela Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) nº 153 de 14 de julho de 2004 da ANVISA.   

 

Recentemente, foi promulgada a lei estadual 17344 de 15 de Janeiro de 2008, 

em Minas Gerais, que garante ao cidadão ter acesso, mediante solicitação 

médica, a realizar gratuitamente testes sorológicos para o diagnóstico da 

infecção pelo HTLV-1/2, oferecidos em laboratórios de saúde pública. Este 

mesmo serviço será oferecido para todas as gestantes atendidas nas regiões 

do estado onde se verifique grande incidência dos vírus HTLV-1/2. A nova lei 

também garante ao paciente diagnosticado como soropositivo, aconselhamento 
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clínico e familiar e aquele que manifestar doença decorrente da infecção  pelo 

vírus HTLV receberá  tratamento  em centros especializados, devendo entrar 

em vigor em um prazo de noventa dias.  

 

O diagnóstico da infecção pelo HTLV-1/2 apresenta duas etapas principais. A 

primeira é a etapa de triagem sorológica, no qual são utilizados testes com 

elevada sensibilidade, ou com elevado valor preditivo negativo, como os 

ensaios imunoenzimáticos, incluindo ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent 

Assay)  e ensaios de aglutinação em látex, usando, em sua maioria, lisado 

viral, proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos como fonte de antígenos. 

Atualmente, os ensaios sorológicos não utilizam apenas lisado viral, mas 

também, proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos, no intuito de 

aumentar a sensibilidade da técnica e de diminuir a reatividade cruzada com 

antígenos de outros vírus como HIV e HCV (BRASIL, 2004). Os testes de 

aglutinação, outro teste de triagem, se baseiam na adsorção de antígenos do 

HTLV em superfície de partículas de látex ou gelatina que funcionam com 

suporte antigênico para a reação com soro de indivíduos a serem triados 

(BRASIL, 2004). 

 

 Na segunda etapa, é feita a confirmação do diagnóstico de infecção utilizando, 

para tal, testes com elevada especificidade, ou com elevado valor preditivo 

positivo, como o western blot, o ensaio de imunofluorescência indireta em 

lâmina, ou ainda, testes moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). Em bancos de sangue e em laboratórios de saúde pública, um dos kits 

comerciais mais utilizados para western blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs 
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Diagnostics) usa como antígeno, o lisado viral do HTLV-1 e proteínas 

recombinantes do envelope do HTLV-1 e do HTLV-2 (Coelho-dos-Reis et al., 

2009; HTLV-I/II, 1998). As proteínas utilizadas neste kit estão na forma nativa e 

inativada, segundo protocolo do fabricante. As proteínas do HTLV usadas no 

critério de positividade para western blot são a gp46, gp21, p24 e p19. Existem, 

ainda, proteínas recombinantes utilizada pelos kits disponíveis no mercado 

como a rgp46 e a gd21 que são adicionadas ao testes para aumentar a 

sensibilidade da técnica e também participam do critério de positividade para 

infecção pelo HTLV. 

 

 O western blot também possui a característica de tipagem para HTLV-1 e/ou 

HTLV-2. As proteínas utilizadas para a tipagem do HTLV são a rgp-46-I (para 

HTLV-1) e a rgp-46-II (para HTLV-2). A tipagem do HTLV é extremamente 

importante, uma vez que o HTLV-1 está associado com uma série de entidades 

clínicas sendo mais patogênico, enquanto que o HTLV-2 não apresenta o 

mesmo histórico de doenças associadas a sua infecção (HTLV-I/II, 1998). 

 

Em bancos de sangue, apenas a triagem sorológica já seria suficiente para 

descartar a possibilidade de utilização dos hemoderivados com sorologia 

positiva para HTLV. Os resultados indeterminados podem ser repetidos por 

PCR ou poderão ser reavaliados posteriormente em um período de 3 a 6 

meses, caso o resultado indeterminado persista.    

 

Em relação ao prognóstico de infecção, vários estudos têm revelado que a 

carga proviral, mais do que para o diagnóstico, estaria associada com o 
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processo de evolução para doença, podendo então, ser utilizada para o 

acompanhamento de pacientes portadores de HAM/TSP ou ATL (NAGAI et al., 

1998; MONTANHEIRO et al., 2005; KUBOTA et al., 1993; KUBOTA et al., 

2003).  

 

Montanheiro e colaboradores, em 2005, encontraram diferença 

estatisticamente significativa na carga proviral de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1, assintomáticos, em relação a pacientes portadores de HAM/TSP. A 

carga proviral também se correlaciona com outros fatores sabidamente 

associados como progressão clínica para HAM/TSP, como o percentual de 

células T citotóxicas (CD8+) específicas para HTLV-1 e a produção de citocinas 

pró-inflamatórias em resposta ao antígeno viral, como IFNγ e TNF (ASQUITH e 

BANGHAM, 2000; KUBOTA et al., 2003).  

 

 1.7 Tratamento no âmbito da infecção pelo HTLV-1  

 

Apesar do grande avanço dos estudos que têm o intuito de entender os 

mecanismos imunopatogênicos envolvidos em ATL e HAM/TSP, a busca de 

drogas e medidas terapêuticas para estas manifestações clínicas associadas 

ao HTLV-1 tem trazido resultados ainda muito incipientes.  

 

Não existe um consenso sobre o tratamento específico para HAM/TSP até o 

atual momento. A maioria dos tratamentos para HAM/TSP tem sido direcionada 

no sentido de reduzir o processo inflamatório nos tecidos afetados tanto 

diretamente, com o uso de corticoterápicos quanto indiretamente com heparina 
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e IFN-α (TAYLOR, 1998). Terapias antiretrovirais já foram igualmente testadas, 

no entanto, nenhum antiretroviral disponível foi eficaz na redução da carga 

proviral de pacientes portadores de HAM/TSP (NAKAMURA et al., 2009).   

 

Para ATL, várias abordagens terapêuticas já foram utilizadas ao longo destas 

duas décadas e meia de descobrimento do HTLV, sem sucesso, como a 

quimioterapia tradicionalmente utilizada para outros casos de leucemia 

(utilizando ciclofosfamida, vincristina, adriamicina, predinisona), transplante, 

análogos de nucleosídeos, inibidores de topoisomerase, interferon-α, 

bloqueadores de NF-κB, acido trans-retinóico, anticorpos monoclonais para 

células malignas e ainda combinações de alguns destas terapias (TAYLOR e 

MATSUOKA, 2005).  

 

A quimioterapia utilizando ciclofosfamida, vincristina, adriamicina, predinisona e 

ainda outras drogas é a abordagem terapêutica padrão para o tratamento de 

pacientes ATL. No entanto, a terapia convencional leva a seleção clonal de 

células transformadas resistentes ao tratamento e a mediana de sobrevivência 

de pacientes sob tratamento com quimioterapia constatada por estudos no 

mundo inteiro varia de 5,5 a 13 meses (TAYLOR e MATSUOKA, 2005; 

BAZARBACHI e HERMINE, 2001). Esta abordagem, segundo Taylor e 

Matsuoka, não oferece prospecção de cura para ATL.   

 

 1.8 Estudo de drogas antivirais na infecção pelo HTLV-1 
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Mesmo após 30 anos da descoberta do HTLV, são escassos os estudos de 

novas drogas buscando compostos com atividade antiviral para tratamento de 

manifestações clínicas associadas à infecção pelo HTLV-1. Na maioria dos 

estudos que existem, não há a avaliação da atividade de compostos com 

atividade antiviral associada a uma ação antiinflamatória, conforme mostra a 

figura 8, que seria essencial em casos de HAM/TSP e outras desordens 

inflamatórias (OH e JACOBSON, 2008; NAKAMURA et al., 2009).  

 

Proliferação induzida
pelo HTLV-1

LT CD4+

HTLV+

IFN-γ
TNF

Dano
tecidual

Terapia imunomodulatória

Terapia antiviral

Sinapses
Carga Proviral Migração e diapedese

Adaptado de Nakamura et al., 2009

mRNAs e proteínas
virais

Principio de atuação de terapias imunomodulatórias e antivirais no contexto de HAM/TSP 

 

Figura 8 – Representação esquemática do principio de atuação de terapia imunomodulatória e 

antiviral no contexto de HAM/TSP. Linfócitos T CD4+ ativados e infectados pelo HTLV-1 

atravessam a barreira hemato-encefálica e liberam citocinas neurotóxicas, como TNF e IFN-γ, 

que promoverão o dano a mielina. A terapia imunomodulatória ideal atuaria na diminuição da 

proliferação, migração celular e produção de citocinas. A terapia antiviral ideal atuaria na 

diminuição das sinapses celulares, da carga proviral, de mRNAs e proteínas virais e, desta 

forma, inibiria os estímulos que induzem a proliferação celular e a produção de citocinas.   
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No contexto das drogas antiretrovirais, todos os 13 antiretrovirais inibidores de 

transcriptase reversa disponíveis para tratamento foram modelados 

especificamente para a transcriptase reversa do HIV (BOYER et al., 2006). 

Destes antiretrovirais, nenhum é especificamente modelado para a 

transcriptase reversa do HTLV-1 e poucos foram aplicados em estudos in vitro 

para avaliar a aplicabilidade destes no contexto da infecção pelo HTLV 

(BALESTRIERI et al., 2008).  

 

Harvey e colaboradores (2009) avaliaram a atividade de GSK983, um 

composto tetrahidrocarbazole, que apresenta amplo espectro de atividade 

antiviral. Este composto foi capaz de impedir o crescimento de células 

infectadas e imortalizadas pelo HTLV-1, dentre outros vírus, em concentrações 

extremamente baixas, de 10 a 40 nM, via apoptose ou citoestase. A presença 

de atividade antiviral desta droga em outros vírus indica que provavelmente o 

seu alvo é algum componente das vias celulares, como a via de interferon, e 

não dos vírus.    

 

BALESTRIERI e colaboradores em 2008 descreveram a ação antiviral de 

compostos da família de nucleosídios fosfonados, 2-oxa-3-aza-nucleosídeo 

carboxílico fosfonado. Estes compostos foram capazes de inibir a acumulação 

de mRNA de pol, rex-tax e tax de maneira dose resposta em linhagens 

celulares permanentemente infectadas pelo HTLV-1. Adicionalmente, estas 

drogas apresentaram melhores resultados na inibição de crescimento de 

células infectadas pelo vírus em relação à antiretrovirais consagrados para o 
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tratamento de HIV e alternativos para HTLV-1, como o AZT e o Tenofovir 

(BALESTRIERI et al., 2005; BALESTRIERI et al., 2008). 

 

Buscando estudar alvos para drogas e antiretrovirais específicas para o HTLV-

1 e ainda de alvos vacinais, Schlecht-Louf e colaboradores (2010) delinearam 

um domínio altamente conservado da proteína Env de retrovírus humanos e 

murinos que é capaz de induzir uma immunosupressão no hospedeiro e 

permitir o escape da resposta imune inata (células NK) e da resposta imune 

adaptativa através do escape de células efetoras que exercem a atividade 

antiviral (células T CD8+ ativadas). O estudo com vírus mutados e depletados 

deste domínio demonstrou que estes vírus não eram capazes de infectar e 

escapar do sistema imune indicando que este domínio poderia ser um alvo 

importante na modelagem molecular de drogas antiretrovirais, bem como um 

alvo vacinal com potencial para futuros estudos (SCHLECHT-LOUF et al., 

2010).     

 

Os estudos em drogas naturais com atividade anti-HTLV-1 são ainda mais 

incipientes, com poucos relatos de atividade significativa e comprovada. 

Romanos e colaboradores (2002) relataram que extratos de algas marinhas da 

região costeira do sudeste do Brasil foram capazes de inibir a formação de 

sincício induzido pelo HTLV-1 em células HeLa após co-cultivo com células 

infectadas pelo HTLV-1 de linhagem contínua. Os quatro extratos testados 

apresentaram atividade em baixas concentrações e baixa citotoxicidade para 

as células testadas, no entanto, esta ação antiviral não pode ser atribuída a 
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uma molécula específica e sim a mistura de compostos presentes no extrato 

das algas testadas.  

 

Mansouri e colaboradores (2009) realizaram um estudo mais detalhado, 

demonstrando a atividade anti-HTLV-1 exercido pela proteína PAP (Pokeweed 

Antiviral Protein), uma N-glicosidase derivada da planta Phytolacca americana 

(Erva-de-Laca ou Erva-dos-Cachos-da-Índia) com extenso poder antiviral já 

descrito, devido a sua potente atividade de depurinação.  

 

Neste estudo foi demonstrado que PAP é capaz de inibir a expressão gênica 

de HTLV-1 em nível transcricional e traducional, através de indução da 

degradação de mRNAs virais e inibição da tradução de mRNAs  de proteínas 

Gag em células Jurkat transfectadas transientemente com clone proviral do 

HTLV-1. No entanto, este efeito de PAP foi observado em menor magnitude em 

células MT-2 que são permanentemente infectadas pelo HTLV-1.  

 

 Em 2004, Sonoda e colaboradores realizaram um estudo com extrato de chá 

verde que foi ministrado a pacientes infectados pelo HTLV-1 assintomáticos, 

por ingestão diária de cápsulas deste extrato de chá verde por 5 meses. Os 

pacientes foram acompanhados mensalmente e classificados como de alta e 

baixa carga proviral. Após o quinto mês, houve uma diminuição 

estatisticamente significativa da carga proviral de pacientes assintomáticos do 

grupo de alta carga proviral.  
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Os autores avaliaram igualmente o perfil cromatográfico do extrato de chá 

verde utilizado neste estudo e verificaram uma alta concentração de 

compostos polifenólicos (SONODA et al, 2004).  

 

Em estudo anterior (LI et al., 2000), foi demonstrado que compostos 

polifenólicos provenientes do extrato de chá verde induziam apoptose de 

linfócitos T provenientes de pacientes com ATL. Os mecanismos pelos quais 

estes compostos polifenólicos atuam ainda não foram completamente 

elucidados, no entanto, permanece a hipótese de uma possível atividade 

antiviral destes compostos no contexto da infecção pelo HTLV-1.   

 

  1.9 Compostos Polifenólicos: Quercetina e Kaempherol   

 

A 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one (quercetina) e 

3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one (kaempherol) são 

compostos polifenólicos classificados no grupo dos flavonóides que têm sido 

amplamente estudados no intuito de avaliar seu potencial terapêutico em vários 

processos patológicos como câncer, doenças cardiovasculares, aterosclerose e 

distúrbios hepáticos (MOREIRA et al., 2004 apud CRESPO et al., 2008).  

 

Estes compostos podem ser encontrados naturalmente em frutas e vegetais, 

componentes da dieta humana. Os três grupos químicos associados com o seu 

poder antioxidante são: (1) o grupo catecol, que consiste em duas hidroxilas 

(OH) na posição orto (uma ao lado do outra) ligadas a um anel benzênico; (2) o 

grupo C=O, que consiste no carbono do anel ligado duplamente ao oxigênio e 

(3) os grupos hidroxilas (OH) próximos ao grupo C=O (WANG et al., 1999).  
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Quercetina Kaempherol

Estrutura química dos compostos polifenólicos

 

Figura 9 – Estrutura química da quercetina e do kaempherol .  

 

Vários estudos têm verificado as ações terapêuticas dos flavonóides quercetina 

e kaempherol, que se destacam por seu poder antioxidativo, antiinflamatório, 

imunomodulatório e, ainda, antiviral.  

 

Um estudo realizado por Oliveira e colaboradores em 1999 buscou avaliar a 

capacidade antioxidante de diversos compostos polifenólicos flavonóides. 

Dentre os flavonóides pesquisados, os melhores resultados foram obtidos com 

a quercetina metilada e a acetilada. Crespo e colaboradores em 2008 

observaram que tanto a quercetina quanto o kaempherol atuam na regulação 

de enzimas antioxidantes como a superóxido desmutase (SOD) que é capaz de 

catalizar a neutralização do radical superóxido (O2
*) e, igualmente, a catalase e 

a glutationa peroxidase que transformam H2O2 em H2O. A quercetina, em 

especial, foi capaz de aumentar a expressão de SOD em células hepáticas. O 

kaempherol e a quercetina foram capazes de diminuir a geração de espécies 

reativas ao oxigênio e nitrogênio (ROS/RNS) em células hepáticas, 
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demonstrando sua elevada capacidade antioxidante. Este resultado foi 

corroborado por outros estudos que também confirmaram o potencial 

antioxidante destes compostos polifenólicos em astrócitos e macrófagos 

humanos (SHARMA, et al., 2007; HÄMÄLÄINEN et al., 2007; KAWAI, et al., 

2008).  

 

Apesar de sua potente atividade antioxidante, ainda não está claro se os 

flavonóides são absorvidos após a ingestão e distribuídos aos locais do 

organismo onde são necessitados. A microbiota indígena parece ter 

participação no metabolismo dos flavonóides, convertendo-os em metabolitos 

que chegam a circulação sanguínea (KUBO et al., 2006). Segundo Olthof e 

colaboradores, quercetina geralmente é metabolizada em acidos fenilacéticos 

(ácido 3-hidroxifenilacético, ácido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético e ácido 3,4-

dihidroxifenilacético) que não apresentam as propriedades antioxidantes que 

quercetina apresenta. Assim, a ingestão de flavonóides não seria a melhor via 

de administração.   

 

No entanto, uma vez na corrente sanguínea, quercetina é capaz de exercer sua 

atividade antioxidante, imunomodulatória e neuroprotetora no cérebro uma vez 

que este composto e seus conjugados (glicosilado e glucoronizado) 

apresentam alto índice de hidrofobicidade, ou seja, são extremamente 

lipofílicos, permitindo a sua passagem pela barreira hemato-encefálica 

(YOUDIM et al., 2004a, YOUDIM et al., 2004b, DAJAS et al., 2003).  
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Os flavonóides quercetina e kaempherol têm mostrado igualmente atividade 

como agentes antiinflamatórios atuando na inibição da biossíntese de 

eicosanóides envolvidos em processos inflamatórios via atividade anti-radicalar 

e antiperoxidante (LARSON, 1988 apud SHARMA et al., 2007). Min e 

colaboradores em um estudo atual (2007) verificaram que a ação 

antiinflamatória da quercetina estaria associada à atenuação de NF-κB e p38 

MAPK, moléculas importantes na regulação de expressão de citocinas e 

consequentemente, fundamentais para o processo inflamatório. Neste estudo, 

foi observado que a quercetina foi capaz de diminuir a expressão de genes  de 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8 em mastócitos humanos. Estes resultados são 

extremamente relevantes uma vez que TNF- α está comprovadamente 

associada à imunopatogênese de HAM/TSP (OSAME, 2002) e IL-1β, ao dano 

neuronal em diversas enfermidades neurológicas (SHARMA, et al., 2007).  

 

Resultados semelhantes aos observados por Min e colaboradores foram 

confirmados em outros estudos (SHARMA, et al., 2007; HÄMÄLÄINEN et al., 

2007). Sharma e colaboradores em 2007 desafiaram astrócitos humanos com 

IL-1β, no intuito de simular uma lesão neuronal. Ao mesmo tempo, os astrócitos 

desafiados foram submetidos a tratamento na presença e ausência de 

flavonóides, dentre eles a quercetina. Os flavonóides foram capazes de 

modular a resposta imune de astrócitos humanos, diminuindo: a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e IL-8, a expressão de IP-10 (Proteína 

indutora de interferon) e a expressão de MCP-1 (Proteína quimiotática de 

monócitos) e RANTES.  
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Assim, foi possível verificar que os flavonóides foram capazes de induzir 

proteção para o dano neuronal induzido por IL-1β em astrócitos humanos.  

Hämäläinen e colaboradores, em 2007, verificaram que a quercetina e o 

kaempherol são os mais potentes compostos polifenólicos do grupo dos 

flavonóides com atividade antiinflamatória, inibindo em 90% STAT-1, 80% de 

NF-κB, 89% a produção de óxido nítrico (NO) e acima de 80% de óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS). 

 

Tribolo e colaboradores, em 2007, avaliaram o efeito da quercetina e seus 

metabólitos na expressão de moléculas de adesão e algumas quimiocinas em 

células endoteliais vasculares humanas ativadas (HUVEC). A quercetina e 

seus metabólitos foram capazes de diminuir significativamente a expressão das 

moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1 em células HUVEC, que podem estar 

com a expressão aumentada na superfície celular em processos inflamatórios.  

 

A quimiocina MCP-1 também teve a expressão de seu mensageiro diminuída 

pela presença de quercetina, indicando que este flavonóide tem o potencial de 

diminuir o recrutamento de monócitos para o foco inflamatório. Em modelo 

experimental de asma alérgica murina, a quercetina também demonstrou um 

potencial na diminuição do recrutamento de eosinófilos e neutrófilos para o foco 

inflamatório, evidenciando igualmente uma modulação da resposta Th2 através 

da diminuição de IL-5 e IFN-γ (ROGERIO, et al., 2007). 

 

Compostos polifenólicos também têm sido pesquisados no sentido de avaliar 

sua atividade antiviral. Já se demonstrou atividade antiviral de flavonóides 
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(quercetina e kaempherol) para HHV-1 (Human herpesvirus 1 – herpes simplex 

1) (CHIANG  et al., 2003; BRUM, 2006) e HAdV-3 (Human adenovirus 3) 

(CHIANG  et al., 2003), para o vírus da cinomose canina (BRUM, 2006) e para 

o retrovírus HIV-1 (HU et al., 1994). Chiang e colaboradores avaliaram que a 

ação antiviral da quercetina observada para HHV-1 e HAdV-3 era direcionada 

para as fases precoces da infecção por estes vírus. Estudos de modelagem 

molecular, utilizando a relação estrutura/atividade de compostos polifenólicos já 

demonstraram que estes compostos apresentam potencial atividade na inibição 

da integrase do HIV-1 (LAMEIRA, et al., 2006). 

 

Considerando os diversos efeitos principalmente antiinflamatórios e 

antioxidantes da quercetina e kaempherol, vários estudos têm demonstrado o 

papel neuroprotetor da quercetina em especial (DAJAS, et al., 2003-A; DAJAS, 

et al., 2003-B; HA, et al., 2003; WANG & JOSEPH, 1999; BRUM, 2006; 

SHARMA, et al., 2007).  

 

Dajas e colaboradores, em 2003 (A), revisaram o papel da quercetina e seu 

efeito de neuroproteção. Foi demonstrado que vários mecanismos de ação 

estão envolvidos na proteção contra danos neuronais, os quais confluem para 

a inibição da peroxidação lipídica exercida pela quercetina. Na figura 10, é 

possível visualizar os efeitos até então conhecidos da quercetina em algumas 

vias que levarão a peroxidação de fosfolípides de membrana e conseqüente 

rompimento de células com dano do tecido neuronal (DAJAS et al., 2003a).  
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Figura 10 – Representação esquemática de um processo isquêmico representando o dano 

neuronal no nível celular e a atuação de quercetina para converter este processo. A falha inicial 

que ocorre no metabolismo mitocondrial (ATP) leva a desregulação do funcionamento das 

bombas iônicas na membrana plasmática e uma liberação massiva de glutamato e 

consequentemente aumentando a entrada de Ca2+. Ocorre então uma ativação das enzimas 

XO, NOS, COX, LOX. Espécies reativas do oxigênio e nitrogênio (ROS/RNS) são produzidas 

em larga escala como O2• -, NO• and H2O2 levando a peroxidação lipídica e ao dano ao DNA 

nuclear. Flavonóides atuam na inibição de várias vias deste processo como demonstrado em 

vermelho na figura (XO, IP3 kinase, LOX, COX, PKC, radicais scavengers e consequentemente 

na peroxidação lipídica). AA = ácido araquidônico; COX = cyclooxigenase; DAG = 

diacylglycerol; IP3 kinase = fosfatidilinositol-3 kinase; LOX = lipoxigenase; mglu = receptores 

metabotrópicos de glutamato; NO = óxido nítrico; NOS = óxido nítrico sintase; PKC = proteína 

kinase C; PL = fosfolípides; PLA2 = fosfolipase A2; XO = xantina oxidase; CI = canal iônico. 
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No contexto da infecção pelo HTLV-1, apenas o estudo de Sonoda e 

colaboradores, em 2004, avaliaram o efeito de compostos polifenólicos (in vivo) 

na carga proviral de indivíduos infectados pelo vírus. É necessário lembrar que 

a carga proviral é mantida ou aumentada parcialmente pela proliferação de 

células infectadas pelo HTLV-1, bem como por sinapses celulares na qual o 

vírus passa via receptor GLUT-1 de uma célula infectada para uma célula não 

infectada. A atuação dos compostos polifenólicos, portanto, pode estar 

relacionada com uma possível atividade antiviral direta como a inibição de 

proteínas virais, mas igualmente na imunomodulação do sistema imune que 

regula a proliferação celular e, consequentemente, a carga proviral dos 

indivíduos infectados pelo HTLV-1.  

 

No entanto, estes compostos estavam acompanhados de outras moléculas que 

compunham o extrato de chá verde ministrado aos pacientes, impossibilitando 

a atribuição da atividade moduladora da carga proviral destes pacientes a estes 

compostos. Faz-se necessário, desta forma, a realização de estudos com 

compostos polifenólicos isolados e purificados para verificar a real contribuição 

destes compostos no contexto da infecção pelo HTLV-1.  

 

Considerando estes achados, no presente estudo foi avaliado o potencial 

antiviral e antiinflamatório (imunomodulatório) dos compostos polifenólicos 

quercetina e kaempherol na infecção pelo HTLV-1. 
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"When choosing between two dilemma, 
 I always like to try the one I've never tried before."  

Mae West (1892-1980) 
 
 
 

Justificativa
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2 JUSTIFICATIVA 

  

Atualmente, a infecção pelo HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1) atinge 

milhões de pessoas em todo o mundo, sendo o Brasil um dos países mais 

acometidos por casos de infecção pelo vírus. A grande maioria dos indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 pode permanecer assintomática por toda vida. Já uma 

parcela destes indivíduos pode desenvolver doença de natureza neoplásica, a 

Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (ATL), ou ainda, pode desenvolver 

doença de natureza degenerativa inflamatória, a Mielopatia Associada ao 

HTLV-1/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP). Apesar de uma pequena 

parcela dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentarem manifestações 

clínicas características de ATL ou HAM/TSP, ambas apresentam morbidade 

inquestionável, tendo a primeira uma expectativa de vida muito baixa para o 

paciente com o quadro instalado e a segunda, seqüelas graves. A HAM/TSP 

apresenta algumas características iniciais que podem permanecer por longo 

tempo, como distúrbios sensoriais, disfunção esfincteriana, “fraqueza”, 

inflexibilidade, dor lombar, impotência sexual e principalmente manifestações 

neuronais e motoras, como hiper e hiporreflexias além de paraparesia 

espástica, com conseqüente comprometimento ou perda de movimento dos 

membros inferiores (Osame,1986). Depois do estabelecimento de HAM/TSP, a 

estimativa é que 50% dos indivíduos serão dependentes de cadeiras de rodas 

(TAYLOR, 1998), o que caracteriza esta doença como de alta gravidade. 
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Considerando a gravidade do quadro clínico apresentado pelos indivíduos 

infectados pelo HTLV-1, especialmente no que se refere à cronificação e 

instalação do quadro de HAM/TSP, faz-se necessário buscar respostas para os 

questionamentos atuais sobre os mecanismos imunopatogênicos envolvidos no 

processo de cronificação e evolução clínica da infecção pelo HTLV-1. 

Especialmente é imprescindível o estudo de drogas que possam atuar em 

tratamentos eficazes para HAM/TSP que tenham atuação tanto antiviral quanto 

antiinflamatória, bem como neuroprotetora.  

 

Contrastando com a gravidade desta doença, há uma escassez marcante de 

estudo com o objetivo de avaliar novas abordagens terapêuticas anti-HTLV-1, 

sendo estudos clínicos de teste de drogas ainda incipientes. Os poucos testes 

clínicos desenvolvidos recentemente não têm revelado resultados 

esperançosos para uma terapia anti-HTLV-1. Assim, entre os grandes desafios 

encontrados pelos pesquisadores envolvidos na pesquisa do HTLV-1, destaca-

se a busca por tratamentos eficazes para o acompanhamento clínico de 

pacientes infectados pelo HTLV-1 portadores de enfermidade, uma vez que a 

intervenção terapêutica em estágios recentes de manifestação clínica pode ser 

crucial para sua qualidade de vida e sobrevivência destes pacientes.   

 

Adicionalmente, estudos sobre os mecanismos imunopatogênicos envolvidos 

no processo de tratamento de HAM/TSP não estão elucidados com detalhe. 

Alguns estudos têm relatado a eficácia terapêutica de compostos polifenólicos 

no tratamento de doenças com envolvimento inflamatório, auto-imune e ainda 

com dano neuronal. O estudo de flavonóides como o kaempherol e a 
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quercetina tem demonstrado que estes compostos polifenólicos apresentam 

atividade antiiflamatória, antiviral, antioxidante e ainda, neuroprotetora. No 

entanto, são escassas e incipientes as informações sobre a atividade anti-

HTLV-1 destes compostos. Um dos únicos trabalhos desenvolvidos até o 

momento com polifenólicos e HTLV-1 verificou o efeito da ingestão diária de 

cápsulas de chá verde na carga proviral de indivíduos infectados pelo HTLV-1 

assintomáticos apresentando diferentes magnitudes de carga proviral. Neste 

estudo, pacientes assintomáticos apresentando elevada carga de DNA proviral 

apresentaram uma diminuição de sua carga proviral após o quinto mês de 

ingestão do extrato de chá verde.  

   

No intuito de responder a diversos questionamentos que surgem acerca da 

infecção pelo vírus, em especial o HTLV-1, o GIPH vem desenvolvendo vários 

estudos multidisciplinares. No presente estudo, foi avaliada a atividade antiviral 

e antiinflamatória dos compostos polifenólicos quercetina e kaempherol em 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes infectados 

pelo HTLV-1 assintomáticos e com HAM/TSP e ainda a sua atividade antiviral 

em células permanentemente infectadas pelo HTLV-1, a linhagem celular MT-

2. 
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"A pessimist sees the difficulty in every opportunity; 
 an optimist sees the opportunity in every difficulty."  

Sir Winston Churchill (1874-1965) 
 
 

Objetivos 
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3 OBJETIVOS 

 

 3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a atividade antiviral e imunomodulatória dos compostos polifenólicos 

quercetina e kaempherol no contexto da infecção pelo HTLV-1. 

  

 3.2 Objetivos Específicos 

 

3.2.1 Avaliar a viabilidade de células mononucleares do sangue circulantes 

(PBMC), células MT-2 e células THP-1, na presença dos compostos 

polifenólicos quercetina e kaempherol, para avaliar a citotoxicidade destes 

compostos.  

 

3.2.2 Avaliar a acumulação de mRNAs virais e a expressão de proteínas virais 

em células MT-2, permanentemente infectadas pelo HTLV-1 na presença dos 

compostos polifenólicos quercetina e kaempherol, no intuito de verificar sua 

atividade antiviral. 

 

3.2.3 Avaliar o perfil da superfície de células MT-2 na presença de quercetina e 

kaempherol utilizando Microscopia de Força Atômica, no intuito de buscar 

alterações promovidas pelas drogas, incluindo o brotamento de partículas 

virais.  
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3.2.4 Avaliar o impacto da quercetina na produção de citocinas e na 

proliferação de PBMC e células THP-1 estimuladas, para avaliar o potencial 

imunomodulatório deste composto. 
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"Make everything as simple as possible,  
but not simpler."  

Albert Einstein (1879-1955) 
 

 

Material e Métodos  
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 4 MATERIAL E MÉTODOS 
  

 4.1 Estratégia Metodológica 

Citotoxicidade (1) Azul de Tripan

A. Ativiral (2 e 3)

Acumulação de mRNA (2)

Proteínas virais (2) Western blot

RT-PCR 
em Tempo Real

Integridadede membrana

A. Antiinflamatória (4)

Partículas virais (3)

Acumulação de mRNA 
IFN-γγγγ

PCR
convencional

AFM

Produção de citocinas CBA

Proliferação de PBMC Ensaio de MTT

Objetivos Princípio Método

Alteraçõesna superfície
Celular (3)

AFM

PBMC
THP-1
MT-2

MT-2

MT-2

THP-1

MT-2

PBMC

PBMC

Tipo celular

MT-2

-

-

PMA

RecTax

PHA

Estímulo

Estratégia metodológica utilizada para atingir os quatro objetivos propostos neste trabalho

 

Figura 11 – Representação esquemática da estratégia metodológica para o desenvolvimento 

dos 4 objetivos específicos desta tese de doutorado. Para alcançar o objetivo especifico 1, a 

citotoxicidade dos compostos polifenólicos quercetina e kaempherol foi avaliada através da 

verificação de integridade de membrana pelo método de azul de trypan.  Para alcançar o 

objetivo especifico 2, foi avaliada a acumulação de mRNAs e proteínas virais em células MT-2 

tratada com quercetina e kaempherol por PCR em tempo real e western blot, respectivamente. 

Para atingir o objetivo específico 3, foi avaliada a presença de partículas virais em brotamento 

e alterações na superfície de células MT-2 tratada com quercetina e kaempherol por 

Microscopia de Força Atômica (AFM). Para atingir o quarto e último objetivo específico, foi 

avaliada a acumulação de mRNA  de IFN-γ por PCR convencional em THP-1 estimuladas com 



 

68 

 

PMA, a produção de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA) em PBMC estimulados com 

RecTax e a proliferação celular pelo ensaio de MTT em PBMC estimulados com PHA.      

  

 4.2 Reagentes  

 

 4.2.1 Quercetina e Kaempherol 
 

Para a avaliação da atividade de quercetina e kaempherol (Sigma-Aldrich, S.L., 

Missouri, USA), estas drogas foram diluídas em dimetil sulfuxido (DMSO – 

Merck, Alemanha) em solução estoque de 100mM, aliquotadas em volumes de 

50 µL cada alíquota e mantidas a -20ºC. No momento da incubação com os 

três tipos celulares aqui testados (ver item 4.3), uma alíquota da solução 

estoque de quercetina e kaempherol (100mM) foram diluídas em RPMI e 

empregadas nas concentrações propostas (0,001 – 100 µM). A concentração 

de DMSO nas culturas não ultrapassou a 0,05%, o que é considerado como 

não tóxico para cultura de células humanas.    

 

 4.2.2 Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) - Estimulação 

inespecífica do sistema imune 

 

Para a avaliação da atividade imunomodulatória de quercetina, 

especificamente na acumulação de mRNA codificador de IFN-γ em células 

THP-1 (ver item 4.4 e 4.6.3), foi utilizado um estímulo inespecífico do sistema 

imune capaz de induzir IFN-γ, o forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). O PMA 

(Sigma-Aldrich, S.L., Missouri, USA) foi diluído em solução salina fosfatada 
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(PBS), solução estoque de 1 µg/mL e mantidas a -20ºC. No momento do uso, 

PMA foi diluído em RPMI e empregado na concentração de 10 ng/ml de cultura 

de células THP-1.  

  

 4.2.3 RecTax – Estimulação específica do HTLV-1 

 

Para verificar a produção de citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 (ver 

item 3.8) frente à estimulação específica do HTLV-1, foi utilizado um antígeno 

recombinante da proteína Tax produzido em nosso laboratório por Martins e 

colaboradores (2008). Este antígeno recombinante é resultado da clonagem da 

porção C-terminal da proteína Tax do HTLV-1 (sequência de aminoácidos de 

240 to 350) que foi expressa em vetor pQE32-His (Qiagen, Alemanha) em E. 

coli M15. O produto da expressão foi fracionado por cromatografia em coluna 

de quelato de níquel (Qiagen, Alemanha) e posteriormente foi confirmada a 

presença da proteína denominada RecTax (14 KDa.) por western blot. RecTax  

foi mantida a – 20ºC em solução estoque à 844ng/mL. No momento do uso, 

alíquotas da proteína foram descongeladas em gelo e diluídas em RPMI a 250 

ng/ml na cultura de PBMC na hora da incubação.        

 

 4.2.4 Fitohemaglutinina (PHA) 

 

Para a indução da proliferação celular, foi utilizada a Fitohemaglutinina (PHA), 

um conhecido indutor de proliferação celular. O PHA (Sigma-Aldrich, S.L., 

Missouri, USA) foi diluído em solução salina fosfatada (PBS) e mantido a – 
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20ºC em solução estoque à 1,25mg/mL. Para a realização dos experimentos, o 

PHA foi empregado na concentração de 2,5µg/ml na cultura de PBMC em meio 

RPMI.      

 

 4.3 Tipos celulares  

 

PBMC MT-2 THP-1

Ausência de infecção
HTLV-1

Células Transformadas
Linhagem contínua

Tipos Celulares avaliados

Ensaio de exclusão por azul de Trypan
 

 

Figura 12 – Representação esquemática dos tipos celulares estudados neste trabalho para o 

ensaio de viabilidade pelo método de azul de trypan. O foco deste trabalho são células MT-2, 

que se apresentam permanentemente infectadas pelo HTLV-1 de linhagem contínua. As 

células THP-1 são células que tem como origem a linhagem monocítica/macrofágica e não são 

infectadas ou transformadas pelo HTLV-1. Estas células foram utilizadas como controle de 

viabilidade para células de linhagem contínua. Células mononucleares do sangue circulantes 

(PBMC) de indivíduos não infectados também foram incluídas para avaliar a citotoxicidade das 

drogas em células não-transformadas e não infectadas. 

 

 4.3.1 MT-2 e THP-1 
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A linhagem celular MT-2 é composta por uma população de linfócitos derivada 

de células linfloblatóides de cordão umbilical co-cultivadas com células 

leucêmicas provenientes de um indivíduo infectado pelo HTLV-1 portador de 

ATL (ROMANOS et al., 2002, MIYOSHI et al., 1981). A linhagem celular THP-1 

é uma linhagem monocítica humana derivada de neoplasia sanguínea (ATCC). 

A manutenção das células MT-2 e THP-1 foi feita por repiques semanais. 

Ambas as linhagens crescem em suspensão.  

 

De forma resumida, as células foram semeadas em frascos de cultura de tecido 

de 75cm2, com meio RPMI contendo 20% de Soro Fetal Bovino (SFB), 50 

µg/ml de gentamicina, 100 UI/ml de penicilina e 0,5 µg/ml de anfotericina B 

para MT-2 e RPMI contendo 10% SFB, 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

streptomicina e 0,5 µg/ml de anfotericina B para THP-1. As células foram 

mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO2, 95% de umidade por 72h para 

favorecer a sua multiplicação. Após o tempo de 72 horas, a suspensão celular 

foi homogeneizada para a eliminação dos grumos e centrifugada por 10 

minutos. As células foram empregadas na concentração de 1 x 106 células/ml 

para a realização dos experimentos com as drogas.  

 

 4.3.3 Critérios de inclusão e classificação de indivíduos para a obtenção 
de amostras de sangue 

 

 Foram empregadas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 

indivíduos que foram submetidos à avaliação clínico-laboratorial na Fundação 

HEMOMINAS. Todos os indivíduos foram triados e avaliados para a presença 

de anticorpos para Hepatite B e C, HIV, Sífilis, doença de Chagas e HTLV-1/2 
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por diferentes metodologias. Os indivíduos que apresentaram sorologia positiva 

para qualquer dos itens citados, com exceção do HTLV-1, bem como mulheres 

grávidas e indivíduos utilizando cortico-terápicos não foram incluídos no 

estudo. Os indivíduos que foram classificados como infectados pelo HTLV-1 

foram submetidos a uma avaliação clínica na fundação HEMOMINAS sendo 

posteriormente classificados como Assintomáticos (n=3) ou como portadores 

de HAM/TSP (n=3) (figura 13). Os indivíduos que apresentaram sorologia 

negativa para todos os patógenos acima na triagem realizada na Fundação 

HEMOMINAS foram classificados como não infectados e representam o grupo 

controle para os ensaios de avaliação de proliferação celular (n=4) (figura 13). 

O PBMC de outros dois indivíduos soronegativos para o HTLV-1 foram também 

avaliados neste estudo para análise do perfil de citocinas após a estimulação 

com RecTax e quercetina (ver item 4.8.1).   

 

Soronegativos
N=4

Asintomáticos
N=3

Soropositivos
N=6

HAM/TSP
N=3

Pacientes avaliadosno ensaio de proliferação induzida por PHA

 

 

Figura 13 – Fluxograma dos indivíduos avaliados pelo ensaio de proliferação celular induzido 

pelo PHA (ver item 3.9).  Os indivíduos soropositivos para HTLV-1 foram submetidos a uma 

avaliação clínica na fundação HEMOMINAS sendo posteriormente classificados como 

Assintomáticos (n=3) ou como portadores de HAM/TSP (n=3). Os indivíduos que apresentaram 

sorologia negativa para todos os patógenos testados na triagem realizada na Fundação 

HEMOMINAS foram classificados como não infectados (n=4). 
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Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais e da Fundação HEMOMINAS (anexo 7.3). Todos os 

indivíduos que preencheram os critérios acima foram convidados para 

participar desta pesquisa, assinando necessariamente o Termo de 

Consentimento Livre Esclarecido – TCLE (anexo 7.2). Os indivíduos que 

assinaram o TCLE ficam livres para retirar sua participação da pesquisa a 

qualquer momento do desenvolvimento do trabalho.  

 

 4.3.4 Obtenção de Células Mononucleares Circulantes do Sangue 
(PBMC). 

  

A partir de 5ml de sangue total dos participantes do estudo, a separação de 

linfócitos foi feita através do gradiente de Ficoll-Paque  (Pharmacia Biotech). 

Brevemente, o sangue foi coletado em heparina e após a separação do plasma 

por centrifugação, ao restante, foi acrescentado volume suficiente de RPMI 

para completar o volume para 6 ml. Este sangue foi então adicionado a um 

tubo contendo 6 ml de Ficoll-Paque, e centrifugado à 3000 rpm por 30 

minutos à temperatura ambiente.  

 

Após a separação das fases pelo gradiente de Ficoll-Paque, a fase 

correspondendo ao PBMC foi aspirada por pipeta Pasteur e transferida para 

outro tubo limpo. Para a lavagem, foi acrescentado RPMI numa quantidade 

igual a três vezes do volume de PBMC obtido. O PBMC foi homogeneizado 

nessa solução e, então, nova centrifugação foi feita para a sedimentação das 

células.  
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 4.5 Avaliação da viabilidade celular - Ensaio de Trypan Blue 

 

Cada poço de uma placa de 96 poços foi semeado com 200.000 células (THP-

1, MT-2 e PBMC) em 100µL de meio RPMI a 10% de SFB suplementado com 2 

mM de L-Glutamina, 50 µg/mL de gentamicina, 100 UI/mL de penicilina e 0,5 

µg/ml de anfotericina B para MT-2 e meio RPMI a 10% de SFB suplementado 

com 2 mM de L-Glutamina adicionado de 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL 

de streptomicina e 0,5 µg/mL de anfotericina B para THP-1 e PBMC. As células 

foram colocadas na presença e na ausência (controle) dos compostos 

polifenólicos quercetina e kaempherol na concentração final de (0,001; 0,01; 

0,1; 1,0; 10,0; 50,0; 100,0 µM). A placa foi mantida por 24 horas em estufa de 

CO2 (5%) a 37oC.  

 

Após 24 horas de cultivo, as células foram diluidas em reagente de Trypan a 

0,2% na proporção de 1:10. As células não coradas de azul foram contadas 

como viáveis para as diferentes amostras testadas utilizando camara de 

Neubauer.  Os resultados foram expressos em percentual de viabilidade em 

relação ao controle sem drogas.  

 

 4.6 Avaliação de mRNAs virais e humanos 

 4.6.1 Cultura de MT-2 na presença das drogas 
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Células MT-2 (1.000.000 células) foram incubadas em meio RPMI a 10% de 

SFB suplementado com 2 mM de L-Glutamina, 50 µg/ml de gentamicina, 100 

UI/ml de penicilina e 0,5 µg/ml de anfotericina B em poços de placa com 24 

poços na presença e na ausência (controle) dos compostos polifenólicos 

quercetina e kaempherol na concentração final de (0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 

50,0; 100,0 µM). A placa foi mantida por 24 horas em estufa de CO2 (5%) a 

37oC. Após o período de incubação, foi feita a extração de macromoléculas: 

RNA total para a avaliação de acumulação de mRNAs virais (item 3.6.2 e 3.6.3) 

e proteína total para avaliação da reatividade de proteínas virais por western 

blot (item 4.7).  

 

Para a extração, as células foram lavadas duas vezes em PBS 1X com o uso 

de centrifugação (800 Х g, 10 minutos a 4ºC) e descarte do sobrenadante. 

Após a última lavagem o sedimento foi ressuspendido em reagente Trizol 

(Invitrogen, Auckland, Nova Zelândia), seguindo-se rigorosamente o protocolo 

fornecido nas instruções do fabricante para extração de RNA e proteínas.  

 

 4.6.2 Cultura de THP-1 na presença das drogas e PMA 
 

 

Células THP-1 (1.000.000 células) foram incubadas em meio RPMI a 10% de 

SFB suplementado com 2 mM de L-Glutamina adicionado de 100 UI/mL de 

penicilina, 100 µg/mL de streptomicina e 0,5 µg/mL de anfotericina B em poços 

de 24 poços na presença e na ausência (controle) de PMA a uma concentração 

final de 10 ng/mL no poço. Após 4 horas de incubação em estufa de CO2 (5%) 

a 37oC, o sobrenadante foi retirado e as células foram novamente incubadas 
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em meio RPMI suplementado na presença e na ausência (controle) de 

quercetina na concentração final de (0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 50,0; 100,0 

µM). A placa foi mantida por 24 horas em estufa de CO2 (5%) a 37oC. Após o 

período de incubação, foi feita a extração de macromoléculas: RNA total para a 

avaliação de acumulação de mRNA codificador de IFN-γ. A extração foi feita 

conforme descrito para células MT-2.  

 

 4.6.3 Transcrição reversa seguida de reação em cadeia da 
polimerase 

 

 

As amostras de RNA de MT-2 e THP-1 (1,0 x 106 células) foram extraídas com 

reagente de Trizol (Invitrogen, Auckland, New Zealand) conforme o protocolo 

do fabricante. RNA total de MT-2 e THP-1 foi utilizado como molde para a 

produção de cDNA das amostras tratadas com as diferentes concentrações de 

flavonóides. O RNA (5µL) foi incubado com  o iniciador Oligo-DT15 (Promega, 

WI, USA) a 70°C por 10 minutos e, logo em seguida, incubado em gelo por 5 

minutos. Subsequentemente, foi adicionado às amostras água livre de 

nuclease (tratada com Dimetil pirocarbonato), MgCl2 2,5mM,  dNTP´s 1 mM, 

inibidor de RNAse 20UI, Transcriptase Reversa e tampão InProm-II (Promega, 

WI, USA), sendo as amostras  incubadas em Termociclador (PTC-100TM - MJ 

Research,Inc) de acordo com o programa a seguir: 5 minutos à 25°C, 60 

minutos à 42°C, 15 minutos à 70°C. O cDNA foi armazenado à 4°C até o 

momento do uso. 
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 4.6.3 PCR em tempo real para avaliação da acumulação de mRNA 

de gag-pol e tax-rex. 

  

Para a avaliação dos mRNAs virais, foi feita a avaliação de mRNA de gag-pol e 

tax-rex conforme descrito por Li e Green (2007). O cDNA das amostras de MT-

2 foram amplificados utilizando iniciadores específicos para a amplificação dos 

genes virais gag-pol e tax-rex por PCR em tempo real. O cDNA (200 ng) de 

cada amostra foi adicionado de uma mistura para a reação de PCR em tempo 

real, o POWER SYBR GREEN PCR MASTER MIX (Applied Biosystems, USA) 

e os iniciadores (5pM): gag-pol 5' – GAG GGA GGA GCA AAG GTA CTG -3' e 

5' – AGC CCC CAG TTC ATG CAG ACC – 3'; tax-rex 5' – ACC AAC ACC ATG 

GCC CA - 3' e 5' – GAG TCG AGG GAT AAG GAA C - 3'; gapdh 5’ – ACG ACC 

AAA TCC GTT GAC TC - 3’ e 5’- ACA GTC AGC CGC ATC TTC TT - 3’. A 

PCR em tempo real foi realizada utilizando o aparelho APPLIED – 

BYOSISTENS, 7300 Real Time PCR System (Fundação HEMOMINAS), com 

as seguintes condições: 50º C por dois minutos, 95º C por 5 minutos, seguido 

de 45 ciclos de 95º C por 30 segundos, 57º C por 30 segundos e 72º C por 45 

segundos. 

 

Após análise dos dados, os valores relativos ao controle de DMSO de 

acumulação de mRNA virais para cada amostra foram obtidos. O valor relativo 

obtido para cada amostra foi dividido pelo valor de GAPDH (normalizador) de 

cada amostra. 
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 4.6.4 PCR convencional para avaliação da acumulação de mRNA 
de β-actina e inf-γ. 

 

Para os genes humanos β-actina e inf-γ, 2µl do cDNA obtido de THP-1 e MT-2 

(só β-actina) foi adicionado de uma mistura para a reação de PCR composta 

por água livre de nuclease, 2,0mM de MgCl2 para inf-γ e 3,5mM de MgCl2 para 

β-actina, 1mM de dNTP (Promega, WI, USA), 2UI deTaq polimerase, tampão 

1x de Taq polimerase e os iniciadores para β-actina: ACT A(5' – TCA CCC 

AGA GTG TGC CCA TCT ACG A - 3') and ACT B(5' – CAG CGG AAC CGC 

TCA TTG CCA ATG G - 3'); e para a reação de ifn-γ: IFN A (5'- AGT TAT ATC 

TTG GCT TTT CA- 3') and  IFN B (5'- AAG CTG ACT AAT TAT TCG GT- 3'). A 

mistura da reação para ifn-γ foi incubada em termociclador (PTC-100TM - MJ 

Research,Inc) de acordo com o programa a seguir: 3 minutos à 95°C, 35 ciclos 

de 60 segundos à 95°C, 60 segundos à 45°C, 60 segundos à 72°C e um passo 

final de extensão de 10 minutos à 72°C.  Para β-actina o mesmo termociclador 

foi utilizado de acordo com o seguinte programa: 5 minutos à 95°C, 25 ciclos de 

30 segundos à 95°C, 30 segundos à 60°C, 30 segundos à 72°C e um passo 

final de extensão de 7 minutos à 72°C.   

 

O gene codificador da β-actina humana foi aqui utilizado como normalizador 

para a avaliação da acumulação de mRNA humano e virais. O produto da PCR 

foi armazenado à 4°C e avaliado em gel de agarose (1,2%) seguida da 

coloração por brometo de etídeo. A densitometria das bandas capturadas em 

sistema fotográfico foi feita utilizando o programa Imagequant versão 3.0. O 
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valor de intensidade de banda obtido para inf-γ para cada amostra foi dividido 

pelo valor de β-actina desta mesma amostra. 

 

 4.7 Ensaio de Western para a avaliação da expressão de proteínas 

virais na presença de diferentes concentrações de quercetina e 

kaempherol.  

 

 4.7.1 Fracionamento eletroforético e transferência das proteínas.  

 

Células MT-2, após incubação com diferentes concentrações de quercetina e 

kaempherol, foram coletadas e processadas para a obtenção de proteínas 

totais, conforme descrito no item 4.6.1.  

 

Cerca de 20µg de proteínas totais de cada amostra foram fracionados em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% a 100V por 1,5h e transferidos para 

membrana de nitrocelulose, conforme protocolo de “Kit Bio-Rad transferency” 

(Bio-Rad laboratories, USA). Foi igualmente aplicado no SDS-PAGE, um 

padrão de massa molecular para a identificação das proteínas (Full-Range 

Rainbow Molecular Weight Markers, Amershan, GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK). Após a transferência, as membranas foram bloqueadas 

por 18 a 20 horas a 4ºC, utilizando TBS 1X contendo 5% de leite em pó 

desnatado. 
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 4.7.2 Reação com anticorpos e revelação.  
 

Para a reação com anticorpos primários, as membranas foram primeiramente 

lavadas três vezes em TBS 1X contendo 0,05% de Tween-20 (solução 

TBS/Tween). As incubações com o anticorpo anti-antígenos do HTLV-1 foi feita 

com o uso de uma mistura de soros de indivíduos soropositivos para HTLV-1 

conhecidamente reatores no ensaio de western blot aqui utilizado. Esta mistura 

de soros foi diluída à 1:200 de acordo com padronização prévia e incubada por 

12 a 14 horas a 4ºC. Após a incubação, as membranas foram incubadas com 

anticorpos anti-IgG anti-humano conjugado com fosfatase alcalina diluído à 

1:30.000 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), por 1 hora a temperatura ambiente. 

Em seguida, as membranas foram reveladas com substrato para fosfatase 

alcalina (Promega, Wisconsin, USA) por no máximo 30 minutos. A 

densitometria foi realizada utilizando o programa ImageQuant versão 3.0.  

 

 4.8 Microscopia de Força Atômica 

 

 4.8.1 Cultura de MT-2 na presença de quercetina e kaempherol e 

preparação de lâminas para Microscopia de Força Atômica. 

 

Células MT-2 (1.000.000 células) foram incubadas em meio RPMI a 10% de 

SFB suplementado com 2 mM de L-Glutamina, 50 µg/ml de gentamicina, 100 

UI/ml de penicilina e 0,5 µg/ml de anfotericina B em poços de placa com 24 

poços na presença e na ausência (controle) dos compostos polifenólicos 
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quercetina e kaempherol na concentração final de 100,0 µM. A placa foi 

mantida por 24 horas em estufa de CO2 (5%) a 37oC.  

 

Após o período de incubação, as células foram homogeneizadas dentro do 

poço e transferidas para um aparato de citospin. Lâminas redondas de 13 mm 

de diâmetro (Marca) foram exaustivamente lavadas e tratadas com poli-L-Lisina 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e deixadas para secar sobre fluxo 

laminar. O aparato de citospin foi preparado com estas lâminas antes da 

transferência das células MT-2 para o aparato. As células foram centrifugadas 

sobre a lâmina (1000 X g, 15 minutos, 18ºC) e posteriormente foram 

desidratadas com concentrações sucessivas de etanol (30, 50 e 70%). As 

células foram fixadas com metanol 100% a 4ºC e deixadas para secar sobre 

fluxo laminar.    

 

 4.8.2 Análise de Imagens obtidas por Microscopia de Força 

Atômica. 

 

As imagens foram realizadas utilizando-se a técnica de Microscopia de Força 

Atômica, operando o equipamento Nanoscope IIIa AFM (Veeco) no modo de 

contato intermitente (tapping mode) e imagiamento de fase (figura 14). Foram 

utilizadas sondas de silício comerciais (NanosensorsTM, Schaffhausen, Suíça), 

com raio de curvatura nominal de 10nm. 
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Imagem de fase

Contato (Tapping mode)

Topograf ia elevada

Topograf ia baixa

MT-2

Topograf ia elevada

Topograf ia baixa

MT-2

HTLV-1

Superf ície de MT-2

Materiais com composições
diferentes

Materiais com  composições
diferentes

Laser Sonda

Laser

Sonda

Superfície da lâmina

Estratégias de obtenção da imagem na Microscopia de Força Atômica

 

Figura 14 – Estratégia de formação de imagem por microscopia de força atômica. O modo de 

contato (tapping mode) avalia a topografia da amostra através de oscilações da sonda 

longitudinalmente, dando origem a imagem de altura, que representa diferentes desníveis na 

superfície da amostra. A imagem de fase representa as diferentes composições de materiais 

presentes na amostra que são avaliadas pelo contato da sonda. São avaliadas a dureza, 

adesão, fricção e viscoelasticidade, que em conjunto, são representadas na figura com cores 

distintas (HONG-QIANG LI, 1997).   
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 4.9 Avaliação da produção de TNF, IFN-γγγγ, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10  

  

 4.9.1 Cultura de PBMC na presença de RecTax e quercetina  
 

Após a obtenção do PBMC conforme descrito nos itens 4.3.3 e 4.3.4, células 

(200.000) provenientes de dois indivíduos soronegativos foram incubadas em 

meio RPMI a 10% de SFB suplementado com 2 mM de L-Glutamina adicionado 

de 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de streptomicina e 0,5 µg/mL de 

anfotericina B em poços de placa de 96 poços na presença de RecTax a uma 

concentração final no poço de 250 ng/mL. Concomitantemente, quercetina foi 

incubada com PBMC na concentração final de 100 µM no poço. Controles na 

ausência de RecTax e quercetina foram igualmente avaliados para 

comparação na presença de ambos os estímulos. Após 24 horas de incubação 

a 37ºC a 5% de CO2, as células foram avaliadas em sua viabilidade pelo ensaio 

de azul de trypan (ver item 4.5) e o sobrenadante foi coletado para a avaliação 

das citocinas por CBA.    

 4.9.2 Cytometric Bead Array - CBA 
 

Para avaliar as citocinas - IFN-γ, TNF, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-2 – no sobrenadante 

de PBMC cultivado na presença de RecTax (250 ng/µL) e quercetina (100 µM), 

o kit “human Th1/Th2 Cytometric Bead Array kit” (BD Biosciences, California, 

USA) foi utilizado, seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.  

 



 

84 

 

Brevemente, o recipiente contendo as esferas marcadas com anticorpos anti-

citocinas foi homogeneizado vigorosamente e 15 µL de cada uma dos seis 

tipos de esferas foi adicionado para formar o master mix das esferas. Desta 

mistura, 50 µL foram adicionados a 50 µL do sobrenadante de cultura do 

PBMC testado com RecTax e quercetina, com posterior homogeneização 

vigorosa e incubação por 3 horas a temperatura ambiente. As amostras foram 

lavadas por adição de 1 mL de tampão de lavagem (kit) e centrifugadas a  200 

X g por 5 minutos a 18 ºC. O sobrenadante foi aspirado e 50 µL do reagente de 

detecção contendo ficoeritrina foram adicionados a cada tubo contendo as 

esferas. Os tubos foram homogeneizados e posteriormente incubados por mais 

30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas e 

aspiradas como descrito anteriormente e homogeneizadas em volume final de 

300 µL de tampão de lavagem (kit).  

 

A leitura de fluorescência foi feita e analisada em citometro de fluxo 

FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) com interface com Apple 

FACStation. A análise dos dados foi feita utilizando o software de análise para 

citometria FlowJo (FlowJo, Stanford, USA). Como está ilustrado na figura 14,  

as seis citocinas testadas foram diferenciadas de acordo com a fluorescência 

emitida no canal de fluorescência 3 (figura 15 A). Avaliando a intensidade 

média de fluorecência (MFI) apresentada no canal de fluorescência 2 (FL2 – 

figura 15 B) obtida em cada tubo da diluição seriada dos padrões das citocinas, 

uma curva de calibração foi contruída (figura 15C) e com o valor de MFI em 

FL2 obtido para cada amostra, foi possível estimar a concentração de cada 

sobrenadante de cultura de PBMC que foi expressa em pg/mL.  
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Figura 15 – Estratégia de aquisição e análise da fluorescência obtida para cada amostra de 

sobrenadante de PBMC, para as seis citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-2 avaliadas por 

Cytometric Bead Array (CBA). A: As seis citocinas são diferenciadas em histogramas de 

fluorescência que representam a contagem das esferas em função da fluorescência 3 (FL3). B: 
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Gráficos de dot plot representando a intensidade de fluorescência 3, que diferencia as citocinas 

em função da intensidade de fluorescência 2 que corresponde ao reatividade de citocinas com 

as esferas. Uma vez obtida a intensidade de fluorescência (em FL2) para cada citocina, a 

concentração destas citocinas no sobrenadante é estimada, em pg/mL, utilizando a curva de 

calibração (C). 

 
 
 4.10Ensaio de Proliferação celular 

 4.10.1 Cultura de PBMC na presença de PHA e quercetina  
 

 

Após a obtenção do PBMC conforme descrito no item 3.3.4, 200.000 células 

provenientes de 10 indivíduos (figura 13): 4 soronegativos e 6 soropositivos (3 

asintomáticos e 3 HAM/TSP) foram incubadas em quadruplicata em meio RPMI 

suplementado em poços de placa de 96 poços na presença de PHA a uma 

concentração final no poço de 2,5 µg/mL e concomitantemente na presença de 

quercetina à 100 µM. Controles na ausência de PHA e quercetina foram 

igualmente avaliados para comparação na presença de ambos os estímulos. 

Após 72 horas de incubação a 37ºC a 5% de CO2, as células foram avaliadas 

pelo ensaio de MTT. 

 

 4.10.2 Ensaio de MTT 

  
Após 72 horas de cultivo, foram adicionados 20µl da solução de MTT (5mg/ml) 

a cada poço. A placa foi, então, re-incubada por 4 horas em estufa de CO2 

(5%) a 37oC, ao abrigo da luz.  Após o tempo de incubação com o MTT, os 

sobrenadantes dos poços foram retirados e repostos com 150µl/poço de 

Isopropanol em 0,04N de HCl. Em seguida, os cristais intracitoplasmáticos 
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foram solubilizados cuidadosamente por pipetagem (30 vezes). A absorbância 

dos cristais solubilizados no isopropanol foi lida no espectrofotômetro em 

comprimento de onda de 595nm. O percentual de proliferação e inibição da 

proliferação foi calculado através da densidade óptica (D.O.) das amostras que 

foram empregadas nas seguintes fórmulas: 

 

D.O. PHA – D.O. controle celular x 100%
D.O. controle celular

% Proliferação
celular                      =

D.O. PHA – D.O. PHA e Quercetina x 100%
D.O. PHA

% Inibição da
Proliferação

celular                      
=

D.O. Quercetina x 100%
D.O. controle celular

% Viabilidade
celular*
*após 72 horas 

=

 

 

Estas fórmulas representam a regra de três que tem como 100% o controle 

celular, para o calculo da viabilidade e proliferação celular. Para o cálculo da 

inibição da proliferação celular, considerou-se como 100%, a D.O. obtida para 

a amostra de PBMC na presença de apenas PHA.  

  

 

 4.11 Análise estatística 

 

Para a análise dos dados foi utilizado o teste de Wilcoxon, para resultados não 

paramétricos que necessitam de pareamento. Para os dados que 

apresentaram uma distribuição normal, foi utilizado o teste T de Student para 
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dados paramétricos. Para dados que não necessitavam de pareamento foi 

uitilizada Análise de Variância (ANOVA) para dados paramétricos e Kruskal-

Wallis com pos-teste de Dunn`s para dados não-paramétricos. Para as 

correlações, foi utilizado o teste de correlação de Pearson, quando ambos os 

dados foram paramétricos e correlação de Spearman, quando um ou ambos os 

dados apresentaram-se não paramétricos.  

 

O índice expresso em chance foi avaliado a partir da determinação da Razão 

de Verossimilhança (RV). RV = [Média da Razão citocina 1/citocina 2]/ [Média 

da Razão citocina 2/citocina 1] (GREINER et al., 1995; JAESCHKE et al., 

1994). A literatura registra que valores de RV superiores a 10 ou inferiores a 

0,1 originam mudanças grandes e geralmente conclusivas. RV de 5 a 10 e de 

0,1 a 0,2 originam mudanças moderadas, mas às vezes significativas; RV de 2 

a 5 e de 0,2 a 0,5 geram mudanças pequenas, mas às vezes significativas e 

RV de 1 a 2 e de 0,5 a 1 geram mudanças muito pequenas e raramente 

significativas (JAESCHKE et al., 1994).  
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"Every observation passes through three stages.  

First, it is ridiculed.  
Second, it is violently opposed.  

Third, it is accepted as being self-evident."  
 

Adaptado de Arthur Schopenhauer (1788-1860) 
 

 

Resultados 
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5 RESULTADOS  

 

 5.1 Viabilidade de PBMC, células MT-2 e células THP-1 na presença 

dos compostos polifenólicos Quercetina e Kaempherol.  

 

Para a avaliação da viabilidade das amostras, as células MT-2, células THP-1 e 

PBMC foram incubadas por 24 horas com diferentes concentrações de 

quercetina e kaempherol: 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; e 100µM.  Para a avaliação 

de viabilidade foi utilizado o ensaio de azul de Trypan, cujos resultados estão 

ilustrados na figura 16.  
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Figura 16 – Viabilidade celular de PBMC, THP-1 e MT-2 após tratamento por 24 horas com 

quercetina (A) e kaempherol (B) nas concentrações de 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM. A 
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viablidade celular está expressa em percentual da média de células vivas das quadruplicatas 

de dois experimentos independentes, obtido pelo ensaio de azul de trypan, em relação ao 

controle não tratado com drogas. As médias estão expressas em barras com os respectivos 

desvios-padrão para cada tipo celular que podem ser identificados pelas cores na legenda 

abaixo do gráfico. O asterisco (*) indica diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre 

os dois grupos indicados na extremidade do colchete.    

 

Foi possível observar que a viabilidade das células MT-2 foi menor que 100% 

em todas as concentrações de flavonóides avaliadas, contrastando com a 

viabilidade de PBMC que foi de quase 100% para todas as concentrações das 

drogas avaliadas, ou acima de 100%, mostrando leve proliferação celular. A 

viabilidade de MT-2 foi estatisticamente menor que a viabilidade de PBMC 

tanto para quercetina quanto para kaempherol em todas as concentrações 

testadas (p<0,01)  

 

As células THP-1 apresentaram viabilidade intermediária (PBMC > THP-1 > 

MT-2). Para quercetina, as células THP-1 apresentaram viabilidade semelhante 

a viabilidade de PBMC em todas as concentrações testadas com exceção da 

concentração de 100 µM. Para kaempherol, concentrações mais baixas da 

droga apresentaram maior citotoxicidade. Houve diferença estatisticamente 

significativa da viabilidade de PBMC e THP-1 tratadas com kaempherol a 

0,001; 0,01 e 0,1 µM.   Também foi possível verificar na viabilidade dos três 

tipos celulares avaliados que não houve uma diminuição na viabilidade de 

forma dose-resposta para nenhuma das duas drogas. 
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MT-2
Viabilidade (%)

Quercetina Kaempherol

Controle celular 100 (98 - 102) 100 (98 - 102)

Controle DMSO 87 (79 - 96) 87 (79 - 96)

0,001 75 (61 - 99) 49 (43 – 55)

0,01 60 (56 – 64) 70 (56 - 84)

0,1 50 (47 – 53) 54 (51 – 57)

1 54 (45 – 63) 57 (43 – 71)

10 59 (48 – 70) 50 (43 – 57)

100 74 (65 - 85) 62 (48 – 76)

PBMC
Viabilidade (%)

Quercetina Kaempherol

Controle celular 100,0 (97 - 102,9) 100,0 (97 - 102,9)

Controle DMSO 92,36 (87 - 97,6) 92,36 (87 - 97,6)

0,001 112,6 (110 - 115) 99,5 (91 - 107)

0,01 110,2 (104 - 116) 102,6 (95 - 110)

0,1 99,44 (97 - 101) 101,1 (91 - 111)

1 102,3 (96,8 - 107) 98,7 (87 - 110)

10 117,0 (118 - 116) 103,9 (90 - 117)

100 110,5 (88 - 132) 115,5 (86 - 144)

THP-1 Viabilidade (%)

Quercetina Kaempherol

Controle celular 100 (87 - 112) 100 (87 - 112)

Controle DMSO 92.36 (87 - 97.6) 95 (83 - 108)

0,001 99 (91 - 107) 102.2 (99 - 105)

0,01 108 (99 - 117) 52.5 (26 - 80)

0,1 84 (76 - 93) 57.3 (55.7 -59)

1 96 (75 - 116) 103 (69 - 137)

10 111 (95 - 128) 100 (70 - 130)

100 74 (61 - 86) 83 (80 - 86)

A B

C

Viabilidade celular de PBMC, THP-1 e MT-2 na presença de quercetina e 
kaempherol em valores percentuais

 

Figura 17 – Viabilidade de PBMC (A), THP-1 (B) e MT-2 (C) em valores percentuais obtidos 

pelo ensaio de azul de trypan, após tratamento destas células por 24 horas com quercetina e 

kaempherol nas concentrações de 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM e DMSO (0.05%). Os 

valores percentuais foram calculados em relação o controle celular não tratado com as drogas. 

As médias de dois experimentos independentes realizados em quadruplicata foi avaliada 

estatisticamente com intervalo de confiança calculado utilizando desvio-padrão.  
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Figura 18 - Viabilidade das células avaliadas na presença de quercetina (acima) e kaempherol 

(abaixo) em gráficos de barra (A) e as médias das viabilidades de cada tipo celular em gráficos 

de box plot (B). Estes valores foram calculados considerando a contagem de células vivas 

realizada pelo ensaio de azul de trypan, após tratamento destas células por 24 horas com 



 

94 

 

quercetina e kaempherol nas concentrações de 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM O valor de p < 

0,05 indica diferença estatisticamente significativa.    

 

As figuras 17 e 18 mostram os valores percentuais de viabilidade das células 

na presença das drogas testadas demonstrados em tabela (figura 17) e 

igualmente uma análise comparativa pareada da viabilidade apresentada pelos 

diferentes tipos celulares testados (figura 18). A análise dos dados demonstrou 

diferença estatisticamente significativa entre a viabilidade apresentada por 

PBMC e MT-2 tanto para quercetina (p<0,01) quanto para kaempherol 

(p<0,05). Não foi observada diferença estatisticamente significativa entre 

PBMC e THP-1 e MT-2 e THP-1. Estes dados confirmaram a viabilidade 

intermediária apresentada pelas células THP-1 visualizada na figura 18B.  

 

Observou-se uma toxicidade de quercetina e kaempherol estatisticamente 

maior para as células MT-2, para ambas as drogas. Já PBMC, apresentou o 

maior percentual de células viáveis após incubação com as drogas e 

viabilidade superior a 10% em relação ao controle, após tratamento com 

quercetina (0,001; 0,01; 10; 100) e kaempherol (100).  
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5.2 Efeito de Quercetina e Kaempherol na acumulação de mRNAs virais 

em células MT-2. 

 

Para a avaliação da acumulação de mRNAs virais, as células MT-2 foram 

incubadas em diferentes concentrações de quercetina e kaempherol (0,001; 

0.01; 0.1; 1; 10 e 100 µM) por 24 horas. Após as incubações, foi feita a 

avaliação da acumulação de mRNAs virais de gag-pol, rex-tax e mRNA de 

GAPDH (normalizador) por PCR em Tempo Real.  

 

Na figura 19 e 20, estão ilustrados os resultados da acumulação de mRNAs  de 

gag-pol e rex-tax. Os valores são os resultados obtidos para cada um destes 

mRNAs em relação à acumulação do gene normalizador GAPDH.  Os 

resultados foram expressos em valores relativos em relação ao controle de 

DMSO.  
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Figura 19 – Acumulação de mRNA de gag-pol em MT-2 após tratamento por 24 horas com 

diferentes concentrações (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM) de quercetina e kaempherol por 

PCR em Tempo Real. As barras representam o valor relativo da acumulação de mRNA em 

relação ao controle de DMSO, que está representado pelas linhas pontilhadas, das duplicatas 

das diferentes concentrações quercetina (A) e kaempherol (B). O log da inibição na 

acumulação de mRNA de gag-pol exercida por quercetina (C) e kaempherol (D) foi calculado 

para as diferentes concentrações testadas. Todas as amostras apresentaram variação menor 

de um Ct em suas duplicatas.   

  

Os resultados de acumulação de gag-pol mostram que há um aumento da 

acumulação dos mRNA após tratamento com quercetina 0,001; 0,1 e 100 µM e 

com kaempherol nas concentrações de 0,001 e 0,01 µM. Nas concentrações 

de quercetina 0,01 e 10 µM e 0,1; 1; 10 e 100 µM de kaempherol esta ocorre 

uma diminuição da acumulação de mRNAs de gag-pol em relação ao controle.   
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A análise da acumulação de mRNA de tax-rex (figura 20) mostra que há uma 

menor atividade das drogas na acumulação de mRNA de tax-rex, com um 

pequeno aumento após tratamento com quercetina 0,001; 0,1 e 100 µM e com 

kaempherol nas concentrações de 0,001; 0,01; 10 e 100 µM. Os gráficos 

demontrando o Log da inibição da acumulação de mRNA confirma o que é 

observado no gráfico demosntrando apenas a acumulação de mRNA tanto 

para tax-rex quanto para gag-pol.  
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Figura 20 – Acumulação de mRNA de tax-rex em MT-2 após tratamento por 24 horas com 

diferentes concentrações (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM) de quercetina e kaempherol por 

PCR em Tempo Real. As barras representam o valor relativo da acumulação de mRNA em 

relação ao controle de DMSO, que está representado pelas linhas pontilhadas, das duplicatas 

das diferentes concentrações quercetina (A) e kaempherol (B). O log da inibição na 
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acumulação de mRNA de tax-rex exercida por quercetina (C) e kaempherol (D) foi calculado 

para as diferentes concentrações testadas. Todas as amostras apresentaram variação menor 

de um Ct em suas duplicatas.   

 

Na análise da variação de acumulação de mRNAs, quercetina e kaempherol 

promoveram uma redução maior na acumulação de mRNAs de gag-pol do que 

na de tax-rex.  

  

 A análise de correlação da acumulação de mRNA de gag-pol e tax-rex (figura 

21) demonstrou que há correlação direta estatisticamente significativa entre a 

acumulação de mRNA virais após 24 horas de incubação com as diferentes 

concentrações de kaempherol, mas não para quercetina.  

 

Correlação entre a acumulação de mRNA de gag-pol e tax-rex em 
células MT-2 tratadas com quercetina e kaempherol 

A B

 

Figura 21 – Correlação entre acumulação de gag-pol e tax-rex em MT-2 após tratamento por 

24 horas com diferentes concentrações (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 µM) de quercetina (A) e 

kaempherol (B) por PCR em Tempo Real. r – Coeficiente de correlação de spearman. 

Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por valores de p < 0,05.   
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 5.3 Avaliação da expressão de proteínas virais em células MT-2 após 

incubação com diferentes concentrações de Quercetina e 

Kaempherol. 

 

No intuito de verificar se os compostos polifenólicos quercetina e kaempherol 

apresentam um efeito inibitório real sobre o vírus, foi avaliada a expressão de 

proteínas virais para os diferentes extratos protéicos de MT-2 derivados da 

incubação com diferentes concentrações de quercetina e kaempherol. Foi feito 

um ensaio de western blot utilizando um pool de soros de pacientes infectados 

pelo HTLV-1 sabidamente reatores para proteínas virais derivadas de MT-2. 

Este pool de soros foi incubado com o extrato protéico das amostras testadas 

sendo as bandas quantificadas por densitometria. É importante destacar que foi 

colocada a mesma quantidade de proteínas em cada uma das canaletas para 

reagirem com os anticorpos diluídos.  

 

A figura 22 apresenta o resultado do western blot na membrana de 

nitrocelulose. Foi possível verificar reatividade para 5 proteínas virais, sendo o 

seu peso identificado como: 28 KDa, 24 KDa, 21 KDa, 19 KDa e 15 KDa. A 

presença das bandas foi avaliada tendo como referência o controle celular não 

tratado com as drogas, sendo que apenas bandas com reatividade clara foram 

consideradas nesta análise. 
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Efeito de quercetina e kaempherol na reatividade das proteínas
de MT-2 em western blot
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Figura 22 – Membranas de nitrocelulose do western blot. Cada canaleta na membrana 

representa a reatividade dos anticorpos do pool de soros reatores para proteínas Gag e Env do 

HTLV-1 com proteínas de MT-2 após tratamento destas células com diferentes concentrações 

(0,001 – 100 µM) de quercetina (A) e kaempherol (B) por 24 horas. Ao lado das membranas, 

está indicada por seta a massa molecular do padrão, que pode ser visto em diferentes cores a 

esquerda de cada membrana. Os retângulos pontilhados destacam as bandas observadas nas 

amostras controle e tratadas que foram identificadas de acordo com a massa molecular como 

as proteínas 28 KDa, 24 KDa, 21 KDa, 19 KDa e 15 KDa.   

 

A análise das bandas (figura 23) demonstrou que a reatividade de proteínas 

virais foi reduzida com o aumento da concentração de quercetina. Para o 

kaempherol, foi relevante observar que concentrações baixas e altas da droga 

foram capazes de inibir a expressão de proteínas virais, mas não 
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concentrações intermediárias. É relevante ressaltar que a expressão de p19 foi 

reduzida a 0% nas concentrações de 50 e 100 µM de quercetina. Já a proteína 

p15 foi a que teve sua expressão menos reduzida, mesmo em altas 

concentrações das drogas.  
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Figura 23 – Reatividade a proteínas de MT-2 após incubação por 24 horas com diferentes 

concentrações de quercetina e kaempherol (0,001 – 100 µM) avaliada por western blot. As 

barras representam o valor da reatividade, obtidas por densitometria das bandas presentes na 

membrana de nitrocelulose e expressas em unidades arbitrárias de intensidade óptica (I.O.D) 

para as proteínas 28 KDa (A), 24 KDa (B), 21 KDa (C), 19 KDa (D) e p15 KDa (E) para cada 

amostra.   
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Figura 24 – Avaliação da expressão de proteínas Gag avaliada por western blot em relação à 

acumulação de mRNA de gag-pol (linha vermelha) avaliada por PCR em Tempo Real, em MT-

2 tratadas com diferentes concentrações (0,001 – 100 µM) de quercetina (A, B, C e D) e 

kaempherol (E, F, G e H) por 24 horas. As barras representam valores relativos ao controle de 
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DMSO, das proteínas Gag: 28 KDa, 24 KDa, 19 KDa e p15 KDa, identificadas pelas cores da 

legenda. A linha vermelha representa a acumulação de mRNA de gag-pol em relação ao 

controle de DMSO.  

 

A figura 24 demonstra a superposição da reatividade relativa das proteínas 15 

KDa, 19 KDa, 24 KDa e 28 KDa avaliadas por Western Blot e a acumulação de   

mRNA de gag-pol avaliada por PCR em Tempo Real. É possível observar que 

a acumulação de mRNA para gag-pol em MT-2 tratada com kaempherol (0,1 a 

100 µM) parece ser inversa a reatividade relativa das proteínas Gag. 

Quercetina, por sua vez apresenta um perfil que sugere uma indução da 

diminuição de acumulação de mRNA de gag-pol associada com a diminuição 

de reatividade relativa das proteínas Gag 15 KDa, contrastando com da 

proteína 28KDa, na qual se observa o inverso.  

 

Para confirmar a avaliação anterior, foi feita a correlação individual das 

proteínas Gag e a acumulação de mRNA para gag-pol em cada uma das 

concentrações testadas de quercetina e kaempherol.  

 

A figura 25 demonstra que há uma correlação direta estatisticamente 

significativa (p = 0,0269) em MT-2 tratada com quercetina, e uma correlação 

inversa estatisticamente significativa (p = 0,0085) em MT-2 tratada com 

kaempherol, entre a acumulação de mRNA de gag-pol e a proteína Gag 15 

KDa (figura 25 A e B).  A proteína 15 KDa apresentou reatividade mais visível 

na membrana de Western Blot como pode ser observado na figura 22.   
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Figura 25 – Correlação de Pearson entre a reatividade relativa das proteínas 28 KDa, 24 KDa, 

21 KDa, 19 KDa e 15 KDa avaliadas por Western Blot e a acumulação de mRNA para gag-pol 

avaliada por PCR em Tempo Real em MT-2 após tratamento com quercetina (A, C, E e G) e 

kaempherol (B, D, F e H). A curva nos gráficos representa a regressão não-linear que se refere 
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aos valores relativos de acumulação de mRNA de gag-pol e reatividade relativa das proteínas 

Gag em relação ao controle de DMSO. O valor de r representa o coeficiente de correlação 

(varia de 0 a 1) das amostras e o valor de p indica diferença estatisticamente significativa, caso 

p<0,05.   

 

Adicionalmente, houve correlação inversa estatisticamente significativa (p = 

0,0005) entre a acumulação de mRNA de gag-pol e a proteína 28 KDa em MT-

2 tratada com quercetina.  

 

Estes resultados confirmam os resultados visualizados anteriormente indicando 

que há uma relação direta, para quercetina e inversa, para kaempherol da 

acumulação de mRNA de gag-pol e a reatividade da proteína 15KDa, que é, 

provavelmente, a mais representativa da expressão de proteínas Gag, uma vez 

que foi a banda mais bem visualizada na membrana de nitrocelulose no 

Western Blot.  

 

 
 5.4 Avaliação do perfil topográfico de células MT-2 na presença de 

quercetina e kaempherol, utilizando Microscopia de Força Atômica.  

 

Para buscar alterações na superfície das células MT-2 promovidas pela 

quercetina, foi utilizada uma técnica de alta sensibilidade para visualizar as 

estruturas e a topografia da superfície celular. Assim, para avaliar a superfície 

de células MT-2 na ausência e na presença de quercetina e kaempherol, foi 

utilizada a Microscopia de Força Atômica (AFM).  
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5 µµµµm

Célula MT-2 em aumento de 7.500 vezes rastreada por AFM

  

Figura 26 – Célula MT-2 rastreada com sonda de cantilever de maior comprimento por 

Microscopia de Força Atômica. A imagem de altura bidimensional evidencia os contornos da 

célula, cujo tamanho foi estimado em aproximadamente 12 µm. As partes mais claras 

correspondem a regiões mais altas na imagem, enquanto que regiões escuras representam 

regiões mais baixas. No canto inferior direito encontra-se a escala da imagem, cujo tamanho da 

barra representa o tamanho de 5 µm na imagem. 

 

A figura 26 mostra as dimensões da MT-2 e seu aspecto obtido por 

Microscopia de Força Atômica. O tamanho das células MT-2 variou numa faixa 

de aproximadamente 10 -15 µm.  

 

Outras células como THP-1 e U937 também foram rastreadas por AFM para a 

comparação com células MT-2, como mostra a figura 27. O tamanho das 

células foi aproximado em relação a MT-2 como pode ser visto nas imagens de 

altura bidimensional, no entanto, como é possível observar nas imagens de 

fase da figura 26, o perfil da superfície de MT-2 demontra-se distinto da 

superfície de THP-1 e U937. Aparentemente, no aumento de 7.500 vezes, a 
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superfície de MT-2 apresenta um perfil granuloso não visto nas outras células 

com caraterística de materiais heterogênea. As células THP-1 e U937 já 

apresentam um perfil de superfície celular mais homogêneo e não são 

visualizadas as granulosidades de superfície observadas nas células MT-2.  

 

5 µµµµm

THP-1 U937 MT-2

5 µµµµm5 µµµµm

A B C

Células THP-1, U937 e MT-2 em aumento de 7.500 vezes rastreadas
por AFM

 

Figura 27 – Superfície de THP-1 (A), U937 (B) e MT-2 (C) rastreadas por AFM em aumento 

aproximado de 7.500 vezes. Acima, estão apresentadas as imagens de altura bidimensional 

em aumento de 7.500 vezes representando os contornos das células que apresentaram 

tamanhos aproximados. Abaixo estão apresentadas as imagens de fase correspondente a 

imagem apresentada acima, na qual é possível visualizar o perfil da superfície das células 

rastreadas. As barras no canto inferior direito indicam a escala de aumento das imagens acima 

e abaixo. 
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Desta forma, foi necessário visualizar a superfície de células MT-2 

isoladamente para verificar o perfil granuloso observado anteriormente e a 

presença de estruturas na superfície das células. Ao varrer a superfície das 

células MT-2 em maiores aumentos, foram verificadas estruturas 

assemelhadas a vírus, na forma de brotamentos virais e partículas virais na 

superfície das células.  

 

1 µµµµm1 µµµµm

A B

Superfície de célula MT-2 rastreada por AFM em diferentes aumentos

 

200 nm

180 nm

1 µµµµm 100 nm

C D

 
 

Figura 28 – Superfície de MT-2 rastreada por AFM em aumentos distintos. A: imagem de altura 

bidimensional em aumento de 21.430 vezes representa os contornos de MT-2. B: Imagem de 
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fase correspondente a imagem em A, representando estruturas semelhantes a vírus em 

brotamento na superfície de MT-2 em aumento de 21.430 vezes. C: imagem de altura 

bidimensional representa a superfície de MT-2 em aumento de 30.000 vezes. O retângulo 

pontilhado representa duas destas estruturas que estão aumentadas em D, em aumento de 

150.000 vezes. As setas indicam estruturas na superfície da célula que se assemelham a vírus 

em brotamento e as barras no canto inferior direito indicam a escala de aumento. 

  

 

Na figura 28, é possível observar imagens da superfície de células MT-2. Nas 

imagens que compõem esta figura (28A a 28D), é possível observar na 

superfície celular estruturas ovaladas com uma estrutura de material diferente 

no interior, de formato arredondado. Estas estruturas foram ampliadas na figura 

28D, para verificar se estas estruturas ovaladas teriam tamanho 

correspondente ao vírus. A estrutura arredondada interna teve seu tamanho 

mensurado, coincidindo com o tamanho do HTLV (aproximadamente 180 nM), 

descrito através das técnicas de microscopia eletrônica (MOROZOV E WEISS, 

1999) e tomagrafia computadorizada (MAJOROVITS et al., 2008).   

 

Na figura 28E e 28D, é possível observar as esferas dentro de depressões na 

superfície da célula que se elevam nas bordas. As regiões mais escuras na 

borda da estrutura ovalada interna formam uma “depressão” ao redor da 

estrutura, dando formato arredondado nas três dimensões avaliadas na 

microscopia. Estas estruturas arredondadas internas também apresentam 

tamanho aproximado de 180 nm, o que pode ser um indício de brotamento do 

vírus HTLV-1 na superfície celular de MT-2. 
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Nos experimentos realizados, também foi mensurado o tamanho das estruturas 

visualizadas como está ilustrado na figura 29. Pode-se observar que as 

estruturas apresentaram maior freqüência de tamanho entre 191 e 200 nm de 

diâmetro. 
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Figura 29 – A e B: Imagem de fase da superfície de MT-2 rastreada por AFM, representando 

estruturas semelhantes ao vírus HTLV-1 em brotamento. As estruturas estão indicadas pelas 

setas e os traços pontilhados representam o marcador de tamanho para mensurar as partículas 

arredondadas. As barras no canto inferior direito indicam a escala de aumento. C: Gráfico de 
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radar demonstrando as faixas de tamanho do diâmetro das estruturas observadas. As 

estruturas observadas apresentaram uma maior freqüência de tamanho entre 191 e 200 nm de 

diâmetro.  

  

A presença de partículas de HTLV-1 livres também foi evidenciada. A figura 30 

ilustra a presença de várias estruturas semelhantes a partículas virais de 

HTLV-1. Na figura 30D, é possível observar a estrutura semelhante a uma 

partícula viral com uma estrutura arredondada mais escura no seu interior 

semelhante um capsídeo com um envoltório fino de cor mais amarelo claro, o 

que é indício de material distinto do material da estrutura análoga ao capsídeo.   
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Partículas livres de HTLV-1 na superfície de célula MT-2 rastreada por AFM

A B

C D

 



 

113 

 

Figura 30 –Imagem de fase da superfície de Célula MT-2 rastreada por AFM em aumento de 

30.000 vezes (A), 75.000 vezes (B), 150.000 vezes (C) e 300.000 vezes (D). As imagens 

representam estruturas semelhantes a partículas virais do HTLV-1 livres na superfície de MT-2 

em aumentos sucessivos e crescentes. As setas indicam as estruturas semelhantes a vírus 

livres a as barras no canto inferior direito indicam a escala de aumento.  

 

As partículas virais visualizadas também foram mensuradas conforme mostra 

figura 31A. Foram medidas 42 partículas virais que apresentaram uma média 

de tamanho de 85 nm. Na figura 31B, pode-se observar que três faixas de 

tamanho foram predominantes, sendo elas, da menos para a mais frequente: 

30-40 nm, 51-60 nm e 71-80nm. Estes valores são inferiores aos observados 

para as estruturas semelhantes a brotamentos virais apresentadas na figura 

27.    
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Figura 31 – A: Análise topográfica de imagem de MT-2 rastreada por AFM para a mensuração 

do tamanho das partículas virais presentes da superfície da célula. B: Gráfico de radar 
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demonstrando as faixas de tamanho do diâmetro das partículas virais observadas. As três 

faixas de tamanho mais freqüentes estão circuladas sendo que as partículas do HTLV-1 livres 

visualizadas apresentaram uma maior freqüência de tamanho entre 71 e 80 nm de diâmetro.  

 

Uma vez estabelecido o perfil topográfico da superfície de MT-2 e evidências 

de vírus na superfície destas células, foi avaliado o efeito dos compostos 

quercetina e kaempherol na superfície destas células.  

 

As células MT-2 foram tratadas com quercetina e kaempherol a 100µM por 24 

horas e posteriormente, foram preparadas para a microscopia de força atômica. 

A figura 31 apresenta resultados do controle de células sem drogas, MT-2 na 

presença de quercetina e de kaempherol.  

 

A análise dos resultados demonstrou que quercetina e kaempherol à 100 µM 

são capazes de modificar o perfil topográfico da superfície de células MT-2. Na 

figura 32 é possível observar que na presença de quercetina e o kaempherol, 

as células MT-2 não apresentam as protuberâncias semelhantes a brotamentos 

virais facilmente e frequentemente visualizadas nas amostras controle de MT-2.  
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Figura 32 – Célula MT-2 não tratada com drogas (controle) e rastreada por AFM em aumentos 

sucessivos: 7.500 (A), 25.000 (B) e 150.000 (C) vezes. D, E e F: Célula MT-2 após tratamento 

com quercetina a 100 µM por 24 horas, rastreada por AFM em aumentos sucessivos: 7.500 

(D), 30.000 (E) e 100.000 (F) vezes. G, H e I: Célula MT-2 após tratamento com kaempherol a 

100 µM por 24 horas, rastreada por AFM em aumentos sucessivos: 7.500 (G), 30.000 (H) e 

150.000 (I) vezes. As barras no canto inferior direito indicam a escala da imagem.  
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Avaliação do impacto de quercetina e kaempherol no número e no 
tamanho das estruturas semelhantes a partículas de HTLV-1 na

superfície de célula MT-2 rastreada por AFM
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Figura 33 – Avaliação do impacto de quercetina e kaempherol no tamanho (A) e número (B) de 

estruturas semelhantes ao HTLV-1 na superfície de MT-2. A avaliação foi feita através da 

quantificação e mensuração das estruturas após rastreamento por AFM da superíficie de MT-2 

após a incubação destas células com quercetina e kaempherol a 100 µM por 24 horas.  

 

Os gráficos da figura 33 apresentam os resultados da análise do impacto de 

quercetina e kaempherol no tamanho e número de estruturas semelhantes a 

partículas do HTLV-1 na superfície de MT-2. A análise dos resultados mostrou 

uma diminuição do número destas estruturas após o tratamento com 

quercetina e, especialmente, kaempherol. Uma pequena diminuição no 
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tamanho destas estruturas também foi observada, no entanto, sem diferença 

estatisticamente significativa.  

 

Outra alteração importante que deve ser mencionada é a presença de 

perfurações ou poros na membrana das células MT-2 na presença de 

quercetina e kaempherol. Estes poros não são observados na amostra controle 

de MT-2. A figura 34 evidencia estes poros e a sua mensuração.  
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Avaliação da profundidade dos poros presentes na superfície de MT-2 após 
tratamento com quercetina e kaempherol

 

Figura 34 – A e B: Rastreamento dos poros observados em células MT-2 após tratamento com 

quercetina e kaempherol à 100 µM por 24 horas, por AFM em aumentos sucessivos crescentes 

de 25.000 (A) e 150.000 (B) vezes. C: Análise de seção demonstrando tamanho e 

profundidade (14,3 µm) do poro na superfície das células.  
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A figura 34 mostra que os poros observados na superfície das células MT-2 

após incubação com os compostos polifenólicos na concentração de 100 µM 

têm profundidade de até 14 µm. Estes poros são suficientemente profundos 

para atravessar a membrana citoplasmática (7 a 9 µm), o que permite sugerir 

que estes poros possam gerar morte celular.  

 

Para verificar se quercetina e kaempherol induziam morte celular 

exclusivamente em células MT-2, a viabilidade destas células foi avaliada 

juntamente com PBMC e está demonstrada no gráfico ilustrado na figura 35. 
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Figura 35 – Viabilidade de células MT-2 e PBMC de pacientes saudáveis soronegativos medida 

pelo método de exclusão de Trypan Blue. A viabilidade foi avaliada após 24 horas de 

tratamento com quercetina e kaempherol a 100 µM assim como as células rastreadas por AFM. 

A viabilidade celular está expressa em percentual em relação ao controle das células não 

tratadas com quercetina e kaempherol a 100 µM.   
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Como é possível observar na figura 35, a viabilidade de PBMC não é diminuída 

na presença de quercetina e kaempherol. Pelo contrário, PBMC apresenta um 

aumento de viabilidade na presença destes compostos polifenólicos. No 

entanto, MT-2 apresenta uma diminuição na viabilidade tanto na presença de 

quercetina quanto na presença de kaempherol. Estes resultados estão de 

acordo com os resultados demonstrados anteriormente que indicam um papel 

antiviral e citotóxico específico de quercetina e kaempherol para células MT-2, 

células permanentemente infectadas pelo HTLV-1.  

 

 

5.5 Avaliação do impacto de quercetina na produção de citocinas em 

PBMC e células THP-1 frente à estimulação inespecífica e específica para 

o HTLV-1. 

 

Para avaliar o potencial imunomodulatório da quercetina, duas características 

da atividade de quercetina foram avaliadas, sendo a primeira a produção de 

citocinas e a segunda a proliferação celular.  

 

Como primeiro passo, a acumulação de mRNA de IFN-γ foi avaliada em células 

THP-1 estimuladas ou não com PMA. Na figura 36, é possível observar os 

valores normalizados da acumulação de mRNA de IFN-γ após estimulação com 

PMA e com quercetina. A estimulação com PMA promoveu a acumulação de 

mRNA de IFN-γ por células THP-1 que não foi verificada no controle não 

estimulado com PMA.  
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Nas células THP-1 estimuladas com PMA e posteriormente tratadas com 

quercetina, foi possível verificar uma diminuição estatisticamente significativa 

na acumulação de mRNA de IFN-γ em todas as concentrações avaliadas, com 

excessão de quercetina a 0,1 µM.  Uma pequena indução de acumulação de 

mRNA de IFN-γ nas células incubadas apenas com quercetina também pode 

ser observada. No entanto, esta indução não se compara com a magnitude de 

indução promovida pelo PMA.  

 

Quando a proporção de diminuição da acumulação em relação ao controle foi 

avaliada (figura 36 B), observa-se que quercetina, em todas as concentrações 

testadas, foi capaz de inibir a acumulação de mRNA de IFN-γ induzida por PMA 

com diferença estatisticamente significativa. Esta diminuição da acumulação de 

mRNA de IFN-γ foi de aproximadamente 60 vezes em relação aos controles 

não estimulados com PMA.  
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Figura 36 – A: Acumulação de mRNA de IFN-γ, obtida por PCR convencional, em células THP-

1 após estimulação por 4 horas com PMA e posterior incubação com diferentes concentrações 

de quercetina por 24 horas. Os produtos de amplificação para IFN-γ e β-actina foram avaliados 

por densitometria e os valores obtidos foram divididos para a obtenção dos valores de 
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acumulação de mRNA de IFN-γ normalizados. A: Média das duplicatas da razão IFN-γ/β-actina, 

para as amostras apenas com quercetina (em cor creme) e na presença de quercetina e PMA 

(em amarelo), juntamente com o desvio-padrão. O asterisco (*) indica presença de diferença 

estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle de PMA. B: Proporção média da 

acumulação de mRNA de IFN-γ em THP-1 estimulada com PMA em relação ao controle. A 

proporção foi calculada através da razão da acumulação de mRNA de IFN-γ da amostra 

estimulada com PMA em relação ao controle não estimulado. Para as amostras estimuladas 

com quercetina, a proporção foi feita através da razão entre as amostras estimuladas com PMA 

em relação as não estimuladas, em cada concentração avaliada. C: Correlação de Spearman 

demonstrando que não há correlação entre a acumulação mRNA codificador de IFN-γ e morte 

celular. Diferença estatisticamente significativa foi considerada quando p< 0,05.  

 

A análise de correlação de Spearman entre acumulação de mRNA de IFN-γ e a 

viabilidade de THP-1  está ilustrada na figura 36C e demonstrou que não há 

correlação (p = 0,71). 

 

Estes dados indicam o potencial de quercetina na inibição de IFN-γ, uma 

citocina pró-inflamatória que participa da patogênese de diversas 

enfermidades, incluindo a patogênese da infecção pelo HTLV-1.  

 

Para a avaliação de produção de IFN-γ e outras citocinas decorrente da 

estimulação por RecTax, PBMC de dois pacientes saudáveis foram 

estimulados com a proteína e incubados na presença de quercetina em 

diversas concentrações por 24 horas. Após o período de incubação, a 

viabilidade das amostras foi avaliada e os sobrenadantes foram recolhidos e 

posteriormente avaliados para a presença de IFN-γ, TNF, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-2 

por Cytometric Bead Array (CBA).     
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Tabela 1 – Viabilidade de PBMC de indivíduos soronegativos frente à 

estimulação com RecTax e Quercetina a 100 µM por 24 horas. 

RecTax Quercetina Viabilidade (%)*

- - 100

- - 99,9

+ - 99,5

- + 99,1

+ + 99,76

Controle Celular

DMSO

RecTax

Quercetina (100 µM)

Quercetina + RecTax

* O desvio-padrão da viabilidade destas amostras variou entre 5 a 10%  

 

A viabilidade de PBMC foi igualmente avaliada e apresentou-se bastante 

elevada, próxima de 100%, após incubação por 24 horas, tanto com 

quercetina, em diferentes concentrações, quanto com RecTax (tabela 1). Desta 

forma, alterações no perfil de produção de citocinas devem ser atribuídas a 

estimulação e interação de RecTax e quercetina com as células e não à 

citotoxicidade destes dois estímulos.  
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Avaliação da produção de citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-4, IL-5 
e IL-2 por Cytometric Bead Array  
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Figura 37 – Expressão de IFN-γ (em azul), TNF (em verde), IL-10 (em roxo), IL-4 (em rosa), IL-

5 (não houve produção) e IL-2 (em amarelo) avaliadas por Cytometric Bead Array (CBA), após 

estimulação (+) ou não (-) com RecTax a 250ng/ml e na presença (+) ou ausência (-) de 
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quercetina à 100µM por 24 horas. As barras representam os valores médios das triplicatas com 

o desvio-padrão representado junto às barras.   

 

Os resultados da produção de citocinas (figura 37) evidenciaram que houve 

uma produção basal de IFN-γ, TNF, IL-10 e IL-4. Após estimulação com 

RecTax, houve indução da produção em especial de IFN-γ. IL-10 e  IL-4 não 

apresentaram mudança na sua produção e TNF apresentou diminuição na sua 

produção, após a estimulação com RecTax. Quercetina, na concentração de 

100µM, foi capaz de modular todas as citocinas produzidas: IFN-γ, TNF, IL-10 e 

IL-4. Esta modulação pode ser observada tanto nos níveis basais quanto nos 

níveis estimulados de produção destas citocinas. No caso de TNF, quercetina 

teve um maior impacto na diminuição da produção desta citocina do que 

RecTax.  

 

Em outra análise, buscou-se avaliar a correlação que as citocinas 

apresentavam entre si. Considerando que IL-5 e IL-2 apresentaram baixos 

níveis de expressão, foi feita a correlação entre as citocinas mais expressivas 

e, portanto, mais importantes no contexto aqui avaliado, sendo elas: IFN-γ, 

TNF, IL-10 e IL-4.  
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Correlação de Spearman entre as citocinas IFN-γ, TNF, IL-10 e IL-4 após 
estimulação de PBMC com  RecTax e quercetina
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Figura 38 –Correlação de Spearman entre as citocinas TNF e IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C), IFN-

γ e IL-4 (D), IL-10 (E) e IL-10 e IL-4 (F). A curva nos gráficos representa a regressão não-linear 

que se refere à concentração das citocinas comparadas. O valor de r representa o coeficiente 

de correlação (varia de 0 a 1) das amostras e o valor de p indica diferença estatisticamente 

significativa, caso p<0,05.   
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A figura 38 apresenta os resultados de correlação entre as quatro citocinas de 

maior expressão. Foi possível observar correlação direta estatisticamente 

significativa entre TNF e IFN-γ (p=0,0329), TNF e IL-4 (p = 0,0488) e TNF e IL-

10 (p = 0,0086) e IFN-γ e IL10 (p = 0,0013). As correlações de IL-4 x IFN-

γ (figura 38D) e IL-4 e IL-10 (figura 38F) apresentaram valores de “r” próximos 

de 0 e com linha de tendência demonstrando uma provável correlação inversa, 

porém não estatisticamente significativa (p>0.05).  

 

Foi feita igualmente a correlação entre IFN-γ e TNF, citocinas pró-inflamatórias, 

em relação as razão entre IL-4, citocina imunomodulatória, e IL-10, citocina 

antiinflamatória (BRITO-MELO et al., 2007). A razão entre IL-4 e IL-10 foi feita 

uma vez que IL-10 apresentou, adversamente, comportamento semelhante as 

citocinas pró-inflamatórias na presença de quercetina. A razão indicará assim 

uma resposta balanceada da ação de quercetina na resposta imunomodulatória 

/antiinflamatória.  A análise de correlação foi feita utilizando-se correlação de 

Pearson, apropriada para dados paramétricos.  
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Figura 39 – A: Correlação de Spearman entre as citocinas TNF e IFN-γ e a razão IL-4/IL-10. B: 

Razão entre a expressão de IFN-γ  e TNF em relação à expressão de IL-4 nas amostras 

controle (primeira barra), estimuladas com RecTax (segunda e quarta barra) e estimuladas com 

quercetina (terceira e quarta barra). B: Valores de razão de verossimilhança (RV) de TNF e 
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IFN-γ em relação a IL-4. A RV de cada amostra tratada com os diferentes estímulos foi calculda 

considerando o ponto de corte de cada citocina, que corresponde à média do controle não 

tratado. Valores de RV abaixo de 0,1 e acima de 10 indicam diferença estatisticamente 

significativa (Jaeschke et al., 1994) que está indicada pelo asterisco (*).   

 

A figura 39 (A) apresenta os resultados da correlação da resposta pró-

inflamatória versus imunomodulatória/antiinflamatória, entre IFN-γ e TNF em 

relação a razão IL-4/IL10. Na correlação da resposta pró-inflamatória versus 

imunomodulatória/antiinflamatória, o mesmo fenômeno de correlação inversa 

foi observado, apresentando diferença estatisticamente significativa quando se 

comparou os níveis das citocinas pro-inflamatórias TNF (p=0,0327) e IFN-

γ (p=0,0007) em relação a razão IL-4/IL10.  

 

Para avaliar o impacto da quercetina nestas duas citocinas, foi calculado a 

razão de TNF e IFN-γ  em relação à expressão de IL-4, na presença e na 

ausência da quercetina (TNF ou IFN-γ/ IL-4 e IL-4/ TNF ou IFN-γ). Em seguida, 

a razão de verossimilhança (RV) destas citocinas foi calculada para avaliar a 

significância do impacto da quercetina na produção e expressão destas 

citocinas. Valores de RV acima de 10 indicam uma expressão elevada, 

enquanto que valores de RV abaixo de 0,1 indicam expressão reduzida em 

comparação com a outra citocina (GREINER et al., 1995; JAESCHKE et al., 

1994). Os resultados estão demonstrados na figura 39C.  

 

A figura 39B demonstra uma maior proporção de TNF e IFN-γ na ausência de 

quercetina, enquanto que há uma maior proporção de IL-4 na presença da 

droga. Os valores de RV na tabela (figura 39C) confirmam estes dados, 
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demonstrando que RecTax induz aproximadamente 4 vezes mais a expressão 

de IFN-γ do que de IL-4, enquanto que quercetina apresenta proporção 

aproximadamente 100 vezes menor (LR=0,007) da expressão da citocina pró-

inflamatória em relação a citocina imunomodulatória. Na presença de  RecTax, 

quercetina ainda é capaz de manter a proporção de IL-4 em 100 vezes maior 

em relação IFN-γ  (LR=0,007). Para TNF, a análise de Razão de 

verossimilhança não demonstrou valores que representam diferença 

estatisticamente significativa.  

 

5.6 Avaliação do impacto de quercetina na proliferação celular de PBMC 

proveniente de indivíduos não infectados e infectados pelo HTLV-1, 

assintomáticos e portadores de HAM/TSP. 

 

No intuito de verificar o impacto de quercetina na proliferação celular, foi 

avaliada a viabilidade de PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1 (n = 6) – 

assintomáticos (n = 3) e portadores de HAM/TSP (n = 3) - e de indivíduos 

soronegativos saudáveis (n = 4) após estimulação com PHA, um forte indutor 

de proliferação celular, e quercetina (100µM) por 72 horas. Após a incubação, 

as células foram avaliadas utilizando o ensaio de MTT, sendo que os 

resultados ilustrados na figura 40 foram expressos em absorbância medida em 

595 nm.  
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Figura 40 – Impacto de quercetina na proliferação de PBMC de indivíduos soronegativos 

saudáveis (N = 4), indivíduos assintomáticos (N = 3), pacientes portadores de HAM/TSP (N = 

3) e indivíduos soropositivos correspondentes a soma dos dois últimos grupos (N = 6) após 

estimulação (+) ou não (-) com PHA a 2,5µg/mL e na presença (+) ou ausência (-) de 

quercetina à 100µM por 72 horas e avaliada pelo ensaio de MTT. A droga foi diluída em DMSO 

e por este motivo um controle com o diluente a 0,12% foi igualmente incluído. Os resultados 

estão expressos em absorbância medida a 595 nm e se referem a um experimento realizado 

em quadruplicata para cada paciente. Os grupos estão identificados pelas cores na legenda 

embaixo do gráfico. Valores de p < 0,05 indicam diferença estatisticamente significativa.  
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Na figura 40, estão ilustrados os resultados obtidos para PBMC de pacientes 

soropositivos e soronegativos para HTLV-1 após estimulação com PHA e 

incubação com quercetina. Os resultados demonstraram que o PHA promoveu 

proliferação celular em relação ao controle sem estímulo, com excessão do 

grupo dos indivíduos soronegativos. O percentual de proliferação celular (figura 

41) foi calculado conforme descrito no item 3.8.2, utilizando os valores de 

absorbância para cada grupo. 

 

Os resultados de proliferação celular indicaram que houve proliferação celular 

em todos os grupos de indivíduos infectados pelo HTLV-1, demonstrando 

diferença estatisticamente significativa do grupo de soropositivos, 

Assintomáticos e HAM/TSP em relação ao grupo de indivíduos soronegativos.  
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Figura 41 – Proliferação celular de PBMC, avaliada pelo ensaio de MTT, de indivíduos 

soronegativos saudáveis (N = 4), indivíduos assintomáticos (N = 3), pacientes portadores de 

HAM/TSP (N = 3) e indivíduos soropositivos correspondentes a soma dos dois últimos grupos 

(N = 6) após estimulação com PHA a 2,5µg/ml por 72 horas. A legenda a direita mostra as 
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cores que representam cada grupo e os valores abaixo do gráfico indicam o percentual médio 

de proliferação celular apresentada por cada grupo. Os resultados são referentes a um 

experimento realizado em quadruplicata para cada paciente. Valores de p < 0,05 indicam 

diferença estatisticamente significativa.  

 

Em PBMC após a estimulação com ambos, PHA e quercetina, foi observada 

uma diminuição da absorbância em PBMC de todos os grupos testados em 

relação às células estimuladas na ausência de quercetina, no entanto, apenas 

foi observada diferença estatisticamente significativa no grupo dos 

soropositivos. 

 

 Na figura 42, estão ilustrados os resultados de inibição da proliferação em 

percentual e valores de inibição média.  A inibição da proliferação celular foi 

calculada através da absorbância de PBMC estimulado com PHA subtraída da 

absorbância de PBMC estimulado com quercetina e PHA, dividido pela 

absorbância de PBMC estimulado com PHA vezes 100 (ver item 3.8.2). 

 

Os indivíduos assintomáticos apresentaram menor inibição da proliferação 

celular (14,8%) em relação a pacientes HAM/TSP (21,4%), no entanto, não 

houve diferença estatisticamente significativa entre a inibição da proliferação 

celular destes dois grupos (p=0,2) e igualmente em relação ao grupo dos 

soropositivos (p>0,05).  
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Figura 42 – Inibição da proliferação celular de PBMC, avaliada pelo ensaio de MTT, de 

indivíduos assintomáticos (N = 3), pacientes portadores de HAM/TSP (N = 3) e indivíduos 

soropositivos correspondentes a soma dos dois últimos grupos (N = 6) após estimulação com 

PHA a 2,5µg/ml e na presença de quercetina à 100µM por 72 horas. A legenda a direita mostra 

as cores que representam cada grupo e os valores abaixo do gráfico indicam a inibição 

percentual média apresentada por cada grupo testado. Os resultados são referentes a um 

experimento realizado em quadruplicata para cada paciente.  

  

Em outra análise, os resultados evidenciaram que houve uma diminuição na 

viabilidade de PBMC.  A figura 43 ilustra a viabilidade de PBMC dos grupos 

avaliados na presença de quercetina a 100µM após 72 horas de tratamento 

com a droga. 
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Figura 43 – Viabilidade celular de PBMC, avaliada pelo ensaio de MTT, de indivíduos 

soronegativos saudáveis (N = 4), indivíduos assintomáticos (N = 3), pacientes portadores de 

HAM/TSP (N = 3) e indivíduos soropositivos correspondentes a soma dos dois últimos grupos 

(N = 6) após 72 horas na presença de quercetina à 100µM. Os valores abaixo do gráfico 

indicam a viabilidade percentual média apresentada por cada grupo testado, que são 

identificados pelas cores representadas na legenda a direita. Os resultados são referentes a 

um experimento realizado em quadruplicata para cada paciente. Valores de p < 0,05 indicam 

diferença estatisticamente significativa.  

 

A avaliação da viabilidade apresentada pelos grupos indicou uma diferença 

estatística significativa quando a viabilidade de indivíduos soropositivos foi 

comparada à de soronegativos como pode ser observado no primeiro gráfico 

da figura 43. A viabilidade de PBMC de indivíduos HAM/TSP foi a maior entre 
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os grupos (80%) seguida dos assintomáticos (77%) e dos indivíduos 

soronegativos (60%). Houve diferença estatisticamente significativa, 

igualmente, entre a viabilidade de PBMC de pacientes HAM/TSP e indivíduos 

soronegativos (p < 0,001), no entanto, não houve diferença significativa entre 

este último grupo e os indivíduos assintomáticos (figura 43 – segundo gráfico).  

 

Estes resultados indicam que a inibição da proliferação de PBMC de pacientes 

HAM/TSP não está associada à citotoxicidade da droga, ou seja, a morte 

celular, uma vez que este grupo apresentou a mais alta viabilidade entre os 

grupos examinados neste estudo.  



 

137 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"There are no facts, only interpretations."  
Friedrich Nietzsche (1844-1900) 

 

Discussão  
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 6 Discussão 
 

 

O estudo de retrovírus animais e humanos passou por um grande avanço na 

década de 70 e 80 com o desenvolvimento do ensaio de transcriptase reversa 

e o avanço no manejo de cultivo de células de linhagem contínua. Como 

conseqüência, em 1981, Robert Gallo e colaboradores descreveram e 

comprovaram a descoberta do primeiro retrovírus humano causador de 

doença, o HTLV-1 (VAHLNE, 2009; GALLO, 2005).  

 

Esta descoberta coroou a importância do estudo de retrovírus e do 

desenvolvimento de técnicas em retrovirologia, antes vistos como de pouca 

importância na saúde pública. Estes eventos antecederam a um dos principais 

momentos na história da ciência e da sociedade moderna, a descoberta do 

segundo retrovírus humano capaz de causar doença, o HIV.  

 

Ao contrário do HTLV-1, o HIV se disseminou rapidamente ao redor do mundo, 

o que levou a uma pandemia mundial atingindo todas as classes sociais, em 

especial indivíduos que transitavam entre países, com elevado nível sócio-

econômico, usuários de drogas e homosexuais (WEISS, 2008). Este vírus 

apresentava modo de transmissão semelhante ao HTLV, porém era capaz de 

causar mortes rápidas angariando a atenção dos órgãos governamentais de 

saúde pública (VAHLNE, 2009).  

 

Ainda não há cura e nem vacina para o HIV, mas com todos os esforços 

voltados para o vírus nos últimos 25 anos, atualmente já se dispõe de 
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ferramentas de prognóstico e de abordagens terapêuticas para o controle da 

transmissão viral e acompanhamento de pacientes HIV-positivos (FLEXNER et 

al, 2010).  

 

Atualmente, já se dispõe de 21 antiretrovirais específicos para HIV, sendo 13 

inibidores de trancriptase reversa do HIV-1/2 (BOYER et al., 2006). Das drogas 

disponíveis para terapia antiretroviral, nenhuma apresenta atividade na 

diminuição da carga proviral de pacientes portadores de HAM/TSP 

(NAKAMURA et al., 2009). Desta forma, a terapia específica anti-HTLV 

permanece desconhecida, negligenciada e sem alternativas terapêuticas 

eficazes para o tratamento de pacientes infectados pelo vírus apresentando 

manifestações clínicas (OH e JACOBSON 2008; MANSOURI et al., 2009; 

NAKAMURA et al., 2009), mesmo após 30 anos de descobrimento.        

 

Poucos estudos têm buscado investigar compostos com atividade anti-retroviral 

específica para HTLV-1 (BALESTRIERI et al., 2008; MANSOURI et al., 2009), 

em especial no campo de drogas de origem natural (MANSOURI et al., 2009). 

Menores ainda são os estudos de drogas apresentando atividade 

imunomodulatória com aplicabilidade nas doenças inflamatórias associadas ao 

vírus (SANTOS et al., 2004).    

 

Buscando contribuir com a investigação in vitro de novas drogas com atividade 

anti-HTLV-1, neste trabalho, foi avaliada a atividade antiviral dos compostos 

polifenólicos quercetina e kaempherol no contexto da infecção pelo HTLV-1. A 

atividade imunomodulatória e anti-proliferativa de quercetina foi igualmente 
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avaliada, considerando o histórico pregresso desta droga como potente 

reguladora do sistema imune e da proliferação celular (HÄMÄLÄINEN et al., 

2007; MIN et al., 2007; ROGERIO et al., 2007; SHARMA et al., 2007; 

ROGERIO et al., 2009; HUSHMENDY et al., 2009; KAO et al., 2010).  

 

Para avaliar a atividade dos compostos polifenólicos, primeiramente foi 

necessário avaliar a toxicidade das drogas em células infectadas pelo HTLV-1. 

Como resultado da avaliação da viabilidade de células MT-2, após tratamento 

com os compostos polifenólicos quercetina e kaempherol, observou-se 

toxicidade estatisticamente maior dos compostos para as células MT-2 em 

relação à PBMC.  

 

Em conformidade com os resultados de viabilidade, as imagens obtidas por 

AFM corroboram a hipótese que as drogas são capazes de induzir morte 

nestas células, que foi verificada através da visualização de poros na 

membrana de MT-2. As imagens de AFM revelaram que o efeito de quercetina 

e kaempherol é claramente citotóxico e não citoestático. A figura 44 apresenta 

hipóteses para explicar o efeito dos flavonóides nas células MT-2.  
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Figura 44 – Representação esquemática de hipóteses para explicar a morte celular verificada 

pelo ensaio de viabilidade e por Microscopia de Força Atômica. Os flavonóides quercetina e 

kaempherol poderiam inibir proteínas virais com atividade anti-apoptótica, como a proteína Tax 

do HTLV-1, que induz a imortalização celular das células infectadas. Estes flavonóides 

poderiam igualmente atuar inibindo fatores anti-apoptóticos celulares e induzindo fatores pró-

apoptóticos em células infectadas pelo HTLV-1 como já proposto por Harakeh e colaboradores 

(2006).  

 

Todos os vírus necessitam do maquinário celular para se multiplicar e 

perpetuar no hospedeiro, o que os torna exímios manipuladores das vias de 

sinalização e de enzimas e aparatos celulares. A síntese de DNA celular ocorre 

somente na fase S do ciclo celular e, portanto, os vírus que dependem da DNA 

polimerase celular devem esperar que a célula infectada entre na fase S 

espontaneamente ou devem induzir o processo através da expressão de um ou 
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mais oncogenes virais como o gene tax do HTLV-1, no estágio inicial da 

infecção (GOFF, 2004).  

 

Desta forma, a presença de proteínas oncogênicas, como a proteina Tax do 

HTLV-1, permite que o vírus, acelere a transição de G1 para S, ou ainda, 

paralise o ciclo celular na fase S e matenha a replicação do seu genoma 

constante e elevada (BOXUS et al., 2008). Esta célula tem poucas chances de 

entrar em apoptose, favorecendo assim, que o vírus se dissemine pelo 

hospedeiro através da multiplicação de células diferenciadas que, necessitam 

de ser ativadas para se multiplicar, caso contrário não se dividem e 

permanecem circulantes até determinado tempo, como no caso de linfócitos T 

CD4+ (WATTEL et al., 1995; TAYLOR e MATSUOKA, 2005; MEEKINGS et al., 

2008; UMEKI et al., 2009).  

 

Anteriormente à imortalização, os vírus podem induzir a expressão de fatores 

anti-apoptóticos e inibir a expressão de fatores pró-apoptóticos, como uma 

estratégia de sobrevivência (GOFF, 2004). Como já proposto por Harakeh e 

colaboradores (2006), os flavonóides poderiam atuar inibindo estes fatores anti-

apoptóticos celulares e induzindo os fatores pró-apoptóticos em células 

infectadas pelo HTLV-1, diretamente ou indiretamente, através da inibição dos 

fatores virais que promoveram o desequilíbrio das vias apoptóticas ao 

estabelecerem infecção produtiva (HARAKEH et al., 2006).   

 

Os flavonóides quercetina e kaempherol poderiam igualmente induzir apoptose 

através da inibição de proteínas virais com atividade anti-apoptótica, como a 
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proteína Tax do HTLV-1, que induz a imortalização celular das células 

infectadas pelo vírus. A proteína Tax do HTLV-1 é uma das proteínas mais bem 

estudadas deste vírus, com ampla atividade em células infectadas pelo vírus 

(JEANG et al., 1990; JEANG et al., 1997).  

 

Logo após infecção das células e integração do genoma viral à célula 

hospedeira, Tax é uma das primeiras proteínas a ser expressa, sendo um 

marcador de sucesso de infecção e integração do genoma viral ao genoma da 

célula hospedeira em estudos de infecção in vitro (JONES et al., 2008). Uma 

vez expressa, Tax inicia a transativação de LTR, que controla a expressão de 

genes virais e, em paralelo, Tax atua na expressão de genes celulares, 

especialmente para a promoção da imortalização da célula infectada 

(FRANCHINI, 1995; JEANG et al., 1990; JEANG et al., 1997; GRASSMANN et 

al., 1992; FRANKLI et al., 1995) .  

 

Ao contrário de outras linhagens celulares infectadas pelo HTLV-1 que não 

expressam Tax, em MT-2, esta proteína viral apresenta-se largamente 

expressa em sua forma original (40 KDa) (JEANG et al., 1997; COELHO-DOS-

REIS et al., 2008) e ainda, em forma fusionada à proteína do envelope, Env 

(Env-Tax - 69 KDa) (JEANG et al., 1997). Este fato torna esta linhagem celular 

um modelo adequado e conveniente para estudos da infecção pelo HTLV-1 

(JEANG et al., 1997; COELHO-DOS-REIS et al., 2008).  

 

Estudos posteriores para avaliar as vias nas quais as drogas atuam para 

causar morte celular apenas em MT-2 e não em PBMC são ainda necessários 
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para verificar se as drogas estudadas poderiam ser um fator desencadeador de 

processos apoptóticos em células MT-2 que são imortalizadas devido a 

atuação do HTLV-1 nestas células. Os resultados de viabilidade de MT-2 deste 

trabalho sugerem um potencial destas drogas no controle de células infectadas 

pelo HTLV-1. 

 

Para células THP-1 tratadas com Kaempherol em concentrações 

intermediárias, foi verificada uma viabilidade superior em relação às 

concentrações mais baixas e mais altas. Este efeito é conhecido com efeito 

paradoxal ou efeito Hormesis, no qual baixas concentrações apresentam 

toxicidade semelhante a elevadas concentrações de uma determinada droga 

(STEBBING, 2009). 

 

O efeito hormesis é reflexo de um efeito dose-resposta bifásico, no qual se 

observam características diferentes da droga em faixas distintas de 

concentração da droga avaliada. Este fenômeno não é de maneira alguma raro 

e é amplamente discutido na comunidade de toxicologistas. No entanto, ainda 

pouco é conhecido em relação aos mecanismos envolvidos no efeito de dose-

resposta bifásico (MUSHAK, 2007; MUSHAK, 2009; CALABRESE, 2009; 

STEBBING, 2009).  

 

Em contraposição, foi verificado que PBMC apresentou viabilidade superior a 

10% em relação ao controle, após tratamento com quercetina (0,001; 0,01; 10; 

100 µM) e kaempherol (100 µM). Este dado pode ser indício de um papel 

protetor contra elementos oxidantes, exercido pelos compostos polifenólicos 
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em células. Os compostos polifenólicos são excelentes antioxidantes e são 

comumente empregados em estudos para verificar o seu efeito em radicais 

livres e na cascata oxidativa em células eucariotas (DAJAS, et al., 2003-A; 

DAJAS, et al., 2003-B; HA, et al., 2003; WANG & JOSEPH, 1999; SHARMA, et 

al., 2007).    

 

Em relação a atividade antiviral dos compostos polifenólicos quercetina e 

kaempherol, os resultados de acumulação de mRNA de gag-pol e tax-rex, 

acessados por PCR em tempo real, mostraram que quercetina e kaempherol 

foram capazes de influenciar a acumulação destes mRNAs virais, 

especialmente a acumulação de mRNA de gag-pol. Kaempherol foi capaz de 

aumentar a acumulação de mRNA de gag-pol em concentrações mais baixas 

(0,001 e 0,01 µM), no entanto, a expressão de proteínas Gag nestas 

concentrações de kaempherol foram mais baixas do que o controle de DMSO, 

indicando que a droga está induzindo a acumulação de mRNA através do 

impedimento da tradução do mRNA em protéica.  

 

No entanto, nas concentrações subseqüentes ocorre uma diminuição 

significativa na acumulação de mRNA de gag-pol, que se correlaciona 

inversamente com a expressão de proteínas Gag. Estes resultados indicam 

que em concentrações moderadas de kaempherol, ocorre uma inibição na 

acumulação de mRNA de gag-pol que foi evidenciada pela técnica de PCR em 

tempo real, mas ainda não é visível através da avaliação de proteínas Gag no 

Western Blot. Com o aumento da concentração de kaempherol (0,1 a 100 µM), 

a inibição na acumulação de mRNA de gag-pol mantem-se praticamente 
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constante, com diminuição de 0.25 (em log), em paralelo a uma queda da 

expressão de proteínas Gag no Western.  

 

Assim, em concentrações menores, kaempherol parece exercer função 

inibitória da tradução de proteínas Gag, e em concentrações maiores, os 

resultados sugerem que kaempherol promoveria uma inibição do ciclo de 

multiplicação viral tanto no nível traducional quanto transcricional.  Estes 

resultados se encaixam no modelo de curva de dose-resposta bifásica, ou 

efeito Hormesis como mensionado anteriormente, refletindo a existência de 

dois ou mais eventos que explicam as alterações de acumulação de mRNA de 

gag-pol e a expressão de proteínas Gag.        

 

Quando se avalia os dados de quercetina, não foi possível observar este 

mesmo efeito na acumulação de mRNA de gag-pol, mas a expressão de 

proteínas Gag foi consideravelmente inibida pelo aumento da concentração de 

quercetina, de maneira dose resposta. Estes resultados sugerem que 

quercetina pode exercer seu potencial antiviral através da inibição da tradução 

ou processamento pós-traducional de proteínas.     

 

Na análise da acumulação de mRNA de tax-rex, foi possível observar 

pequenas alterações (menores que 0.25 log) na acumulação deste mRNA viral. 

O mRNA de tax-rex corresponde a um transcrito com processamento tardio 

composto por 3 exons, no qual houve uma dupla excissão de introns (double 

splicing).  
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Figura 45 – Representação esquemática de hipóteses para explicar a atividade antiviral de 

kaempherol no ciclo de multiplicação do HTLV-1. A linha lilás representa a acumulação de 

mRNA de gag-pol e a linha rosa representa a reatividade média de proteínas Gag em função 

do aumento da concentração de kaempherol (0,001 a 100 µM). Em baixas concentrações 

(0,001 e 0,01 µM), o flavonóide induz leve diminuição na reatividade média de Gag, mas induz  

aumento da acumulação de mRNA de gag-pol, o que sugere inibição da tradução de proteínas 

Gag. Em concentrações intermédiárias (0,1 e 1 µM), observa-se uma diminuição significativa 

da acumulação de mRNA de gag-pol, o que indica inibição mais expressiva no processo de 

transcrição. Em concentrações elevadas (10 e 100 µM) ocorre inibição tanto da acumulação de 

mRNA de gag-pol quanto da reatividade média de Gag indicando inibição tanto no processo de 

transcrição quanto na trancrição de mRNA genômico do HTLV-1.  

 

A figura 45 demonstra a hipótese traçada anteriormente para explicar a 

correlação inversa observada na acumulação de mRNA de gag-pol e na 

reatividade de proteínas Gag. É evidente que alterações na acumulação de 

mRNA de gag-pol são acompanhadas de declínio na reatividade de Gag obtida 
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por Western Blot apenas em concentrações mais elevadas da droga. Em 

concentrações intermediárias, observa-se uma diminuição significativa na 

acumulação de mRNA de gag-pol que não é observada na reatividade de 

proteínas, provavelmente porque não houve tempo para que ocorresse o 

reflexo desta diminuição na tradução de proteínas ou, como mencionado, 

devido a baixa sensibilidade do Western Blot em relação a PCR em tempo real.  

 

Segundo Li e Green (2007), o mRNA de gag-pol corresponde ao mRNA 

genômico não processado. O processamento deste mRNA de diferentes 

formas levará a produção de outros sete transcritos do HTLV-1. Considerando 

que este mRNA de gag-pol (ou gag-pro-pol) é o precursor de todos os oito 

mRNAs do HTLV-1, este mRNA é claramente mais abundante do que todos os 

outros, pois precisa ser produzido em altas taxas (LI E GREEN, 2007).  A 

atuação de kaempherol foi claramente mais expressiva em gag-pol (mRNA 

genômico completo) do que rex-tax (mRNA processado) o que é indício de que 

esta droga não atua no processamento do mRNA, mas possivelmente na 

transcrição inicial do genoma do HTLV-1. A maior abundância de mRNA de 

gag-pol na célula infectada pelo vírus também pode ser um fator que favoreceu 

a visualização de alterações causadas por kaempherol.     

 

Em relação aos resultados de Microscopia de Força Atômica, a avaliação da 

superfície de MT-2 revelou e confirmou achados anteriores da literatura que 

descrevem a presença de brotamento viral na superfície de MT-2 (MOROZOV 

E WEISS, 1999; MIYOSHI et al., 1981), além de confirmar os resultados de 

viabilidade celular. 
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Morozov e Weiss (1999) descreveram, de maneira clara e confiável, a 

presença de uma população de vírus heterogênea em relação a seu tamanho e 

em relação a partículas virais em MT-2.  Foram evidenciadas a presença de 

partículas clássicas (ou densas) e partículas defectivas (leves) nestas células. 

As partículas clássicas apresentam o genoma íntegro do HTLV-1 e perfil de 

Western Blot compatível com proteínas virais de outras amostras além de MT-

2. Já as partículas defectivas, apresentam genoma defectivo em sua 

constituição e perfil de Western Blot diferenciado. Jeang e colaboradores 

verificaram igualmente este perfil de Western Blot diferenciado através da 

evidencia de reatividade para uma proteína Env-Tax (69 KDa.) fusionada, como 

evidencia de um fenótipo diferenciado dos genomas defectivos intengrados no 

genoma de MT-2.  

 

Estes resultados confirmam achados de microscopia eletrônica que verificaram 

a presença de partículas densas com 110 nm de diâmetro e partículas menos 

densas (leves) com ausência de nucleocapsídeo (MIYOSHI et al., 1981). 

Ambas partículas, densas e leves, foram evidenciadas em abundância na 

superfície de células MT-2 na microscopia eletrônica, pelos autores, em 

brotamento ou livres no meio (MIYOSHI et al., 1981).  

 

Os achados de partículas de HTLV-1 densas e leves de MT-2 foram 

confirmados pelo nosso estudo, no qual partículas virais de tamanhos distintos 

foram encontrados. É importante considerar que o tamanho médio de vírus em 

brotamento (aproximadamente 181 nm) foi maior do que o indicado pela 
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literatura (110 a 140 nm) o que confirma uma leve discordância entre os 

resultados de tomografia (MAJOROVITS et al., 2008) e microscopia eletrônica 

(MIYOSHI et al., 1981) em relação a Microscopia de Força Atômica (MALKIN et 

al., 2002; KUZNETSOV et al., 2004). Esta diferença pode ser atribuída a 

deformação que a amostra sofre pela ação do contato com a sonda ou até 

mesmo pela preparação da amostra para a Microscopia de Força Atômica que 

diminui o processo de desidratação das células, devido a maior simplicidade da 

preparação com uso de menos reagentes químicos.  

 

Para a Microscopia de Força Atômica realizada no presente trabalho, não foi 

utilizado o reagente de glutaraldeído, composto que é utilizado para fixação e 

estabilização da amostra na microscopia eletrônica, que também tem a 

propriedade de desidratar amostras.    

 

Adicionalmente, Majorovits e colaboradores em 2008, em um estudo buscando 

avaliar sinapses entre células infectadas e não infectadas pelo HTLV-1, 

também observaram heterogeneidade consistente no tamanho de partículas do 

HTLV-1 provenientes de uma outra linhagem celular, a MS9. Este estudo foi 

realizado utilizando Tomografia Eletrônica e o diâmetro das partículas virais 

derivadas de células T CD4+ naturalmente infectadas variou de 62–173 nm e 

de partículas virais derivadas de MS9 variou de range 46–246 nm, o que é 

compatível com a média de 181 nm (97 – 264 nm) (N=127) encontrada em 

nosso estudo. 
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Recentemente, a Microscopia de Força Atômica tem se mostrado de grande 

utilidade para avaliação de amostras biológicas o que é extremamente 

aplicável na investigação de interação vírus-hospedeiro.  Em especial, o uso da 

Microscopia de Força Atômica vem oferecer uma nova perspectiva confiável 

para o estudo de vírus e patogênese viral, uma vez que estes parasitas 

intracelulares obrigatórios não apresentam ferramentas de visualização direta 

com fácil manejo para preparo de amostra (FERREIRA et al., 2008; TRINDADE 

et al., 2007).  

 

Adicionalmente, a interação vírus-célula requer o conhecimento de estruturas 

tridimensionais das macromoléculas envolvidas e ainda entendimento da 

composição e arquitetura viral (MALKIN et al., 2002; TRINDADE et al., 2007; 

KUZNETSOV et al., 2010). No caso do HTLV-1 que não pode ser produzido, 

quantificado e titulado por técnicas de virologia clássica, metodologias que 

possibilitem a visualização de virus na superfície celular são de grande 

aplicabilidade, uma vez que a preparação de amostras para microscopia é 

complicada, de baixa produtividade e de alto risco biológico.   

 

No presente estudo, foi realizada uma preparação direta e relativamente 

simples das amostras para a realização das imagens por Microscopia de Força 

Atômica sem a utilização de reagentes tóxicos como glutaraldeído e tetroxido 

de ósmio usados para desidratar, fixar e estabilizar as amostras, como 

mencionado anteriormente. Mesmo assim, é relevante mencionar que a 

manipulação de MT-2 deve ser feito com cuidado e zelo e o tratamento destas 
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amostras com os flavonóides deve igualmente obedecer ao rigor e segurança 

do manejo de amostras infectadas com vírus causador de doença humana.  

 

Em outro enfoque, a Microscopia de Força Atômica também revelou uma 

diminuição da liberação de vírus após o tratamento com quercetina e 

kaempherol, induzindo igualmente a formação de poros na membrana. Estes 

poros apresentavam profundidade suficiente para atravessar a membrana, o 

que indica que eles são resultado de morte celular. Em especial, o kaempherol 

foi capaz de inibir com mais expressividade a liberação de vírus na superfície 

de MT-2, corroborando os resultados de acumulação de mRNA de gag-pol 

avaliados por PCR em tempo real que indicam o potencial da atividade antiviral 

de kaempherol na inibição do ciclo de multiplicação do HTLV-1 em células MT-

2.      

 

Estes resultados verificaram e confirmaram igualmente achados anteriores que 

indicam o potencial da Microscopia de Força Atômica no estudo de vírus e sua 

interação com hospedeiro. Os resultados deste trabalho igualmente sugerem o 

potencial de quercetina e kaempherol como possíveis compostos antivirais no 

contexto de estudos buscando alternativas terapêuticas para o HTLV-1. 

 

De acordo com a avaliação da produção de citocinas, IFN-γ parece ser a 

principal citocina pró-inflamatória sensível à modulação por quercetina. 

Quercetina parece inibir a indução inespecífica de mRNA de IFN-γ induzida por 

PMA em células THP-1, e ainda, inibir a indução específica mediada por 

RecTax em PBMC desta citocina (figura 46).  
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Figura 46 – Representação esquemática de hipóteses para explicar a atividade 

imunomodulatória de quercetina, após indução com estímulo inespecífico (PMA) ou específico 

(proteína Tax recombinante – RecTax). Quercetina poderia atuar inibindo kinases celulares 

(KK) ou moléculas sinalizadores com atividade na cascata de indução de IFN-γ impedindo a 

formação de mRNA para esta citocina e igualmente a formação da molécula de IFN-γ em si. 

Este flavonóide poderia igualmente atuar estimulando fatores moduladores de IFN-γ como IL-4 

o que regulará a resposta pró- e antiinflamatória.   

 

Em paralelo, quercetina foi capaz de estimular a resposta imunomodulatória via 

indução da expressão de IL-4. Estes resultados preliminares indicam que 

quercetina tem um papel no balanço da resposta pró-

inflamatória/imunomodulatória, apresentando-se, desta forma, como uma droga 

em potencial para modular o sistema imune frente a estimulações antígeno-

específicas.   
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Estes resultados são confirmados por estudos anteriores que verificaram o 

papel de quercetina na inibição de IP-10, STAT-1 e NF-kB, moléculas 

importantes nas vias de sinalização de IFN. Outros estudos ainda confirmam o 

papel de quercetina na inibição de produção de IFN-γ e ainda a ação em outras 

moléculas com atividade pró-inflamatória como o óxido nítrico (HÄMÄLÄINEN 

et al., 2007; MIN et al., 2007; ROGERIO et al., 2007; SHARMA et al., 2007; 

CHEN et al., 2005; KIM et al., 2007; ROGERIO et al., 2009; KAO et al., 2010).   

 

O efeito imunomodulatório de quercetina também é consistentemente atribuído 

a sua atividade de inibição de kinases e fosfatases celulares, em especial da 

via JAK-STAT, o que leva a inibição da diferenciação celular, proliferação e 

produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF, IFN-γ e IL-1β 

(HÄMÄLÄINEN et al., 2007; STERNBERG et al., 2008, KAO et al., 2010).  

 

Corroborando dados anteriores, a expressão constitutiva e elevada de 

componentes da via de JAK-STAT já foi observada em células leucêmicas 

provenientes de pacientes ATL, sendo associada com a progressão do ciclo 

celular e sobrevivência destas células (HALL E FUJII, 2005). A inibição desta 

via por quercetina poderia contribuir para a morte celular em células 

permanentemente infectadas pelo HTLV-1.  

 

Em contraposição a estes achados, Park e colaboradores (2009) verificaram 

que quercetina foi capaz de balancear a resposta Th1/Th2 em modelo murino 

de asma alérgica através de aumento de IFN-γ. O aumento de IFN-γ promovido 
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por quercetina verificado in vivo, neste caso, pode estar associado com a 

ausência de IL-4 que modula a resposta pró-inflamatória.  

 

Ainda assim, estes dados podem indicar que o poder imunomodulatório de 

quercetina está associado à atuação desta droga em vias super expressas, 

desreguladas e não necessariamente em via específicas.     

 

Em relação à atuação de RecTax, foi possível observar que esta proteína não 

foi tóxica para PBMC após 24 horas de cultivo o que possibilita a sua utilização 

para estudos in vitro com foco na patogênese do HTLV-1. Outros tempos de 

incubação e concentração de RecTax obtida por diferentes tipos de purificação 

foram testados em nossa padronização (dados não demonstrados) 

demonstrando citotoxicidade de RecTax apenas após 96 horas de cultivo, no 

entanto, RecTax após 24 horas de incubação já esboça atividade na 

concentração de citocinas no sobrenadante, em especial aumentando IFN-γ e 

diminuindo TNF. O aumento de IFN-γ pode estar associado com a presença de 

domínios na proteína capazes de ativar células o que, em conseqüência, levará 

a produção de citocinas pro-inflamatórias (figura 47).  

 

O aumento de TNF observado deve ser avaliado em estudos posteriores com 

maior número amostral, no entanto, este resultado pode indicar uma atividade 

regulatória da porção C-terminal de tax.  Este resultado pode ser relacionado 

com os achados de Ohsugi (2009), que verificou uma maior expressão de Tax 

quando sua porção C-terminal foi deletada. De acordo com o autor, após 
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deleção da porção C-terminal de Tax houve um aumento da expressão da 

própria proteína Tax.  

 

Adicionalmente, células transfectadas com plasmídeos expressando Tax 

selvagem não eram capazes de produzir partículas virais, mas células 

tranfectadas com plasmídeos contendo a sequencia de tax sem a porção C-

terminal era capaz de formar vírions (OHSUGI, 2009).  

 

Em paralelo, Ranjbar e colaboradores (2006) verificaram que a proteína Tat do 

HIV-1 do subtipo E é capaz de inibir a transcrição do gene de TNF, o que seria 

importante na regulação da célula hospedeira e manutenção do equilíbrio no 

ambiente que o vírus precisa para se multiplicar.  A proteína Tat do HIV-1 é 

uma proteína regulatória que poderia ser considerada análoga de Tax do 

HTLV-1.  
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Figura 47 – A: Interatoma de Tax e RecTax com proteínas de vias de sinalização celular. O 

retângulo pontilhado representa a região representativa de RecTax constituída da sequência de 

aminoácidos das posições 240 a 350. Esta região apresenta os domínios que induzem ativação 
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celular. No interatoma de RecTax, o seu principal ligante é PI-3K, fator importante na via de 

sinalização de AP-1. B: Hipotese de atuação de RecTax na via de sinalização de AP-1, na qual 

PI-3K, após fosforilação, seria ativado por RecTax, seguido de fosforilação de Akt. Uma vez 

fosforilado, Akt ativa uma série de proteínas regulatórias e fatores de transcrição como AP-1. 

AP-1 atuará na transcrição gênica de fatores importantes para ativação, proliferação e 

sobrevivência da célula. Adaptado de Boxus et al., 2008.  

 

 

Como esperado, RecTax não estimulou a produção de IL-2. A proteína Tax 

inteira possui a capacidade de estimular a proliferação, no entanto, a porção c-

terminal utilizada neste estudo apresenta epítopos que estão associados 

especialmente a ativação. A perda de epitopos relacionados com proliferação 

pode estar associada com os achados deste trabalho que verificaram uma 

manutenção do número de células viáveis igual ao controle de PBMC após 

incubação com RecTax por 24 horas.  

 

A produção de citocinas está igualmente associada a atuação de células 

efetoras do sistema imune como células T presentes no microambiente repleto 

de estímulos a qual estas células estão expostas em infecções por 

microrganismos. Células T apresentando moléculas co-estimuladoras como 

CD3 e CD28 são importantes na ativação e proliferação de outros linfócitos que 

consequentemente responderão produzindo citocinas (HUSHMENDY et al., 

2009).  

 

Hushmendy e colaboradores (2009) examinaram o poder de quercetina na 

ativação e proliferação de células T CD3+CD28+, verificando que esta droga é 
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capaz de suprimir a atividade destas células, atuando como um potente 

composto imunomodulatório. Assim, a atividade anti-proliferativa e supressora 

de linfócitos T poderia estar associada com atividade inibitória da produção de 

citocinas pró-inflamatórias observadas neste presente estudo. 

 

A atividade anti-proliferativa de quercetina também foi avaliada em PBMC de 

indivíduos infectados pelo HTLV-1, indicando que esta droga é capaz de inibir a 

proliferação induzida por PHA no PBMC proveniente destes pacientes. A 

inibição da proliferação foi mais proeminente em pacientes com HAM/TSP. Não 

houve proliferação induzida por PHA em pacientes não infectados pelo HTLV-

1, sugerindo que o vírus atuou sinergicamente com o PHA na proliferação de 

PBMC dos pacientes infectados (figura 48).  
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Figura 48 – Representação esquemática de hipótese para explicar a atividade anti-proliferativa 

de quercetina em PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1. A proliferação celular foi 
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apenas observada em pacientes infectados pelo HTLV-1, indicando que o vírus atuou 

conjuntamente com PHA para induzir a proliferação de PBMC. Quercetina poderia atuar 

inibindo kinases celulares ou fatores anti-apoptóticos super expressos impedindo a proliferação 

de PBMC.  

 

Esta inibição em pacientes infectados não está associada à citotoxicidade da 

droga, ou seja, a morte celular, uma vez que o grupo HAM/TSP apresentou a 

maior viabilidade comparando com indivíduos assintomáticos e não infectados 

pelo HTLV-1. A alta viabilidade apresentada por este grupo parece refletir a alta 

ativação celular que é característica de pacientes infectados com processo 

inflamatório exacerbado.  

 

Este status imunológico já foi amplamente avaliado e descrito em pacientes 

portadores de Mielopatia associada ao HTLV-1 em relação a indivíduos não 

infectados pelo vírus e, ainda, em relação a indivíduos infectados 

assintomáticos (TAYLOR, 1998; LIM et al., 2000; ASQUITH e BANGHAM, 

2000; NAGAI et al., 2001; OSAME, 2002; BRITO-MELO et al., 2002; 

BANGHAM, 2003).  

 

Os nossos resultados vão de acordo com os achados de Sternberg e 

colaboradores (2008) que relataram que quercetina foi capaz de modular, 

juntamente com IFN-β vários mediadores proinflamatórios em PBMC isolados 

de pacientes com Esclerose Múltipla. De acordo com os autores, quercetina 

também inibiu a proliferação de PBMC destes pacientes de maneira dose-

dependente e modulou, igualmente, os níveis de IL-1β and TNF-α liberados no 

sobrenadante de cultura de PBMC.  
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Uma das dificuldades no estudo de novas drogas para tratamento de doenças 

do sistema nervoso é a necessidade de que estas drogas sejam biodisponíveis 

e ativas no local de ação e para tal, é necessário que estas drogas ultrapassem 

a barreira hemato-encefálica. Quercetina e alguns de seus metabólitos 

apresentam um alto índice de hidrofobicidade e, portanto, são lipofílicos o 

suficiente para atravessar a barreira hemato-encefálica (YOUDIM et al., 2004a, 

YOUDIM et al., 2004b). Esta é uma das características desta flavonóide que 

permite sua ação neuroprotetora (DAJAS et al., 2003). Desta forma, quercetina 

e seus conjugados apresentam-se ativos no sistema nervoso, podendo ser 

sugeridos como alternativa terapêutica em HAM/TSP.  

 

Segundo Harvey e colaboradores (2009) a evidencia de que uma droga possa 

atuar em vários vírus é um indicador de que esta droga atua preferencialmente 

e potentemente em vias celulares que o vírus utiliza para manter uma infecção 

produtiva na célula.  Ainda, a presença de vários efeitos como a atividade 

antiviral e imunomodulatória demonstradas por quercetina também são 

evidencia clara e fidedigna de que esta droga atua em vias celulares 

importantes para o estabelecimento do processo infeccioso e inflamatório.  

 

Estes dados em conjunto corroboram a hipótese deste trabalho de que 

quercetina e kaempherol são drogas com potencial na manipulação de vias 

celulares e apresentam atividade antiviral no contexto da infecção pelo HTLV-1. 

Esta potente atuação nas vias celulares, em especial na via de interferon, 

permite a quercetina a atuar como modulador da resposta pró- e 
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antiinflamatória, podendo contribuir para o controle do processo degenerativo-

inflamatório desenvolvido pelo sistema imune de indivíduos infectados pelo 

HTLV-1 em resposta a antígenos do vírus.   
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“Every end is a new beginning.”  

Autor desconhecido 

 

 

Conclusões 
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 7 CONCLUSÕES  
 

1- A análise dos resultados indicou que quercetina e kaempherol 

apresentam uma baixa citotoxicidade para PBMC, intermediária para células 

THP-1 e elevada citotoxicidade para células MT-2.  

 

2- A análise de marcadores da produção viral revelou que os flavonóides, 

em especial o kaempherol, promoveram alterações na acumulação de 

mRNAs de gag-pol e, igualmente, promoveram diminuição de proteínas virais, 

de maneira dose-resposta, sugerindo o potencial antiviral destas drogas para 

o HTLV-1. A acumulação de mRNAs de tax-rex não revelou alterações 

significativas resultantes do tratamento com quercetina e kaempherol.  

 

3-  A avaliação do perfil topográfico de MT-2 sugeriu e confirmou os dois 

resultados apresentados anteriormente, indicando que na presença de 

quercetina e kaempherol, ocorre um impedimento da liberação de vírus pela 

célula MT-2, bem como a formação de poros que explicaria o efeito citotóxico 

específico para MT-2 desencadeado por estes compostos.  

 

4- A avaliação do efeito imunomodulatório de quercetina evidenciou seu 

potencial na regulação das respostas Th1 e Th2, em especial na inibição da 

expressão de IFN-γ, citocina que contribui consideravelmente para a 

patogênese de HAM/TSP.  Os resultados de proliferação celular sugeriram o 

potencial de quercetina na inibição da proliferação de PBMC de indivíduos 

infectados pelo HTLV-1, em especial de indivíduos HAM/TSP.  
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"The man who does not read good books 
 has no advantage over the man  

who cannot read them."  
Mark Twain (1835-1910) 
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12. Cloves, A.S. ; Coelho-Dos-Reis, J. G. A. ; Martins, C.P.S. ; Alves, LA ; Nobre, V. ; 
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Prof. Eduardo Osorio Cisalpino, 2008.  

21. Coelho-dos-Reis, J. G. A. ; MARTINS FILHO, O. A. ; MELO, G. E. A. B. ; SOUZA, J. G. 

; Martins, C.P.S. ; BARBOSA-STANCIOLI, E. F. . Avaliação do perfil de reatividade de 
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22. Coelho-dos-Reis, J. G. A. ; Souza-Fagundes, E.M. ; Almeida, M.R. ; Martins, C.P.S. ; 

Cloves, A.S. ; Barbosa-Stancioli, E. F. . Avaliação viabilidade de células Monocíticas 
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Horizonte. Plantas Medicinais Ameríndias, 2008.  

23. Coelho-dos-Reis, J. G. A.; Martins-Filho, O. A.; Brito-Melo, G. E. A. Souza J.G.; 
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fluxo como método alternativo para o diagnóstico laboratorial da infecção pelo HTLV-1.. 
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Anais do IV Forum em Microbiologia Prof. Eduardo Osorio Cisalpino, 2008.  

 

 9.1.3 Participação em Eventos (6 eventos regionais, 1 evento 

nacional e 3 eventos internacionais). 

 

1. IV Forum em Microbiologia Prof. Eduardo Osorio Cisalpino, 

Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008. 

 

2. II Congresso de Fitoterápicos do Mercosul - VI Reunião da Sociedade 

Latinoamericana de Fitoquímica, Faculdade de Ciências Econômicas, 

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008. 
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3. IX Encontro de Pesquisa do Instituto de Ciências Biologicas - IV 

Encontro anual de pesquisa em Bioquimica e Imunologia - 

Comemoração dos 40 anos do ICB e do programa de pós-graduação em 

Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008. 

 

4. Comemoração dos 46 anos do Laboratório de Vírus, Departamento de 

Microbiologia. Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008. 

 

5. XIX National Meeting of Virology, Caxambu, Minas Gerais, 2008. 

6. V Forum em Microbiologia Prof. Eduardo Osorio Cisalpino, 

Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2009. 

 

7. X Semana da Enfermagem. Mini-curso Imunologia de doenças infecto-

parasitárias. Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. Campus 

Betim, 2009. 

 

8. 14th International Conference on Human Retrovirology, Salvador, 2009. 

 

9. Seminar Series (Série de Seminários). Institute for Molecular Medicine 

and Infectious Disease. Drexel Institute for Biotechnology and Virology 

Research, Philadelphia, Estados Unidos, 2009. 
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10.  I Simpósio do Grupo Interdisciplinar em Pesquisa em HTLV. Fundação 

HEMOMINAS, Belo Horizonte, Minas Gerais, 2010.  

 

9.1.4 Prêmios e Títulos 

 

Prêmio recebido por melhor resumo no Congresso Internacional de HTLV, 

realizado em Salvador, 2009.  

 

International Retrovirology Association Scholarship award for best abstract in the 14th 

International Conference on Human Retrovirology, International Society of Human 

Retrovirology. 

 

9.1.5 Orientações e Surpevisões (2 co-orientações) 

1. Co-orientação de Iniciação Científica (Novembro de 2008 a Março de 2010) 

Marina Parisi Dutra. Avaliação viabilidade e da expressão de citocinas de células 

Monocíticas THP-1 na presença de diferentes concentrações de quercetina e kaempherol 

para estudos de sua atividade terapêutica in vitro e da porção C-terminal da proteína 

recombinante RecTax do HTLV-1. Aluna do 6º período do curso de Medicina - Universidade 

Federal de Minas Gerais. 

2. Co-orientação de monografia de especialização finalizada 

 

Luis Adan Flores de Andrade. Bacteriófagos e sua importância como potencial ferramenta 

de controle bacteriano perante a eminência da resistência a terapia com antibióticos. Aluno 

da especialização em microbiologia – Universidade Federal de Minas Gerais.  
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9.1.6 Seminários ministrados 

 

1. Imunologia da infecção pelo HTLV-1.  

Seminário apresentado na X Semana da Enfermagem, dentro do contexto do Mini-curso: 

Imunologia de doenças infecto-parasitárias. Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais. 

Campus Betim, 2009.  

 

2. Marcadores imunológicos de HAM/TSP. 

Seminário apresentado na série de seminários da Laboratório de Biomarcadores de 

Diagnóstico e Monitoração, Instituto René Rachou, Fundação Osvaldo Cruz, Belo Horizonte, 

2009.  

 

3. Evaluation of immunological parameters as indicators of clinical 

progression in the HTLV-1 chronic infection. 

Seminário apresentado como componente de entrevista de pós-doutorado na série de 

seminários (Seminar Series) do Institute for Molecular Medicine and Infectious Disease. Drexel 

Institute for Biotechnology and Virology Research, Philadelphia, Estados Unidos, 2009. 

 

9.1.7 Atividades de Docência 

 

• Aula Prática de Bacteriófagos – Especialização em Microbiologia, 

Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal de Minas Gerais, 2009. Carga horária: 4 horas.  

 

• Aulas Prática de Microbiologia no Departamento de Microbiologia, 

Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais, 2009. 
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Encargo didático obrigatório designado para bolsista CAPES-REUNI (2009 

e 2010): 

 

Curso de Farmácia – Carga horária: 4 horas semanais - 2º semestre de 

2009 

Curso de Veterinária – Carga horária: 4 horas semanais - 1º semestre de 

2010. 

 

Substituições no departamento de Microbiologia  

Carga horária = 22 horas (2º semestre de 2009) e 4 horas (1º semestre 

de 2010). 
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 9.2 Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

Termo de consentimento Livre Esclarecido (TCLE) 
 

A pesquisa intitulada "Avaliação da atividade antiviral. Imunomodulatória e antioxidante dos compostos polifenólicos quercetina e 

kaempherol no contexto da infecção pelo HTLV-1", em doadores de sangue da Fundação Hemominas e pacientes do Hospital Sarah 

Kubstchek, pretende estudar aspectos clínicos e laboratoriais destes pacientes. Os objetivos do presente projeto são:  

1 – Esclarecer os riscos para a infecção e estudar a transmissão desse vírus entre familiares; 

2 – Verificar se existem problemas de saúde que possam estar relacionados com a presença dele; 

3 – Estudar o vírus e sua forma de relacionar com a pessoa infectada para esclarecer como ele causaria estas alterações. 

Embora o HTLV-1/2 não seja um vírus novo, sua descoberta é recente e muitos aspectos precisam ser esclarecidos. Sabe-se que ele 

pode ser transmitido através de relações sexuais, agulhas e sangue contaminado e aleitamento materno.  

Procedimentos: Sua participação neste estudo terá as seguintes etapas: 

1 – Entrevista individual em consultório para investigação da presença de fatores de risco para a infecção pelo HTLV-1/2. 

2 – Exame clínico para avaliação do seu estado de saúde, com possibilidade de encaminhamento para especialistas se o médico 

achar necessário. 

3 – Coleta de sangue da veia (8 ml) para exames laboratoriais (hemograma, pesquisa de linfócitos atípicos, imunofenotipagem, PCR 

e outros testes específicos para estudo do vírus); amostras serão guardadas para o caso de haver necessidade de repetição desses 

exames. A picada da veia para a coleta de sangue causa leve dor local, podendo raramente haver inchação; às vezes, ocorre um 

pequeno sangramento. 

4 – Exames laboratoriais (sangue, fezes e urina), se indicado pelo médico. 

Os resultados deste estudo serão mantidos sigilosos, podendo ser informados somente ao participante e só serão 

publicados em conjunto, não permitindo a identificação individual. O participante da pesquisa ou seu responsável legal tem garantia 

de quaisquer esclarecimentos, pelos pesquisadores responsáveis, antes e durante o curso da pesquisa. 

Eu consinto na minha participação na pesquisa descrita acima. Tenho liberdade de retirar o meu consentimento 

em qualquer fase da pesquisa, caso não queira continuar participando da mesma. 

 

Assinatura_______________________________________________________________   Data: _____/_____/_____ 

Representante legal:____________________________________________________________________________ 

Nome do participante: _____________________________________________________________________________ 

Idade: ___________________  DN: ___________________________  Estado Civil: ___________________________ 

N.º Prontuário: ____________________________  N.º Pesquisa: __________________________________________ 

Naturalidade: ______________________________  Procedência: __________________________________________ 

Escolaridade: ______________________________ Profissão: _____________________________________________ 

Endereço Residencial:  

Rua:_____________________________________________________________________ N.º ___________________ 

Bairro: ___________________________ Cidade: ________________________Telefone:________________________ 

Endereço/Telefone Profissional: _____________________________________________________________________ 

 

 

 

Para contato com o pesquisador: 

Edel Figueiredo Barbosa Stancioli - coordenadora - Telefone - 3499-2753 

Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis - Telefone - 3499-2736 
Comitê de ética em pesquisa - COEP - Unidade Administrativa II - 2º andar - sala 2005                                                                                

Av. Antônio Carlos, 6627 - Pampulha. Fone: 3499-4592 
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 9.3 Aceite do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 

 


