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RESUMO 

 

Introdução: O HTLV-1 é o agente etiológico da Leucemia Linfoma de Células T do Adulto 

(ATL) e Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP). Está 

relacionado também a outras doenças inflamatórias como uveite, artrites, dermatites, polimio-

sites e alveolites. Poucos tratamentos são diponiveís para sintomáticos portadores de HTLV-

1. O derivado de N-acilhidrazona, o LASSBio-1386, possui atividade imunomoduladora, an-

tiproliferativa e anti-inflamatória e não foi estudado ainda no contexto do HTLV-1. Objetivo: 

Determinar o efeito do composto LASSBio-1386 in vitro sobre a proliferação, ciclo celular, 

apoptose, necrose e na carga proviral em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

de indivíduos infectados pelo HTLV-1. Métodos: Trata-se de um estudo experimental em 

indivíduos assintomáticos, indivíduos com diagnóstico de HAM / TSP e em voluntários da 

Fundação Osvaldo Cruz (Fiocruz), com idade igual ou superior a 18 anos, atendidos no Cen-

tro de HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública de Salvador. A IC50 foi obtida 

através de linfoblastos cultivados na presença e na ausência de diferentes concentrações de 

LASSBio 1386, em seguida foi avaliada a inibição da proliferação na PBMC dos indivíduos 

infectados pelo HTLV-1 assintomáticos e com HAM/TSP  na presença e na ausência do com-

posto. Para avaliar a morte celular foi realizado ensaio sobre indução de apoptose/ necrose e 

ciclo celular por citometria de fluxo na PBMC de HAM/TSP e de assintomáticos. Para deter-

minar o efeito antiviral de LASSBio 1386 foi realizada a quantificação da carga proviral na 

PBMC de indivíduos infectados HAM/TSP e assitomaticos na presença e na ausência do 

composto. Resultados: O IC50 do LASSBio-1386 foi de 1uM. A inibição de proliferação de 

linfócitos observada na concentração de 1 uM foi de 32% nas células dos indivíduos com 

HTLV-1 assintomáticos e no grupo HAM/TSP foi de 72%.  Quanto a análise do ciclo celular, 

apoptose e necrose não houve diferença de resultado na análise dos grupos de indivíduos na 

presença de LASSBio-1386. A carga proviral reduziu 43,4% na presença do composto nas 

células dos indivíduos com HTLV-1 assintomáticos e 67% nos indivíduos com HAM/TSP. 

Conclusão: LASSBio-1386 tem um efeito antiproliferativo em células de indivíduos infecta-

dos pelo HTLV-1 e reduz a carga proviral. 

 

Palavras-chave: HTLV-1. Derivado N-acil-Hidrazona. HAM/TSP. Proliferação de linfócitos.  



ABSTRACT 

 

Introduction: HTLV-1 is the etiological agent of Adult T-cell Lymphoma Leukemia (ATL) 

and HTLV-1 Associated Myelopathy / Tropical Spastic Paraparesis (HAM / TSP). It is also 

related to other inflammatory diseases such as uveitis, arthritis, dermatitis, polio-sites and 

alveolitis. Few treatments are available for symptomatic patients with HTLV-1. The N-

acylhydrazone derivative, LASSBio-1386, has immunomodulatory, antiproliferative and anti-

inflammatory activity and has not been studied in the context of HTLV-1. Objective: To de-

termine the effect of LASSBio-1386 compound in vitro on proliferation, cell cycle, apoptosis, 

necrosis and proviral load in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of HTLV-1 infected 

individuals. Methods: This is an experimental study in asymptomatic individuals, individuals 

diagnosed with HAM / TSP, and volunteers from the Osvaldo Cruz Foundation (Fiocruz), 

aged 18 years or older, who attended the HTLV Center of the Bahiana School of Medicine 

and Health. Salvador City. IC50 was obtained from lymphoblasts cultured in the presence and 

absence of different concentrations of LASSBio 1386, and then inhibition of PBMC prolifera-

tion of asymptomatic HTLV-1 and HAM / TSP infected individuals in the presence and ab-

sence of the compound was evaluated. To evaluate cell death, an assay was performed on 

apoptosis / necrosis and cell cycle induction by flow cytometry in HAM / TSP and asympto-

matic PBMC. To determine the antiviral effect of LASSBio 1386, the PBMC proviral load 

was quantified in HAM / TSP and asymptomatic infected individuals in the presence and ab-

sence of the compound. Results: The IC50 of LASSBio-1386 was 1uM. The inhibition of 

lymphocyte proliferation observed at 1 uM concentration was 32% in the cells of asympto-

matic HTLV-1 subjects and in the HAM / TSP group was 72%. Regarding cell cycle analysis, 

apoptosis and necrosis, there was no difference in results in the analysis of groups of individ-

uals in the presence of LASSBio-1386. Proviral load decreased 43.4% in the presence of the 

compound in cells of asymptomatic HTLV-1 subjects and 67% in HAM / TSP subjects.   

Conclusion: LASSBio-1386 has an antiproliferative effect on cells of HTLV-1 infected indi-

viduals and reduces proviral load. 

 

Key words: HTLV-1. N-acyl-hydrazone derivative.  HAM / TSP. Lymphocyte proliferation. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 O vírus linfotrópico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) está associado ao de-

senvolvimento de doenças graves como a leucemia/linfoma de Células T do adulto (ATLL) e 

mielopatia associada ao HTLV-1/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP), além de sín-

dromes inflamatórias e complicações infecciosas. No entanto, o desenvolvimento dessas do-

enças varia na população infectada, estima-se que 2 a 3% dos indivíduos infectados desenvol-

vem ATLL e cerca de 0,25% a 4% desenvolvem o HAM/TSP. Ainda não se sabe porque a 

infecção pelo HTLV-1 permanece assintomática na maioria dos portadores
(1)

. As principais 

áreas endêmicas da infecção compreendem África, América do Sul e Japão. Excetuando-se o 

Japão, a maioria destes concentra-se nas áreas subtropicais e tropicais com baixos índices de 

desenvolvimento humano. Regiões como o sul da África, Caribe e algumas regiões da Améri-

ca do Sul e da América Central apresentam alta prevalência da infecção. O Brasil é o país da 

América do Sul com maior número absoluto de indivíduos infectados pelo HTLV-1, possuin-

do uma estimativa de cerca de 800.000 portadores
(2)

 e em Salvador, cerca de 1,8% da popula-

ção geral está infectada, sendo considerada a cidade brasileira com a maior prevalência da 

infecção
(3)

. Apesar da infecção pelo HTLV-1 estar associada à HAM/TSP, à ATLL, a outras 

doenças infecciosas e inflamatórias e a maioria destas patologias não apresentarem cura ou 

algum tratamento específico, a infecção pelo HTLV-1 é considerada negligenciada
(4)

.  

Os indivíduos infectados pelo HTLV-1 apresentam proliferação celular espontânea e 

níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias maiores que indivíduos não infectados
(5)

, apre-

sentam maiores níveis de interferon gama (IFN-, fator de necrose tumoral alfa (TNF-  e 

IL-6  (interleucina 6) e redução de níveis de IL-4 quando comparados aos indivíduos não por-

tadores de HTLV-1 e a alta carga proviral é um importante marcador biológico para o desen-

volvimento das manifestações clínicas associadas ao vírus na HAM/TSP e ATLL
(6)

. 

O tratamento da ATLL é a quimioterapia convencional associada a antirretrovirais e 

não apresenta boa resposta terapêutica. O tratamento da infecção pelo HTLV-1 é indicado 

quando ocorre sintomas associados a infecção. Pacientes com doenças inflamatórias, especi-

almente, HAM/TSP, normalmente fazem uso de corticosteróides como prednisolona e IFN-

α
(7-9) 

, porém devido a toxicidade e os efeitos colaterais causados pelo uso destas terapias, há a 

necessidade da procura de novos agentes farmacológicos para o tratamento sintomático desta 

doença. 
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 Os derivados de N-acilhidrazonas (NAHs) representam uma classe de compostos ca-

racterizados por uma estrutura do tipo R1R2C=NNHCOR, usada como modelo para derivar 

drogas multi-alvo. Eles receberam considerável atenção devido a sua importância biológica na 

química medicinal, por exibirem amplo espectro de efeitos biológicos incluindo inibição de 

fosfodiesterase 4 (PDE-4) e atividades anti-inflamatórias, antitumoral, antiviral, antioxidante, 

antiparasitária e antiplaquetárias 
(10-12)

. 

 O LASSBio-1386 é um derivado de N-acilhidrazona metilado [(E) -N'- (3,4-

dimetoxibenzilideno) – 4 - metoxibenzo-hidrazida (LASSBio-1386)], foi sintetizado pelo La-

boratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, Brasil. Ele atua reduzindo a resistência vascular pulmonar e a pressão do ventrículo 

direito, estabilizando a hipertensão pulmonar e reduzindo a disfunção endotelial
(13)

. Um estu-

do recente avaliou o efeito deste composto também em macrófagos e em culturas de esplenó-

citos de camundongos in vitro na qual a sua adição em concentrações não tóxicas (0,5, 1 e 2 

μM) diminuiu a linfoproliferação, os níveis de IFN- γ, a produção de IL-2 e induziu o ciclo 

celular a permanecer na fase G0/G1
(14)

.  

 No contexto da infecção pelo HTLV-1, com o conhecimento sobre as propriedades 

anti-inflamatórias, antiproliferativas e antivirais evidenciadas pelos derivados de NAH, o ob-

jetivo deste estudo é determinar o efeito do composto LASSBio-1386 in vitro nas células mo-

nonucleares de sangue periférico (PBMC) de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Estrutura do HTLV-1 

 

 O vírus linfotrópico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é um retrovírus enve-

lopado que pertence à família Retroviridae, sub-família Oncovirinae, gênero Delta-vírus. Este 

vírus foi descrito em 1980 e primeiramente isolado a partir de uma linhagem de células linfo-

blastóides obtidas de PBMC de um paciente com linfoma cutâneo de células T e foi o primei-

ro retrovírus humano causador de doença a ser identificado
(15-17)

.  O HTLV do tipo 2 foi iso-

lado a partir de células de um paciente com um tipo de leucemia de células pilosas
(18)

 e é con-

siderado menos patogênico que o HTLV-1, não é associado até o momento a nenhuma doença 

linfoproliferativa
(19)

. O HTLV do tipo 3 e do tipo 4, foram isolados a partir de amostras de 

sangue de moradores de Camarões, na África, e não estão associados com o desenvolvimento 

de doenças nos indivíduos infectados 
(19-21)

. 

 A estrutura da partícula viral é constituída basicamente por um envelope, uma matriz 

proteica e um nucleocapsídeo. O envelope constitui o único complexo protéico presente na 

superfície do vírion, consistindo de duas subunidades proteicas glicosiladas: a proteína de 

superfície, também referida como gp46, e a proteína transmembrana, denominada gp21 que 

ancora a gp46. Estas glicoproteínas são geradas a partir da clivagem da proteína precursora do 

envelope viral, a qual é codificada pelo gene estrutural env. Como no caso de outros retro-

vírus, ocorre associação não covalente entre a proteína de superfície e a proteína transmem-

brana, de modo que esta última ancora a proteína de superfície no envelope da partícula vi-

ral
(22,23)

. Seu genoma possui duas fitas de RNA simples envolvidas por um envelope viral. O 

gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa (p55), endonucleases e integrases (p32). 

 As glicoproteínas gp46 e gp21 estão diretamente associadas ao reconhecimento celu-

lar, e à conseqüente entrada do vírus na célula, funções relacionadas à sensibilização do sis-

tema imune, ao reconhecimento do receptor na superfície da célula alvo, à fusão entre mem-

branas e à transmissão célula-célula
(24,25)

. A interação entre o domínio de ligação do receptor, 

presente na gp46, e o complexo receptor na superfície da célula hospedeira permite o reco-

nhecimento e a interação do vírus com a célula hospedeira e, consequentemente, a infecção 

pelo HTLV-1
(26)

. 

 Além das proteínas estruturais, o genoma do HTLV-1 contém uma região gênica adi-

cional, chamada pX, que inclui 4 matrizes abertas de leitura, parcialmente sobrepostas, res-

ponsável por codificar as proteínas regulatórias virais Tax, Rex e HBZ (HTLV-1 basic Zip 
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factor), e as proteínas acessórias p12, p13, p30. Apesar de Tax ser vista como o principal fator 

oncogênico das células infectadas, a sua expressão é consideravelmente reduzida, ao passo 

que a HBZ é expressa de maneira ampla e constante nas células de ATLL
(28)

.  

A Tax modula a síntese e a função de diversas proteínas regulatórias da célula infecta-

da e atua como um transativador gênico viral. Rex atua promovendo a exportação de RNA 

viral do núcleo para o citoplasma e controlando o splicing e a degradação destes RNAs, man-

tendo o equilíbrio necessário para a produção viral. A proteína acessória p12 apresenta um 

importante papel na infecção viral de PBMCs quiescentes in vivo. Já a proteína p30 atua na 

ativação de diversos genes nas células infectadas pelo HTLV-1, na replicação viral e na ma-

nutenção da carga proviral na infecção
(29)

. 

 A HBZ atua induzindo a proliferação das células infectadas pelo vírus e inibe a apop-

tose, colaborando na imortalização, manutenção e multiplicação das células de ATLL
(27) 

inibe 

a expressão viral e dificulta o reconhecimento imunológico
(30)

. O TNF e IL-1, são duas impor-

tantes citocinas pro-inflamatórias, são tanto ativadores quanto alvos transcricionais de NF-

κB
(31)

.  

 

2.2 Transmissão 

 

 A transmissão do vírus ocorre por diversas formas: sexual, transfusão sanguínea, he-

moderivados, compartilhamento de seringas/agulhas contaminadas, transmissão de mãe para 

filho associado com aleitamento materno. A transmissão vertical (de mãe para filho) tem sido 

considerada a rota predominante em áreas endêmicas e a soroprevalência aumenta com a ida-

de, especialmente entre as mulheres 
(32,33)

. 

 

2.3 Proliferação Celular Espontânea 

 

 O HTLV-1 infecta preferencialmente linfócitos T CD4
+
, também os linfócitos T CD8

+
 

e as células dendríticas. As celulas dendríticas são células apresentadoras de antígenos e tem a 

capacidade de estimular linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
. Ha dois possíveis modelos de persistência 

do HTLV-1. Ambos os modelos permitem um grau de expressão viral e, em ambos os casos, 

o HTLV-1 se propaga principalmente pela divisão mitótica. No primeiro modelo, ocorre ex-

pansão clonal passiva de células infectadas, pois permite que as células infectadas escapem da 

vigilância imunológica. No segundo modelo, a expressão viral é essencial para a persistência, 

porque leva à divisão celular infectada. Ha vários mecanismos pelos quais as proteínas virais 
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Tax e p12 aumentariam a divisão da celula infectada, causando desregulação de pontos de 

verificação do ciclo celular e redução no limiar de ativação de células T. A proliferação tam-

bém pode ocorrer via receptor de superfície celular GLUT-1 (transportador de glicose 1) 

quando a partícula viral se liga a superfície da célula pela interação de glicoproteínas do enve-

lope viral penetrando na célula liberando seu conteúdo. Os indivíduos infectados pelo HTLV-

I tem uma porcentagem aumentada de linfócitos T CD4 + ativados (CD4 + HLA-DR +), o 

que sugere que a ativação de células T CD4 + pode ser um evento precoce para iniciar e pro-

pagar a resposta inflamatória desencadeada pelo HTLV-I. As células CD4 + ativadas podem 

ser uma fonte importante de IL-2 para proliferação e para o aumento de citocinas pró-

inflamatórias relevantes para iniciar a resposta inflamatória desencadeada pelo HTLV-I. A 

ativação das células T CD8 +, diferente das células T CD4 +, é um evento tardio na infecção 

crônica pelo HTLV-I. A infecção pelo HTLV-I pode estar latente em muitas células T e, por-

tanto, indetectável pelo sistema imunológico, o aparecimento de altos níveis de células T CD8 

+ ativadas é um evento tardio, um fato que também é consistente com o distúrbio neurológico 

lentamente progressivo denominado HAM / TSP. Tem sido sugerido que as células CD8 + 

poderiam auto-reagir com antígenos homólogos compartilhados entre o vírus e as estruturas 

da célula hospedeira, e que essa ação facilitaria os principais eventos imunológicos na 

HAM/TSP, uma vez que as células T CD8 + ativadas estão acumuladas no sangue periférico e 

líquido cefaloraquidiano enfatizando que este subconjunto de células estão intimamente liga-

dos a eventos definitivos da doença. Níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias / regulató-

rias, como IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 também foram observados em indivíduos 

infectados 
(34-37)

. 

 Com relação a ATLL, considera-se que a proteína Tax viral desempenha um papel 

central no processo, afeta a função de várias outras proteínas reguladoras por interação direta 

proteína-proteína. As células T infectadas evoluem em replicação contínua, ocorre descontro-

le no ciclo celular e na apoptose e o acúmulo de mutações que podem contribuir para o pro-

cesso leucemogênico. Demonstrou-se que esta imortalização resulta da estimulação induzida 

por Tax das ciclinas CDK4 e CDK6. Suprime a apoptose pelo aumento de Bcl-2 e atua no 

mecanismo de proliferação de linfócitos pela produção de fatores de crescimento, como IL-2 

e seu receptor
(38)

. A proteina HBZ foi detectada não apenas em células ATLL, mas também 

em células T de portadores assintomáticos, esta correlacionada com a carga de provírus, induz 

a proliferação de células T infectadas pelo HTLV-1 e o aumento de células infectadas pelo 

HTLV-1 está associado a patogênese da HAM / TSP 
(39)

. 



18 

 

 

2.4 Carga proviral  

  

 Uma alta carga proviral em PBMC ocorre em indivíduos com HAM / TSP, e sua con-

tagem pode ser usada como um marcador biológico de progressão da doença
(62)

.  É proporci-

onalmente inferior nos indivíduos assintomáticos, quando comparados com indivíduos com 

HAM/TSP 
(63-65)

. E considerada baixa quando menos de 1% de PBMC carrega o provírus, 

intermediária quando 1% a 5% de PBMC está infectado e alta quando mais do que 5% do 

PBMC está infectado pelo vírus
(65)

. Na infecção pelo HTLV-1, o risco de HAM / TSP aumen-

ta exponencialmente quando a carga proviral excede 1% de PBMC porém esta condição iso-

lada não é suficiente para o desenvolvimento do HAM/TSP. 

 

2.5 Doenças Associadas 

 

Está bem estabelecido que o HTLV-1 é o agente etiológico da ATLL, da 

HAM/TSP
(40,41)

, da uveíte associada ao HTLV-1
(42)

 e da dermatite infectiva
(43)

. Apesar da 

pequena incidência descrita para patologias associadas ao HTLV-1, os pacientes infectados 

pelo vírus podem cursar com diversas doenças de caráter inflamatório como a ceratoconjunti-

vite seca
(44)

, polimiosite, artrite associada ao HTLV, pneumonia broncoalveolar e artropa-

tia
(19)

. Além disso, outras manifestações neurológicas, como: doença do neurônio motor, neu-

ropatia periférica, ataxia cerebelar e disfunção cognitiva têm sido igualmente associadas ao 

HTLV-1. A associação da infecção crônica pelo HTLV-1 com o desenvolvimento de doenças 

com características inflamatórias e neoplásicas sugere que pode haver algum grau de imunos-

supressão relacionada a esta infecção, o que explicaria o aumento da morbidade e mortalidade 

decorrentes de doenças infecciosas como tuberculose, hanseníase e escabiose severa em indi-

víduos infectados pelo HTLV-1
(45-50)

. 

A HAM/TSP é uma síndrome neurológica desenvolve-se em até 4% dos indivíduos in-

fectados. A patologia manifesta-se na faixa etária de 40-50 anos sendo mais prevalente em 

mulheres. O tempo entre a infecção primária e o início dos sinais da mielopatia pode variar de 

anos a décadas, isso também é explicado pelo difícil diagnóstico diferencial com outras neu-

romielopatias. As principais queixas associadas à doença são fraqueza nos membros inferio-

res, lombalgia, alterações sexuais, sintomas de noctúria, incontinência urinária e disfunção 

sexual. Pode evoluir para espasticidade e/ou hiperreflexia
(51)

. É uma neuropatia crônica que 

apresenta lesão inflamatória e desmielinizante dos neurônios motores causando perda pro-

gressiva da função motora em membros inferiores, podendo levar os indivíduos acometidos à 
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incapacidade motora permanente, constituindo um problema de saúde pública. Até o presente 

momento, o mecanismo da imunopatogenicidade da doença não foi elucidado, mas existem 

hipóteses para explicar a lesão medular. O dano neurológico poderia ocorrer por:  

a) dano colateral: há uma resposta imune antiviral na qual os linfócitos T citotóxicos  

(CTLs) específicos contra o HTLV-1 e linfócitos T CD4
+
 infectados atravessam a barreira 

hematoencefálica e produzem uma resposta inflamatória liberando citocinas que destroem 

as células gliais; 

b) citotoxicidade direta: ocorre pelo reconhecimento de células infectadas que atra-

vessam a barreira hemato-encefálica e destroem as células infectadas por meio de ativida-

de citotóxica direta ou pela liberação de citocinas pró-inflamatórias como interferon-alfa e 

fator de necrose tumoral alfa. 

c) autoimunidade: ocorre a destruição das células da glia por mediadores liberados 

pelos CTLs que induziriam o sistema imunológico à destruírem os gliócitos por "confundi-

rem" essas células com as infectadas pelo HTLV-1. A eficiência dos CTLs está relaciona-

da inversamente com o risco de doenças inflamatórias associadas a infecção, como a 

HAM/TSP 
(40,41)

. 

A ATLL é uma doença linfoproliferativa agressiva, a incidência em indivíduos infec-

tados é estimada entre 1 a 5% nas áreas endêmicas 
(52,53)

. É dividida clinicamente nas formas: 

aguda, linfomatosa, crônica, smoldering e a forma tumoral primária de pele. Acomete princi-

palmente após a quinta década de vida. A forma aguda da ATLL está associada a uma elevada 

mortalidade.  

 

2.6 Tratamento 

 

 A indicação de tratamento do HTLV-1 aplica-se aos sintomáticos. No tratamento da 

ATL a quimioterapia, com a Zidovudina associada ao IFN-α e o transplante hematopoiético 

de células tronco tem mostrado alguns resultados. Com relação à HAM/TSP, ainda não há um 

tratamento que impeça a evolução da doença
 
Atualmente há diferentes terapêuticas disponí-

veis para tratar os sintomas dos pacientes com HAM/TSP, dentre os quais se destacam as dro-

gas imunomoduladoras, corticosteroides visando reduzir a incapacidade e melhorar a qualida-

de de vida dos pacientes acometidos. Porém, ainda não há consenso sobre qual seria a melhor 

intervenção e, quando indicada, qual o melhor imunomodulador para o tratamento da 

HAM/TSP 
(54-57)

. O tratamento visa diminuir o processo inflamatório e aliviar os sinais e sin-

tomas de espasticidade, dor, bexiga neurogênica entre outros. A dificuldade no desenvolvi-
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mento de protocolos de tratamento da HAM/TSP ocorre também porque a maioria dos paci-

entes são provenientes de países em desenvolvimento, devido o longo período de latência, 

evolução insidiosa da doença e ao custo elevado dos estudos.  

 Estudos com drogas apresentam respostas limitadas, dentre estas destaca-se o uso do 

ácido valproico, um inibidor da lisina desacetilase que modula a condensação da cromatina e 

altera o padrão de expressão gênica, modulando a carga proviral e aumentando a apoptose nas 

células infectadas
(58)

. O Fucoidan, um polissacárideo sulfatado complexo, derivado de algas 

marinhas, induzindo a redução da carga proviral nos individuos com HAM/TSP
(59)

. Estudos in 

vitro com produtos naturais como Fisalina F (extrato brutos de folhas de Witheringia solana-

ce) também tem sido estudado devido suas propriedades de inibição da via NF-kB e  de pro-

dução de mediadores anti-inflamatórios in vitro
(60)

. Estudos prévios com compostos quinolí-

nicos que foram capazes de inibir em mais de 80% da proliferação espontânea in vitro dos 

linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1
(61)

. A alta carga proviral está relacionada 

com piora dos sintomas associados ao HAM/TSP
(62-65)

. Diante do cenário de poucas drogas 

com respostas ainda limitadas, estudos são necessários com novas drogas para elucidar os 

mecanismos de fármacos que atuem na inibição de proliferação de linfócitos induzidos pelo 

vírus, reduzindo a resposta inflamatória e os sintomas associados. 

 

2.7 Hidrazonas e seus derivados 

 

 As hidrazonas são uma classe especial de compostos orgânicos sintéticos que exibem 

uma ampla variedade de efeitos biológicos, dentre eles, destaca-se a atividade anti-

inflamatória
(66)

. Deste modo, constituem um composto versátil, com estrutura básica (Figura 

1), na qual os centros ativos, carbono e nitrogênio, são os principais responsáveis pelas pro-

priedades físicas e químicas das hidrazonas e, devido à reatividade eletrofílica e nucleofílica, 

as hidrazonas são usadas para a síntese de compostos orgânicos, como compostos heterocícli-

cos
(67)

. 
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Figura 1 - Estrutura geral de hidrazonas 

Fonte: Adaptado de TÖRÖK et al., Bioquímica, 2013 
(68)

. 

 

  

 A formação de uma hidrazona passa pela condensação quimioseletiva de aldeídos ou 

cetonas com hidrazinas, seguida por eliminação de uma molécula de água. Quando essa hi-

drazina é uma hidrazida o composto formado é uma acilhidrazona (Figura 2)
(69)

. 

 

 

Figura 2 - Reação geral de formação de uma hidrazona (1) e reação geral de formação de 

uma acilhidrazona (2) 
Fonte: Adaptado de Santos, Instituto de Tecnologia em Fármacos, 2017. 

 

A NAH é uma estrutura modelo para derivação de múltiplas drogas, caracterizada por 

apresentar uma estrutura do tipo R1R2C=NNHCOR
(70)

. É considerada uma estrutura privile-

giada por ser a unidade base para a concepção de novos compostos analgésicos e anti-

inflamatórios. Um exemplo dessa atuação é que a subunidade NAH é um farmacóforo chave  

para ligação e inibição de cicloxigenase (COX)
(71)

. Essa inibição está associada com o alivio 

da dor e inflamação
(72)

, demostrando potencial anti-inflamatório dessa molécula. Dois meca-

nismos principais foram propostos para explicar como ocorre o reconhecimento pela COX: o 

primeiro mecanismo envolve a acidez relativa da fração hidrogênio amida em NAH; o segun-

do mecanismo envolve a capacidade da estrutura de estabilizar os radicais livres que estão 
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estruturalmente relacionados com hidrogênio do grupo fenil em ácidos graxos, como o ácido 

araquidônico
(73)

. 

 Nos últimos anos, há muitos relatos na literatura sobre a síntese dos derivados de hi-

drazona, tendo em vista que esses compostos possuem propriedades biológicas e farmacológi-

cas diversas
(74)

. Lacerda e colaboradores
(75)

 descreveram o desenho e síntese de novos deriva-

dos de NAH, mostrando que essas moléculas possuem efeitos inibitórios na produção de 

TNF-α, tanto in vitro como in vivo. No mesmo estudo, foi observado a inibição dos níveis in 

vivo de IL-1β e IFN-γ, indicando que esses compostos podem atuar como bloqueadores da 

cascata de fatores de transcrição responsáveis pela sinalização da biossíntese dessas citocinas 

pró-inflamatórias, além de possuírem uma baixa citotoxicicidade. Os derivados de NAH apre-

sentam efeitos que variam desde analgésicos, anti-inflamatórios, antiplaquetários, antitumoral, 

antiviral e atividades vasoativas
(75)

. O composto LASSBio-294 foi desenvolvido como uma 

possível droga para o tratamento da insuficiência cardíaca, uma vez que este demonstrou ati-

vidade inotrópica positiva e moderada vasodilatação em vários modelos in vitro e in vivo. O 

LASSBio-1735 mostrou perfil anticâncer em linhagem de células de leucemia promielocítica. 

O LASSBio-897 e o LASSBio-1289 apresentam atividade vasodilatadora
(76, 77)

. O LASSBio 

1524 inibe a Kappa Beta Kinase que ativa a via fator nuclear Kappa B (NF-KB). LASSBio 

1760, 1763 e 1764 apresentam potencial anti-inflamatório atuando através da inibição de 

TNF-alfa, oxido nítrico e espécies reativas de oxigênio
(10)

; também há alguns derivados com 

ação antiparasitária 
(11)

  e  dentre outros derivados o LASSBio-1386.  

 O LASSBio-1386 é um derivado NAH metilado [(E) -N'- (3,4-dimetoxibenzilideno) -

4-metoxibenzo-hidrazida (LASSBio-1386)], sintetizado pelo Laboratório de Avaliação e Sín-

tese de Substâncias Bioativas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. Ele atua mo-

dulando a resistência vascular pulmonar causando sua diminuição, reduz a pressão do ventrí-

culo direito estabilizando a hipertensão pulmonar e  reduz a disfunção endotelial 
(12)

. Um es-

tudo recente avaliou o seu efeito também em macrófagos e em culturas de esplenócitos de 

camundongos in vitro na qual a sua adição em concentrações não tóxicas (0,5, 1 e 2 μM) di-

minuiu a linfoproliferação, os níveis de IFN-γ, a produção de IL-2 e induziu o ciclo celular a 

permanecer na fase G0/G1
(14)

.  
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Figura 3 - LASSBio-1386  
Fonte: Adaptado de Guimarães et al. 2018 

 

 O estudo de Guimarães e colaboradores
(14)

 foi o primeiro estudo que demonstrou a 

atividade imunomoduladora  do composto LASSBio-1386, atividade imunossupressora e de 

inibição da proliferação de linfócitos, diminuindo a produção de citocinas envolvidas na proli-

feração e ativação de linfócitos, como IL-2, IFNγ, reduzindo os nivéis de PDE-4 e de TNF-

alfa  e modulando a secreção de citocinas pro-inflamatórias, com o potencial de ser uma droga 

promissora útil no tratamento de doenças inflamatórias e imunomediadas. 

 Os avanços nos estudos farmacológicos para a elucidação dos mecanismos pelos quais 

os derivados de hidrazonas e acilhidrazonas modulam o sistema inflamatório ainda precisam 

ser alcançados, no entanto, eles já demostram ser bons candidatos a fármacos anti-

inflamatórios no tratamento de doenças inflamatórias crônicas.  Como sabemos as concentra-

ções elevadas de citocinas pro-inflamatórias como IL-2, TNF-alfa, IFN-γ, IL-6, IL-10 e IL-

15, entre outras, têm sido relatadas tanto em pacientes com HAM/TSP, quanto em indivíduos 

assintomáticos. Neste contexto com a ação anti-inflamatória e antiproliferativa o LASSBio-

1386 em indivíduos portadores de HTLV-1 sintomáticos pode ser uma droga promissora, uma 

vez que há até o momento poucas terapias disponíveis efetivas e a maioria com efeitos adver-

sos importantes, como é visto por exemplo com o uso de corticosteróides e imunossupresso-

res. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Determinar o efeito do composto LASSBio-1386, em PBMC de indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 (HAM/TSP e Assintomático). 

 

3.2 Específicos 

 

 1. Determinar a IC50 (concentração que é necessária para 50% de inibição in vitro) do 

composto LASSBio-1386 

 2. Avaliar o efeito antiproliferativo do composto LASSBio-1386 em linfócitos de in-

divíduos infectados pelo HTLV-1. 

 3. Avaliar o efeito do composto LASSBio-1386 sobre o ciclo celular e apoptose em 

linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1.  

 4. Quantificar a carga proviral do HTLV-1 em linfócitos tratados com o composto 

LASSBio-1386.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho do estudo 

 

 Trata-se de um estudo experimental realizado com o intuito de avaliar o efeito inibitó-

rio do composto LASSBio-1386 na PBMC de indivíduos infectados pelo HTLV-1. 

 

4.2 Seleção da população 

 

Foram selecionados 6 indivíduos não infectados pelo HTLV-1, 7 indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 com diagnóstico de HAM/TSP e 5 indivíduos infectados pelo HTLV-1 assin-

tomáticos, maiores de 18 anos, atendidos no Centro de HTLV da EBMSP situada na cidade 

de Salvador, BA, sendo uma população composta tanto de homens quanto de mulheres.  

 

4.2.1 Critérios de inclusão  

 

Indivíduos portadores de HTLV-1 assintomáticos e com HAM/TSP que foram diag-

nosticados segundo os critérios da avaliação neurológica para diagnóstico do HAM/TSP da 

Organização Mundial da Saúde, que aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

4.2.2 Critérios de exclusão  

 

Indivíduos com o diagnóstico de HAM/TSP comprovado, que estavam fazendo uso de 

medicamentos imunomoduladores ou corticoesteróides, portadores de sorologias positivas 

para outras infecções (Hepatites, HIV). 

 

4.3 Considerações éticas 

 

 O presente estudo, em consonância com a resolução n° 466, de dezembro de 2012, do 

Conselho Nacional de Saúde, que incorpora, sob a ótica do indivíduo e das coletividades, re-

ferenciais da bioética, tais como, autonomia, não maleficência, beneficência, justiça e equida-

de, dentre outros, e visa a assegurar os direitos e deveres que dizem respeito aos participantes 

do estudo, à comunidade científica e ao Estado, comprometeu-se a respeitar os princípios éti-

cos estabelecidos, bem como os limites determinados, buscando única e exclusivamente atra-
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vés da produção científica avaliar o efeito inibitório do composto LASSBio-1386 na prolife-

ração de células de indivíduos infectados pelo HTLV-1. O estudo iniciou apenas após a apre-

ciação e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação Oswaldo Cruz (FIO-

CRUZ - CAAE: 19243713.0.0000.0040). Após a aprovação, a autorização da participação do 

paciente se deu via assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os pa-

cientes serão informados sobre os riscos e benefícios da pesquisa. Foram garantidos o sigilo e 

a possibilidade de se retirar do estudo a qualquer momento. A identidade dos participantes foi 

preservada.  

 

4.4 Coleta de sangue dos indivíduos avaliados, obtenção de linfoblastos e cultura celular 

  

Foram coletados 10 mL de sangue total em tubos de coleta contendo o anticoagulante 

heparina. Após a coleta, as PBMC foram obtidas por gradiente de Ficoll (GE Healthcare). 

Para isso, o sangue foi diluído em duas partes de PBS 1x (estéril), homogeneizado cuidado-

samente e depois transferido delicadamente para um tubo Falcon contendo 1/3 do volume do 

sangue diluído em PBS 1x de Ficoll. O sangue diluído foi centrifugado por 28 minutos a 1800 

rpm.  Ao final do ciclo de centrifugação, o anel leucocitário foi coletado e as células foram 

lavadas por três vezes com PBS 1x. Para obtenção de linfoblastos nos experimentos controles, 

PBMC de indivíduos não infectados pelo HTLV-1 foram cultivados na presença de fitohema-

glutinina (PHA) em meio RPMI 1640 e suplementadas com 1 ui/ml de IL-2 no terceiro dia. 

As PBMC dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 e linfoblastos de indivíduos controles fo-

ram cultivados em meio RPMI 1640, suplementado com 2mM glutamina (Sigma), 100μg/ml 

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

Hyclone, Logan Utah) em placa de 96 poços na presença e ausência de LASSBio-1386 nas 

concentrações (0,5, 1 e 2uM)  em estufa com 5% de CO2 a 37ºC durante 48 horas.  

 

4.5 Determinação do IC50 (concentração inibitória de 50%)  

  

A IC 50 é a concentração necessária do composto para inibir 50% da proliferação in 

vitro. Para determinar o IC50 de LASSBio-1386, os linfoblastos controles e as PBMC dos 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 foram incubados na presença de concentrações seriadas 

do composto (1,56; 3,125; 6,25; 12 e 25 µM /ml) em quadruplicata em placa de 96 poços, a 

37ºC e com 5% de CO2. Após 48h de cultura, as células foram incubadas com 1 µCi de timi-
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dina tritiada por 18h, e medida com líquido de cintilação em contador de radiação beta (β-

matrix 9600, Packard). Os resultados foram apresentados em contagem por minuto (cpm).   

 Utilizamos como controles positivos de citotoxidade e imunomodulação os compostos 

Violeta de genciana e Dexametasona na concentração de 0 a 25 μM/ml. 

 

4.6 Inibição de Proliferação Celular  

 

 Baseado no valor da IC50 de 1 uM,  utilizamos metade  (0,5 uM) e o dobro (2 uM) do 

seu valor como referência para as concentrações utilizadas no experimento de inibição de 

proliferação celular. Os linfócitos dos indivíduos infectados pelo HTLV-1(assintomáticos e 

com HAM/ TSP) foram cultivados na presença do composto LASSBio-1386 (0.5µM, 1µM e 

2µM) por 48 horas, com adição de 1µCi de Timidina tritiada nas últimas 18 horas de cultura. 

Dexametasona (1µM) e Violeta Genciana (1µM) foram utilizados como controles. Após esse 

período, a placa de cultura foi armazenada a – 80°C até o momento da contagem no leitor. 

 

4.7 Ciclo Celular 

 

 PBMCs de indivíduos infectados (assintomático e com HAM/TSP) e não infectados 

pelo HTLV-1  foram cultivadas em meio RPMI em tubo FACS, na presença e na ausência de 

LASSBio-1386 (0.5µM, 1µM e 2µM) por 48h a 37ºC com 5% de CO2 em estufa. Posterior-

mente, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solução PBS-1x (tampão fos-

fato-salino) e incubadas em uma solução de PBS 1x- 0,1 % de triton X-100 e 2 μg/mL de io-

deto de propídeo, na ausência de luz por 30 minutos a 37ºC. As células foram adquiridas em 

citômetro de fluxo FACS Fortessa (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA) e analisa-

das através do software FlowJo (Treestar, Oregon, USA).  

 

4.8 Apoptose e Necrose  

 

PBMCs de indivíduos infectados pelo HTLV-1 (assintomáticos e com HAM/TSP) fo-

ram cultivadas em meio RPMI em tubo FACS, na presença e na ausência de LASSBio-1386 

(0.5µM, 1µM e 2µM) por 48h a 37ºC com 5% de CO2 em estufa. Após o tempo de incubação 

as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solução de PBS 1x e incubadas em 

100μl da solução tampão 1x e 5 μl de anexina V-FITC e de iodeto de propídio, na ausência de 

luz por 15 minutos em temperatura ambiente. As células foram adquiridas em citômetro de 
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fluxo FACS Fortessa (Becton Dickinson 15 Biosciences, San José, CA) e analisadas através 

do software FlowJo (Treestar, Oregon, USA). 

 

4.9 Quantificação da carga proviral do HTLV-1 

 

 O DNA das amostras provenientes dos indivíduos infectados pelo HTLV-1 foi extraí-

do utilizando o Kit de extração (QIAGEN). A carga proviral do HTLV-1 foi mensurada por 

reação em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real, através do sistema TaqMan da Applied 

Biosystems Brasil, como descrito em DEHEE e colaboradores, 2002. Foram utilizados os 

primers SK110/SK111 para amplificar um fragmento de 186 pb da região pol. A sonda 

TaqMan (5’FAM and 3’ TAMRA) utilizada para a sequência de referência do HTLV-1 

(HTLVATK), localizada no fragmento 4829-4858 pb. O DNA da albumina foi quantificado 

em paralelo como controle interno. A quantidade de provírus foi calculada utilizando a se-

guinte formula: CPV= número de cópias do HTLV-1 (gene pol) x 10
6
/número de cópias de 

albumina/2. 

 

4.9.1 Análises dos dados 

 

 As variáveis foram descritas como porcentagem, médias e desvio padrão. Os progra-

mas Graphpad Prism e Flowjo foram utilizados para as análises. A proliferação celular foi 

calculada considerando a média da quadruplicata das cpm. O valor da IC50 foi determinada 

com base na porcentagem de inibição da proliferação celular e seu cálculo foi efetuado utili-

zando-se regressão não-linear no programa Graphpad Prism versão 5.01. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 Determinação da IC50 (Concentração inibitória de 50%) de LASSBio-1386 em 

PBMC de indivíduos não-infectados pelo HTLV-1 

 

 Inicialmente, foram testadas concentrações seriadas do composto LASSBio-1386 (1,5 

a 25 µM) para determinar a concentração inibitória do composto que reduz a proliferação ce-

lular em 50% (IC50) in vitro utilizando linfoblastos de 4 indivíduos saudáveis não-infectados 

pelo HTLV-1. Para determinar o IC50 foi realizado um novo experimento em linfoblastos de 

um indivíduo não-infectado pelo HTLV-1 com diluições menores, nas concentrações do com-

posto LASSBio-1386 de 0,15 a 10 µM e utilizada a Dexametasona (10 µM) como controle 

positivo. Após esse novo experimento a IC50 foi determinada em 1 µM. A Dexametasona (25 

µM) foi utilizada como controle interno positivo. A concentração de 6,25uM do composto foi 

capaz de inibir a proliferação de linfoblastos em torno de 50%. 

 

5.2 Inibição da proliferação celular em indivíduos infectados pelo HTLV-1 assintomáti-

cos e com HAM/ TSP 

 

 Foram realizados os experimentos para avaliar a inibição de proliferação com a con-

centração de LASSBio-1386 de (0,5 uM, 1uM e 2uM) em PBMC de indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 assintomáticos (n=4) e com HAM/ TSP (n=5).   

  A porcentagem de inibição da proliferação celular de linfócitos de indivíduos com 

HAM/TSP aumentou de acordo com o aumento da concentração de LASSBio-1386 utilizada 

sendo a inibição observada na concentração de 1 uM de 71,6%. A porcentagem de inibição da 

proliferação linfocitária de indivíduos assintomáticos apresentou maior variabilidade nas dife-

rentes concentrações de LASSBio-1386, apresentando maior inibição de proliferação com 1 

uM do composto que foi de 32% (Figura 4).  
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Figura 4 - Porcentagem de inibição de proliferação de linfócitos. Experimentos realizados em 

células de indivíduos HTLV-1 assintomáticos (n= 4) ASS e HAM-TSP (n=5) na presença de 

LASSBio-1386 (0,5, 1 e 2uM) e DEXA = dexametasona. Grupo ASS – 0,5uM, 1uM, 2uM 

(8,3%, 32%, 20%)  e Grupo HAM/TSP – 0,5uM,  1uM, 2uM (72%, 83,4%, 83,4%,). 
 

 

5.3 Análise do ciclo celular dos indivíduos HTLV-1 e Assintomáticos e HAM/TSP 

  

Foi observada uma maior frequência de células na fase do G1 do ciclo celular em to-

dos os grupos de indivíduos nas diferentes concentrações de LASSBio-1386 (Figura 5).  
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Figura 5 - Efeito do LASSBio-1386 sobre o ciclo celular. Os experimentos foram realizados 

com células de saudáveis (indivíduos não infectados) (n= 6), HTLV-1 ASS (n=5)  e com 

HAM/TSP (n= 4). Valores representam porcentagem de linfócitos nas fases do ciclo celular 

G1/G0/ S/ G2-M na presença de LASSBio-1386 nas diferentes concentrações (0,5; 1 e 2 uM) 

e no meio (controle). 

 

No grupo de indivíduos não infectados a porcentagem de linfócitos em G1 no experi-

mento controle foi de 60,6% e com LASSBio-1386 2uM (59,7%), 1uM (61,3%) e 0,5uM 

(64,4%) No grupo de assintomáticos em G1 foram no experimento controle (76,3%), e com 

LASSBio-1386 2uM (69,1%), 1uM (71,3%), e 2uM (76%). Com HAM/TSP em G1 no expe-

rimento controle (69.6%), e com LASSBio-1386 2uM (69,5%), 1uM (64,2%), e 0,5uM 

(67%). Nos experimentos realizados com linfócitos de indivíduos infectados pelo HTLV-1 há 

uma menor frequência de células na fase do ciclo celular G0 e aumento na fase G1 e G2-M 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 - Ciclo celular. Valores representam a média e o desvio padrão para indivíduos não 

infectados (n=6), HTLV-1 assintomáticos (n=5) e com HAM/TSP (n=4) nas fases do ciclo 

celular G1/G0/S/G2-M na presença de LASSBio-1386 nas diferentes concentrações (0,5, 1 e 

2uM) e no meio (controle). 

 

 

Ciclo Celular 

 

FASES  

DO 

CICLO 

Linfocitos (%) 

 

Meio 

LASSBio-1386 

 0,5 uM 1,0 uM 2 uM 

INDIVÍDUOS 

NÃO-INFECTADOS 

(n=6) 

G0 34,8 

(±10,3) 
34,6 

(±11,4) 
 

33,5 

(±10) 
34,9 

(±9,4) 

 G1 60,6 

(±8,6) 
64,4 

(±15,2) 
61,3 

(±8,9) 
59,7 

(±8,4) 

 S 0,8 

(±0,5) 
0,7 

(±0,2) 
0,6 

(±0,2) 
0,5 

(±0,1)
 

  G2- M 3,7 

(±2,1) 
4,5 

(±3,3) 
4,4 

(±2,6) 
4,7 

(±3) 

HAM/TSP  

(n=4) 

G0 24,7 

(±22,9) 
26 

(±20) 
28,6 

(±24,4) 
24,7 

(±18,4) 

 G1 69,6 

(±20,9) 
67 

(±17,6) 
64,2 

(±22,2) 
69,5 

(±15,6) 

 S 0,6 

(±0,2) 
0,77 

(±0,3) 
0,6 

(±0,4) 
0,6 

(±0,5) 

 G2- M 5,1 

(±2,7) 
6,25 

(±2,7) 
6,3 

(±3,6) 
4,9 

(±4,2) 

ASSINTOMÁTICOS 

 (n=5) 

G0 14,8 

(±13,2) 
19,0 

(±14,6) 
18,5 

(±12,9) 
19,9 

(±16) 

 G1 76,3 

(±12.3) 
76,0 

(±9,6) 
71,3 

(±13,6)  
69,1 

(±16) 

 S 0,5 

(±0,1) 
0,8 

(±0,2) 
1,2 

(±0,5) 
1,2 

(±0,9) 

 G2- M 7,9 

(±2.8) 

8,7 

(±2,4) 

9,0 

(±2,2) 

9,6 

(±1,8) 
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5.4 Apoptose e Necrose 

 

O grupo de indivíduos com HTLV-1 assintomáticos apresentou a porcentagem de 

PBMC em apoptose e necrose respectivamente para o controle (9,1%) e LASSBio-1386 com 

0,5uM (8,9%); 1uM (8,8%) e 2uM (8,1%). O grupo de indivíduos com HAM/TSP apresentou 

a porcentagem de PBMC em apoptose e necrose respectivamente para controle (10,8%), e 

LASSBio 1386 com 0,5uM (8%); 1uM (7,7%, 0,3%) e 2uM (6,5%).  

Quanto a porcentagem de PBMC na presença e ausência do composto, não houve dife-

rença significativa quanto aos resultados de experimentos de apoptose e necrose (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Porcentagem de PBMC em apoptose e necrose. Experimentos realizados na pre-

sença de LASSBio-1386 e na ausência do composto (Meio). Indivíduos assintomáticos(n=4) e 

com HAM/TSP (n=5). 
 

 

5.5 Carga proviral 

 

A carga proviral foi analisada em indivíduos assintomáticos e indivíduos com HAM/ 

TSP na ausência e na presença de LASSBio-1386 nas concentração de 1uM. Houve redução 

da carga proviral nas células dos indivíduos com HAM/TSP de 67% e nas células dos indi-

ví7duos HTLV-1 assintomáticos de 43,4% na presença do composto (Figura 7). 
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Figura 7 - Carga proviral. Experimentos realizados na presença de LASSBio-1386(1uM) e na 

ausência do composto (meio). Indivíduos assintomáticos (n=5) e com HAM/TSP (n=7). 

CPV= carga proviral. HAM= HAM/TSP, ASS= assintomático 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo demonstrou o efeito do composto LASSBio-1386, derivado da NH, 

sobre a inibição da proliferação linfocitária in vitro e redução da carga proviral em células de 

indivíduos infectados pelo HTLV-1.  

Neste estudo ocorreu maior inibição de proliferação de linfócitos nos pacientes com 

HAM/TSP quando comparado com os indivíduos com HTLV-1 assintomáticos. As células de 

indivíduos com HAM/TSP apresentam maior intensidade de proliferação espontânea de linfó-

citos quando comparado indivíduos com HTLV-1 assintomáticos
(77)

. Esta maior taxa de proli-

feração espontânea de linfócitos pode justificar a presença de uma maior inibição de prolife-

ração de linfócitos encontrada nos experimentos realizados nas células dos indivíduos com 

HAM/TSP. O estudo prévio de Guimarães e colaboradores
(14) 

demonstrou que com baixas 

doses de LASSBio-1386, inclusive utilizando a mesma concentração que realizamos neste 

estudo (0,5, 1 e 2 uM), houve inibição da proliferação celular de esplenócitos de camundon-

gos in vitro. A proliferação espontânea dos linfócitos provocada pela infecção do HTLV-1 

contribui significante com a patogênese da HAM/TSP, quanto maior proliferação espontânea, 

maior a destruição da medula espinhal podendo levar a sintomas associados como perda de 

funcionamento dos membros inferiores e imobilidade. A inibição da proliferação espontânea 

pode retardar a progressão da doença e pode diminuir a sintomatologia ligada à HAM/TSP. 

A carga proviral apresentou importante redução na presença do composto nos indiví-

duos portadores de HTLV-1, com maior expressão de redução no grupo com HAM/TSP 

quando comparado ao grupo de HTLV-1 assintomáticos. Há vários mecanismos de ação de 

drogas previamente estudadas para o tratamento da doença sintomática nos portadores de 

HTLV-1. Podemos destacar a atividade imunomoduladora e antiproliferativa que ocorre com 

o uso de ácido ascórbico em altas doses, o controle de ciclo celular induzindo apoptose de 

células infectadas e supressão de genes do HTLV-1 que foi descrito com uso do Interferon 

combinado com a Zidovudina
(49)

; a modulação da carga proviral
(62)

 descrita com ácido val-

próico. A carga proviral é maior em pacientes HAM / TSP do que em portadores de HTLV-1 

assintomáticos e a proliferação oligoclonal é maior no HAM / TSP podendo justificar desta 

forma uma maior ação inibitória de LASSBio-1386 nas células de indivíduos com HAM/TSP 

quando comparado com células de indivíduos portadores de HTLV-1 assintomáticos. A redu-

ção da proliferação linfocitária contribui no controle da carga proviral e a redução da carga 

proviral pode contribuir para a redução da patogênese da doença inflamatória
(77)

. A ação anti-

viral de derivados NAH foi demonstrada também em estudos prévios onde foram evidencia-
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dos a ação antiviral sobre o vírus da imunodeficiência humana, inibindo a atividade da ribo-

nucleotido redutase, outros derivados NAH tambem possuem atividade antiviral sobre os ví-

rus da hepatite A e Herpes simplex virus-1
(75)

.  

No estudo de Guimarães et al, quanto ao ciclo celular, o LASSBio-1386 demonstrou 

atuar modulando a secreção de citocinas como IL-2 e Interferon-γ em esplenócitos e macrófa-

gos in vitro, induzindo o ciclo celular a permanecer em G0/G1 nas concentrações (0,5, 1 e 2 

uM)
(14)

, fato que não foi observado em nossos experimentos. Há outros mecanismos que po-

dem estar associados com a proliferação celular e que ainda não foram estudados com o com-

posto LASSBio-1386 como a expressão de proteínas reguladoras como TAX, HBZ, proteínas 

acessórias (p12 e p30) e a inibição de citocinas como IL-6, TNF-alfa, IL-10. Importante res-

saltar que quanto ao ciclo celular há ausência de dados na literatura sobre a atuação do LAS-

SBio-1386 nas células dos indivíduos com HTLV-1.  

Em relação a apoptose e necrose não foram observadas diferenças nos experimentos 

realizados na presença e ausência do composto nas células dos indivíduos portadores de 

HTLV-1 ou HAM/TSP.  

O LASSBio-1386 com sua ação anti-proliferativa e antiviral, demonstrou que pode ser 

uma droga promissora a ser estudada no contexto do tratamento dos indivíduos sintomáticos 

infectados pelo HTLV-1. 
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7 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO  

 

 As principais limitações encontradas neste estudo foram: o número reduzido de indi-

víduos avaliados.  A grande variação no tipo celular utilizado nos nossos experimentos em 

comparação ao tipo celular estudado previamente por Guimarães e colaboradores
(14)

, podendo 

justificar a variabilidade dos resultados nos experimentos realizados com células de humanos 

in vitro. 

As perspectivas deste estudo são realizar a dosagem de citocinas como IL-2, IL-10, IL-

15 e TNF- alfa na presença do composto para determinar o efeito de LASSBio-1386 na pro-

dução destas citocinas nas células dos indivíduos com HTLV-1. Aumentar o número de expe-

rimentos para avaliação do ciclo celular em células de indivíduos com HAM/TSP visando 

entender melhor o mecanismo de inibição de proliferação linfocitária e de redução da carga 

proviral que ocorre na presença de LASSBio-1386.  
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8 CONCLUSÃO 

 

O LASSBio-1386 tem efeito antiproliferativo sobre os linfócitos de células infectadas 

pelo HTLV-1 e promove a redução da carga proviral.  
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Identificação, produção e avaliação de fármacos e proteínas recombinantes com potencial 

terapêutico e/ou profilático em HTLV-1, doença de Chagas e leishmanioses. 

 

Instituição: Laboratório Avançado de Saúde Pública (LASP), Centro de Pesquisas Gonçalo 

Muniz, FIOCRUZ; Rua Waldemar Falcão, 121 Brotas CEP 40295-001  

Pesquisador responsável:  

Dra. Maria Fernanda Rios Grassi  CRM 9894 

Telefone: 3176 2213 

 

Prezado(a) paciente, 

Como voluntário o Sr (a) está sendo convidado a participar de uma investigação patro-

cinada pelo Laboratório Avançado de Saúde Pública (LASP) com o objetivo de avaliar a ação 

de novas drogas sobre a multiplicação das células do sangue em indivíduos infectados pelo 

vírus humano de células T (HTLV).  A infecção pelo HTLV é freqüente no Brasil, particu-

larmente em Salvador-Bahia, onde 2% da população encontra-se infectada. O estudo destas 

novas drogas pode contribuir para o tratamento de doenças associadas à infecção por este ví-

rus, especialmente leucemia e linfomas, que embora raros são de extrema gravidade. 

 

Para que seja possível realizar esta pesquisa pedimos a doação de uma amostra de sangue que 

permitirá estudar suas células sanguíneas. Essas amostras serão obtidas no momento em que 

exames de sangue forem necessários para o seu próprio acompanhamento clínico. Aproveita-

remos o pedido de coleta de sangue para o exame de rotina, e solicitaremos ao laboratório que 

retire um pouco a mais (30 ml ou cerca de 2 colheres de sopa) para esta pesquisa. Assim sen-

do, o número de vezes que o sangue será retirado não será maior do que o realmente necessá-

rio para o acompanhamento de rotina e não será necessário vir ao Centro médico apenas com 

o objetivo de participar da pesquisa. 

A coleta de sangue será realizada por um profissional treinado e não envolme muitos riscos, 

pode ocorrer uma dor ligeira e um pequeno sangramento no local da picada, ficando o braço 

roxo. Esta mancha desaparece dentro de 1 a 2 dias. 

A sua participação neste estudo é voluntária e espontânea. A sua assistência médica não será 

modificada em função da sua aceitação ou não em participar deste estudo. Também não en-

volverá nenhum custo adicional. Caso necessite regressar ao hospital por razões ligadas ao 

estudo, suas despesas com transporte e alimentação serão pagas pelos responsáveis pela pes-

quisa. 

Além disso, você poderá desistir de participar a qualquer momento sem que isto interfira no 

tratamento futuro neste hospital. O material obtido de sua amostra de sangue (plasma e célu-

las) será utilizado apenas neste estudo. Toda a informação obtida ou disponibilizada neste 

estudo será considerada como sigilosa de modo a garantir confidencialidade e não será divul-

gada sem a sua permissão. 
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Para que outros médicos possam no futuro ampliar seus conhecimentos sobre esta doença, 

gostaríamos de mostrar os resultados obtidos neste projeto em congressos (pôster ou apresen-

tação oral) e em publicações em revistas científicas. 

Por outro lado, nos comprometemos a não dizer seu nome e a utilizar os resultados obtidos 

apenas com finalidade científica.  

A equipe de pesquisadores (Dr Bernardo Galvão, Dra Fernanda Grassi) está disponível a 

qualquer momento para qualquer esclarecimento no número 3176-2213. 

Caso queira, o Sr (a) poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisas da Fio-

cruz pelo telefone 3176-2285. 

 

Os pesquisadores se comprometem a informar o CEP caso a pesquisa seja descontinuada. 

 

Eu _________________________________________________ aceito fazer parte do grupo 

de estudo “Identificação, produção e avaliação de fármacos e proteínas recombinantes 

com potencial terapêutico e/ou profilático em HTLV-1, doença de Chagas e leishmanio-

ses.” 

Recebi todas as orientações sobre este trabalho. Entendi o propósito do estudo, e compreendo 

que o objetivo deste estudo é uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na infec-

ção causada pelo vírus HTLV-1. Sei que este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa Humana. 

Estou recebendo uma cópia deste documento datada e assinada, e não estou abdicando de 

nenhum dos meus direitos legais. 

Salvador, ____ / ____ / ______. 

 

 

Assinatura: _____________________________________________________ 

Assinatura da  

Testemunha: ______________________________________________________ 

 

 

 

Impressão datiloscópica 
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ANEXOS 

Anexo A – Parecer Consubstanciado de CEP 
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Anexo B – Experimento apoptose e necrose 

 

Figura 8. Frequência de células (linfócitos) em apoptose e necrose. Efeito do LASSBio-1386 

sobre a apoptose e necrose dos linfócitos de um indivíduo infectado pelo HTLV-1 com 

HAM/TSP, cultivado em meio de cultura por 48 horas (controle) e na presença de LASSBio-

1386 (0,5, 1 e 2 uM) por 48h. Q3= anexina, Q1- iodeto de propídeo, PI- iodeto de propídeo. 

FSC- tamanho relativo a célula, SSC- granulosidade. 

 


