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RESUMO 

 

JOÃO VICTOR CARVALHO DE DEUS 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA ALARMINA WARS EM LEUCÓCITOS DE 

PESSOAS VIVENDO COM HTLV-1 

 

Orientadora: Juliana Echevarria Lima 

 

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

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

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

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

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

mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (MAH/PET) e da 

leucemia/linfoma de células T do adulto. A MAH/PET é uma doença inflamatória crônica e 

neurodegenerativa caracterizada por danos no sistema nervoso central com perda da bainha de 

mielina, perda axonal e gliose. Essa doença inflamatória depende da infiltração de leucócitos 

ativados e/ou infectados para a medula espinhal, assim como a desregulação da barreira 

hematoencefálica. Estudos demonstraram que células T, células B, células dendríticas, 

macrófagos e monócitos são os tipos celulares infectados pelo HTLV-1. Durante processos 

inflamatórios alarminas são moléculas endógenas, também conhecidas como Padrões 

Moleculares Associados ao Dano (DAMPs), podem ser liberadas em função de mecanismos de 

estresse, lesão ou morte celular, podendo ser desencadeados pela presença de patógenos. A 

WARS tem função na catalisação da ligação do aminoácido triptofano ao seu tRNA (RNA 

transportador) cognato durante a tradução proteica, mas pode ser liberada como uma alarmina 

durante processos infecciosos. Estudos com a alarmina WARS mostram que esta proteína pode 

inibir a replicação in vivo e in vitro e é encontrada no soro em níveis aumentados de indivíduos 

infectados pelo vírus citomegalovírus humano (CMV) e o vírus da Hepatite B. Entretanto, 

pouco se sabe a respeito do envolvimento da alarmina WARS na resposta imune frente a 

infecção pelo HTLV-1 e durante o desencadeamento da MAH/PET. Assim, propomos a analisar 

a expressão da WARS em células MT2 (permanentemente infectadas pelo HTLV-1), assim 

como investigar os níveis da proteína nas subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ obtidas 

de indivíduos com HTLV-1, assintomáticos (AC) e portadores de MAH/PET. Os resultados 

indicam que a alarmina WARS é expressa e secretada nas células imortalizadas infectadas por 

HTLV-1. Os resultados também indicam que os linfócitos T CD4+ e T CD8+ de indivíduos com 

HTLV-1 expressam a alarmina WARS. Entretanto, os níveis da proteína WARS em linfócitos 

T CD8 (naive, memória central e efetora) obtidos de indivíduos AC encontram-se reduzidos 

em comparação aos níveis encontrados nas células obtidas de indivíduos não infectados ou 

portadores da MAH/PET. Células mononucleares dos indivíduos vivendo com HTLV-1 foram 

capazes de secretar a alarmina WARS quando estimuladas com o peptídeo viral Tax do HTLV-

1. Em conclusão, esses resultados indicam que a secreção da alarmina WARS pode ser 

modulada durante a infecção pelo HTLV-1. 

Palavras-chave: HTLV-1, MAH/PET, WARS, Alarminas 
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obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

O vírus linfotrópico para a célula T humana do tipo 1, ou HTLV-1, é um vírus da mesma família 

do HIV (vírus da imunodeficiência humana causador da AIDS). O HTLV-1 também pode 

causar doenças, como a mielopatia, que é uma inflamação no sistema nervoso central e provoca 

danos nos nervos. Existem pessoas infectadas pelo HTLV-1 em todo mundo, principalmente, 

na África Central, Japão e América Central e do Sul, sendo o Brasil um dos países com o maior 

número de infectados. Esse vírus é transmitido pelo aleitamento materno, contato com sangue 

contaminado e por relação sexual desprotegida. Nos pacientes que desenvolvem a doença, o 

vírus acaba impactando diretamente no bem-estar, pois gradativamente as pessoas infectadas 

perdem a capacidade de andar e se tornam dependentes da família para realizar atividades 

comuns. Mas, há uma parcela de infectados que não desenvolvem a doença, ficando 

assintomáticos por muitos anos até desenvolver a doença. Durante uma infecção, nosso corpo 

libera certas substâncias que funcionam como alarmes, acionados após uma invasão de um 

microrganismo ou dano celular, e por isto são chamadas de alarminas. Elas agem como 

sinalizadores de perigo para as células do nosso corpo, para iniciar uma resposta de defesa. 

Uma dessas alarminas é a proteína WARS. Nosso estudo buscou entender se a alarmina WARS 

está envolvida na resposta imune contra o vírus HTLV-1. Os resultados indicam que a proteína 

WARS está presente nas células de pessoas infectadas pelo HTLV-1. Essas células de pessoas 

infectadas foram capazes de liberar a proteína WARS, assim ela poderá atuar como uma 

alarmina, ativando as células de defesa do corpo, ou seja, células do sistema imunitário.  Mas 

ainda são necessárias mais pesquisas para entender melhor o papel da alarmina WARS na 

infecção pelo HTLV-1 e no desenvolvimento da mielopatia causada pelo vírus. 

Palavras-chave: HTLV-1, mielopatia, Alarminas. 
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ABSTRACT 

 

JOÃO VICTOR CARVALHO DE DEUS 

 

EVALUATION OF ALARMIN WARS EXPRESSION IN LEUKOCYTES DERIVED 

FROM PEOPLE LIVING WITH HTLV-1 

 

Orientadora: Juliana Echevarria Lima 

 

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

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

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

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

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

myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) and adult T-cell leukemia/lymphoma. 

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

nervous system damage with myelin sheath loss, axonal loss, and gliosis. This inflammatory 

disease depends on the infiltration of activated and/or infected leukocytes into the spinal cord, 

as well as the dysregulation of the blood-brain barrier. Studies have already shown that T and 

B cells, dendritic cells, macrophages, and monocytes are the cell types infected by the virus. 

Alarmins are endogenous molecules, also known as Damage Associated Molecular Patterns 

(DAMPs), released due to mechanisms of stress, injury or cell death during the inflammatory 

process. The protein, called WARS, plays a role in catalyzing the binding of the amino acid 

tryptophan to its cognate transfer RNA during protein translation, but it can be released as 

alarmin during infectious responses. Studies with WARS alarmin show that this protein can 

inhibit replication in vivo and in vitro and high levels found in individuals infected with viruses 

such as human cytomegalovirus (CMV) and Hepatitis B virus. This alarmin induces the 

secretion of IFNβ, IL-6 and protein kinase R production (PKR). However, about the role of 

WARS during HTLV-1 infection and HAM/TSP development remain unknown. Thus, we 

propose to analyze the expression of WARS alarmin in cells permanently infected by HTLV-1 

(MT2), as in subpopulations of T CD4+ and T CD8+ lymphocytes obtained from HTLV-1-

infected individuals, asymptomatic carriers (AC) and with HAM/TSP. The results indicate that 

WARS alarmin is expressed and secreted in immortalized cells infected by HTLV-1.  The 

results also suggested that WARS in T CD8+ lymphocytes (naive, central memory and effector) 

from AC donors were reduced compared to the levels found in cells obtained from non-infected 

individuals or HAM/TSP patients. The peripheral blood mononuclear cells from HTLV-1-

infected patients released WARS after stimulation with the TAX viral peptide. In conclusion, 

these results suggested that WARS secretion may be modulated during HTLV-1 infection. 

 

 

Keywords: HTLV-1, MAH/PET, WARS, Alarmins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

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

 

O vírus HTLV-1 foi primeiramente isolado em 1980, com o nome de HTLV apenas, a 

partir de uma amostra do sangue periférico de um paciente de 28 anos com diagnóstico de um 

linfoma cutâneo de célula T, nele foi detectado por ensaio de PCR e microscopia eletrônica a 

presença do vírus (Poiesz et al., 1980; Gallo, 2005). A partir dessa amostra os linfócitos T foram 

cultivados com a interleucina 2 (IL-2), fazendo assim o estabelecimento de uma linhagem 

imortalizada das células, que recebeu o nome de HUT-102. Nessas células havia a presença da 

enzima transcriptase reversa e partículas virais, e a partir desta evidência o vírus foi denominado 

Human cutaneous T-cell Lymphoma Virus, ou HTLV (Poiesz et al., 1980). 

Na mesma década, em 1981, partículas do HTLV-1 foram identificadas em células 

mononucleares do sangue periférico, em pacientes com leucemia de células T do adulto (ATL), 

no sudoeste do Japão (Hinuma et al., 1981). O vírus então descrito pelos pesquisadores 

japoneses foi nomeado ATLV (vírus de células T da leucemia do adulto) e após análises 

comparativas do vírus HTLV e ATLV, foi então definida a sigla HTLV-1 como a nova 

nomenclatura para o vírus (Gallo, 2005). 

Em 1982, Kalyanaraman isolou o vírus HTLV-2 de 1 paciente portador da leucemia de 

células pilosas (tricoleucemia). Células T foram extraídas do rim desses pacientes, nas quais se 

encontraram antígenos do HTLV. Foi identificada cerca de 66% de homologia com o vírus 

HTLV-1, mas menos patogenicidade. (Kalyanaraman et al., 1982). Mais recentemente, foram 

identificados na África Central os vírus HTLV-3 e HTLV-4, em gorilas e outros primatas não 

humanos. No entanto, não há, desde então, descrição de evidências de doenças associadas a 

essas variantes genotípicas (LeBreton et al., 2014), enquanto os vírus HTLV-1 e HTLV-2 

possuem relevância clínica e epidemiológica, sobretudo o HTLV-1, por ter um potencial 

oncogênico (VF da Silva Lima et al., 2021). 

 

1.1.1 Propriedades Gerais do HTLV-1 

 

O HTLV-1 é um retrovírus da família Retroviridae, subfamília Orthoretroviridae e 

gênero Deltaretrovírus (Afonso et al, 2019). Sua distribuição é mundial, sendo primeiramente 

detectado como vírus endêmico na região sudoeste do Japão e em regiões como: Oeste da 
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África, África Central, América Latina (Gessain e Cassar, 2012). Sugere-se que variantes 

genotípicas HTLV-1, HTLV-2 e HTLV-3 foram originadas através de múltiplas infecções das 

suas contrapartes em espécies de primatas como chimpanzés e macacos como os vírus 

linfotrópicos de células T símias: STLV-1, STLV-2 e STLV-3. (Le Breton et al., 2014). 

A partícula viral do HTLV-1 é envelopada, medindo entre 100 e 120 nanômetros. O seu 

genoma viral compõe duas fitas RNA simples de polaridade positiva, assim como também tem 

enzimas transcriptase reversa, integrasse e protease (Tangy, 1996). Também possui proteínas 

transmembranares como gp21 e gp46 que estão situadas no envelope viral e são essenciais para 

a ligação do mesmo com o receptor celular (Figura 2), assim como a fusão do vírus com a 

membrana da célula alvo (Tangy, 1996, Fogarty et al., 2011). A terminação 5’ do genoma do 

HTLV-1 possui genes responsáveis pela codificação de proteínas enzimáticas e estruturais 

(Figura 3). Há os genes responsáveis pela codificação das proteínas de matriz, capsídeo e 

nucleocapsídeo (genes gag); os genes que codificam as enzimas RNAse, protease, transcriptase 

reversa e endonuclease (genes pol); e os genes das proteínas transmembranares gp21 e gp46 

(gene env). Todos esses genes são intercalados por repetições terminais longas, ou LTR (Long 

Terminal Repeats) (Seiki et al., 1983).  
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Figura 2. Representação esquemática da estrutura e composição do HTLV-1. Proteínas do capsídeo (p24), o 

genoma de RNA de fita simples (ssRNA+), as enzimas transcriptase reversa (p55), protease (p10) e integrasse 

(p32). A matriz viral é delineada pela proteína P19, que envolve o núcleocapsídeo. A camada do envelope é 

constituída pelas glicoproteínas gp46 e gp21. Figura adaptada de Brites et al., 2021. 

 

Para as proteínas regulatórias e acessórios do vírus, há uma região denominada pX que 

se encontra entre a terminação 3’ e o gene Env (Seiki et al., 1983). Nessa região, há 4 sequências 

de leitura aberta (Open Reading Frames, ou ORF), ORF I, ORF II, ORF III, ORF IV que sofrem 

splicing alternativo e determinam mRNAs para as proteínas acessórias e reguladoras como Tax, 

Rex, p12, p21, p30, p13 e gene HBZ (Figura 3; revisado por Yoshida, 2010). O HBZ se 

posiciona na porção anti-sense do genoma do HTLV-1 (Gaudray et al., 2002)  

A ORF I codifica para a proteína p12 do vírus HTLV-1, esta proteína é essencial para a 

infecção do vírus e se localiza no espaço intracelular (Albrecht et al., 2000). Essa proteína viral 

também pode ser encontrada no retículo endoplasmático (ER), onde se liga à molécula de MHC 

I imatura e impede a sua associação com β2-microglobulina ou inibe o transporte do MHC I 

para o Complexo de Golgi (Johnson et al.,2001), comprometendo a expressão de MHC I por 

células infectadas e reduzindo a sua eliminação por linfócitos citotóxicos. Essa proteína também 

está envolvida na persistência viral através do aumento da proliferação celular mediada pela 

produção de interleucina 2 (IL-2) por células infectadas. A p12 atua amplificando a ativação do 

fator de transcrição NFAT por sua interação com proteínas reguladoras de Ca+2 residentes do 
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ER como a calrreticulina e calnexina (Ding et al., 2001; Albrecht et al., 2002). Além disso, a 

proteína p12 está associada a infecção de novas células através de projeções de células 

dendríticas infectadas com HTLV-1 (Valeri et al., 2010). A ORF II codifica a proteína p13, que 

é encontrada a mitocôndria sua expressão foi associada a produção de espécies reativas de 

oxigênio, cujos níveis podem influenciar o desencadeamento de apoptose (Koralnik et al., 1992, 

Van Prooyen et al., 2010). A ORF III codifica a proteína Rex, que é uma proteína regulatória 

pós-transcricional, tendo a função de promover a exportação do mRNA do HTLV-1 completo 

antes do splicing, desta forma, a função da proteína Rex é essencial para uma transcrição eficaz 

do HTLV-1 (Hidaka et al., 1988). A ORF IV produz mRNA para síntese da proteína Tax. A 

proteína HBZ (HTLV 1 basic zipper factor) é transcrita através da tradução de uma região 

antisenso 3’ LTR (Edwards et al., 2011). 

A proteína Tax exerce um papel de regulação da transcrição viral através do 

recrutamento de fatores de transcrição para o terminal 5’LTR. Esse mecanismo, associado as 

funções de sinalização da proteína faz da Tax uma molécula crucial para a transcrição do vírus 

HTLV-1 (Yao e Wigdahl, 2000; Matsuoka, 2011). A proteína Tax altera a atividade celular 

através da ativação de vários fatores de transcrição, como por exemplo, NF-kB, AP1 e CREB. 

A modulação do NF-κB pela proteína viral Tax modula a expressão de VCAM e VEGF, estresse 

oxidativo, produção de citocinas (IL-8, IL-15, TNFα) e a proliferação celular (IL-2, c-Myc) 

entre outras funções (Hiscott et al., 2001; Zhi et al., 2011). Além disso, a Tax está diretamente 

envolvida no processo de transformação celular via NF-κB, induzindo proteínas 

antiapoptóticas, como por exemplo, Bcl-xl, e através da inibição de genes supressores de tumor 

(Yamaoka et al., 1996; revisado por Yoshida, 2010). A proteína Tax também está associada a 

indução de proto-oncogenes (Yoshida, 2010) Por outro lado, combinadas as proteínas p27, p21 

e Tax estão associadas à senescência celular (Zhi et al., 2011). 

A proteína HBZ também está associada com a indução de proliferação celular (Satou et 

al., 2006) e pode ser considerada oncogênica, visto que camundongos transgênicos para HBZ 

desenvolvem linfomas (Satou et al., 2011). A proteína HBZ aumenta a infectividade e a 

persistência viral. Fato confirmado in vivo através da infeção de coelhos com HTLV-1 contendo 

HBZ mutada e sem funcionalidade (Arnold et al., 2006).  
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Figura 3. Representação esquemática do genoma do HTLV-1 e os seus transcritos e proteínas 

associadas. Genes gag, pro, pol e env estão flanqueados por segmentos LTR. A região entre Env-1 e 

3’ LTR sofre um splicing em regiões distintas e origina a síntese de proteínas reguladoras e acessórias 

como: Tax, Rex, p21, p12, p13, p30 e HBZ (gene antisenso) (Figura adaptada de Martinez et al., 

2019). 

 

1.1.2 Replicação Viral 

 

O HTLV-1 é capaz de infectar principalmente, células T CD4+, em menor número 

também já foi descrito a infecção de células T CD8+ (Franchini et al., 1995; Cho et al., 1995), 

linfócitos B e células mieloides, como células dendríticas (Macatonia et al.,1992), macrófagos 

e monócitos (Franchini et al., 1995; Koralnik et al., 1992; Koyanagi et al., 1993; Cho et al., 

1995; Makino et al., 2000; Hishizawa et al., 2004; Nascimento et al., 2011; de Castro-Amarante 

et al., 2015; Echevarria-Lima et al 2018). A principal hipótese para o processo de entrada do 

HTLV-1 é da interação célula a célula, pela qual uma célula infectada,interage com uma célula 

não infectada e as proteínas transmembranares do vírus adjacente a célula infectada interage 

com receptores celulares da célula não infectada. (Ahmadi et al., 2021). Através desse contato 

ocorre a entrada do vírus pela sinapse virológica, onde há a formação de um agregado 

supramolecular, que inicia a entrada do vírus. Nesse cenário, as proteínas do envelope são 

responsáveis pela adesão e entrada da partícula viral na célula (Bangham et al., 2003; Igakura 

et al 2003; Huang et al., 2009).  

Macromoléculas encontradas na membrana plasmática celular, como por exemplo, 

proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG), o transportador de glicose 1 (GLUT-1), Neuropilina 



 

6 
 

1 (NRP-1) e a molécula de adesão ICAM-1 foram associadas à entrada do HTLV-1 nas células 

alvo (Manel et al., 2003; Jones et al., 2005; Ghez et al., 2006; Lambert et al., 2009). 

A proteína viral gp46 quando interage com a Neuropilina 1, sofre uma alteração 

conformacional, promovendo a sua ligação ao GLUT-1. Essa interação causa a fusão do vírus 

com a célula alvo, mediada pela proteína do envelope viral gp21, liberando assim o genoma 

viral no citoplasma da célula hospedeira (Jones et al., 2011). 

Após a fusão, o RNA genômico do vírus passa por transcrição reversa pela transcriptase 

viral no citoplasma para converter o RNA genômico em DNA de dupla fita. O DNA de dupla 

fita é transportado para o núcleo da célula, e assim é integrado ao genoma da célula para formar 

o provírus (Martin et al., 2016). Através de estudos com centenas de sítios de integração do 

HTLV-1, não foi possível definir um critério pelo qual o vírus HTLV-1 irá se integrar no 

genoma da célula (Gillet et al., 2011; Cook et al., 2014). Em alguns estudos observou-se um 

padrão na integração do vírus no genoma, sendo mais frequente a integração ocorrer em locais 

com alta atividade transcricional (Niederer et al., 2014). Em seguida ocorre a transcrição e 

tradução do genoma viral e a formação de novas partículas virais do HLTV-1 (Olière et al., 

2011). Na figura 4 encontram-se esquematizadas as etapas descritas acima.                                                                           

 

Figura 4. Esquema representativo do ciclo de replicação do HTLV-1. O envelope do vírus HTLV-1 

fusiona com a membrana celular pela interação dos receptores GLUT-1, HSPG e NRP-1 com a proteína de 

superfície viral gp46/gp21, formando um complexo molecular. (A) O RNA viral é liberado no citoplasma após a 

fusão (B), o RNA é transcrito em DNA de fita dupla (dsDNA) através da transcriptase reversa do vírus (C). O 

dsDNA é transportado para o núcleo (D), sendo integrado ao DNA da célula (E, F). O provírus é transcrito pela 

RNA polimerase II da célula (G); os mRNAs virais passam por modificações pós-transcricionais (H). Os mRNAs 

virais são direcionados do núcleo para o citoplasma (I), e as proteínas do vírus são processadas pela maquinaria 

enzimática da célula infectada (J). As proteínas Gag, Gag-Pol e Env são transportadas para a membrana plasmática 

da célula, com as duas cópias do RNA do vírus recém produzido (K). O RNA e as proteínas virais iniciam a 
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formação da partícula viral ao se ligarem próximo à membrana da célula (L). A partícula viral é liberada da célula 

por brotamento (M) e passa por um processo de maturação em função da protease viral, clivando as poliproteínas 

virais para resultar numa partícula viral madura e infecciosa (N). Figura adaptada de Martin et al., 2016. 

 

1.1.3 Epidemiologia do HTLV-1 no Brasil e no mundo 

 

É estimado que 10 a 20 milhões de indivíduos no mundo vivam com o HTLV-1, sendo 

as áreas de maior distribuição geográfica do vírus: África, Américas do Sul e Central, as Ilhas 

Caribenhas e o Japão (Figura 5; Proietti et al., 2005; Gessain e Cassar, 2012).  

Vários estudos relatam que existe uma associação entre regiões com nível baixo de 

educação e de condições socioeconômicas com uma maior prevalência do vírus HTLV-1 em 

áreas endêmicas e não endêmicas (Murphy et al., 1991; Schreiber et al., 1997; Manns et al., 

1999; Catalan-Soares et al., 2003; Sanchez-Palacios et al., 2003).  

Na América do Sul, vários estudos sobre a prevalência do vírus foram conduzidos no 

Brasil, Chile, Peru, Argentina, Guiana Francesa e Colômbia, o continente compreende a maior 

área endêmica para a infecção do HTLV-1 e suas doenças associadas (Gessain e Cassar, 2012). 

                     

 

Figura 5. Distribuição Mundial do HTLV-1. O mapa apresenta as regiões com alta prevalência de 

indivíduos infectados com HTLV-1. Os círculos representam o número estimado de pessoas infectadas. Figura 

adaptada de Gessain e Cassar, 2012. 

 

 A depender da localização, a soroprevalência para HTLV-1 é heterogênea dentre 

doadores de sangue, variando de 0,04% a 1%, sendo maior nas regiões Norte e Nordeste do que 
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na região Sul do Brasil (Figura 6). No estado da Bahia, a prevalência é de 1,7% de indivíduos 

infectados, e 1,05% dentre amostras de sangue de gestantes. Já no estado do Rio de Janeiro, a 

cada 1000 doadores de sangue, 4,7 são indivíduos infectados com HTLV-1, correspondendo a 

prevalência nacional de 4,8 indivíduos (Catalan-Soares et al., 2005). Esses dados apontam o 

Brasil como o país com o maior número absoluto de portadores do HTLV-1 no mundo (VF da 

Silva Lima et al., 2021). 

 

                            

 

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

demonstra a infecção pelo HTLV-1 no Brasil através de amostras de bancos de sangue. Figura adaptada de Catalan 

Soares e Proietti, 2005. 

 

1.1.4 Transmissão 

 

A transmissão pelo HTLV-1 entre indivíduos pode ocorrer por 3 mecanismos: 

transmissão vertical através da amamentação de uma mãe infectada com o vírus para a criança, 

relações sexuais sem proteção e contaminação com sangue de indivíduos infectados (Okochi et 

al., 1984; Kaplan et al., 1996; Hino et al., 2011).  
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Partículas virais livres não são encontradas com facilidade no plasma de indivíduos com 

HTLV-1, sendo provável que a transmissão ocorra entre as células, sobretudo através de 

linfócitos T (Pique et al., 2012). 

Como já mencionado para o HTLV-1, o contato célula-célula é mais eficiente que os 

outros processos de infecção viral (Fan et al., 1992), estes mecanismos podem ser: sinapse 

virológica, formação de conduítes ou projeções celulares, formação de aglomerados virais 

extracelulares e transinfecção mediada por células dendríticas (Figura 7). No caso de a 

transmissão envolver regiões de mucosa, as células alvo residentes são infectadas, como por 

exemplo, macrófagos, que atravessam a barreira epitelial. As células infectadas pelo HTLV-1 

podem atravessar a região de mucosa rompida ou liberar partículas virais que atravessam o 

epitélio por transcitose. Além disso, células infectadas podem infectar células epiteliais, que 

liberam os vírions pela membrana basal. Esses processos possibilitam a chegada do vírus em 

outros locais do hospedeiro contendo novas células não infectadas (Carpentier et al., 2015). 

 

 

Figura 7. Transmissão do HTLV-1 por contato célula-célula. As células em verdes representam células 

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

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

dendríticas (DCs). Figura adaptada de Pique et al., 2012. 
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A proteína Tax tem um papel importante na formação da sinapse viral, pois regula a 

formação do centro de organização dos microtúbulos da célula, assim como promove a 

expressão da ICAM-1, que interage com a LFA-1 da célula não infectada, favorecendo as 

condições para a sinapse viral (Nejmeddine et al., 2010). A formação dos aglomerados virais 

extracelulares consiste em uma espécie de biofilme viral onde partículas virais do HTLV-1 

ficam retidas na superfície celular das células T infectadas através de proteínas de matriz 

extracelular como colágeno, agrina, galectina-3 e tetherina (Figura 7C).  

 

2. Doenças associadas a infecção pelo HTLV-1 

 

As manifestações clínicas causadas pelo HTLV-1 podem ser categorizadas em duas 

principais classificações: as neoplásicas, como a ATLL (Leucemia/Linfoma de células T 

adulto) e as inflamatórias, determinada pelo desenvolvimento da mielopatia associada ao 

HTLV-1/paraparesia espática tropical (MAH/PET). A ATL é definida como uma manifestação 

maligna de linfócitos T CD4+ infectados com HTLV-1 que se transformam e proliferam após 

uma infecção crônica de longo prazo, e possui subtipos clínicos denominados aguda, crônica, 

linfomatosa e indolente (Ahmadi et al., 2021) 

A prevalência da ATL entre os indivíduos vivendo com HTLV-1, após infecção por via 

vertical, em áreas endêmicas compreende 2 a 5% dos indivíduos infectados (Hino et al., 1989; 

Iwanaga et al., 2012). O subtipo indolente corresponde ao estágio inicial da doença e ao longo 

do tempo pode se desenvolver no estágio agudo (Tsukasaki et al., 2009). Os sintomas da ATL 

são numerosos e é determinado pelo subtipo presente no indivíduo infectado. Dor abdominal, 

diarreia, efusão pleural, tosse, febre, infecções oportunistas icterícia são alguns dos sintomas 

característicos associados a pacientes com ATLL (Uchiyama et al., 1977; Uchiyama et al., 

1997). 

Doenças como artrite, desordens do trato urinário, fibromialgia e depressão são 

associadas a pacientes vivendo com HTLV-1 (Cruz et al., 2006; Mori et al., 2004; Oliveira et 

al., 2007; Stumpf et al., 2008). 
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2.1  Mielopatia associada ao HTLV-1 

 

A MAH/PET é uma doença inflamatória, crônica, progressiva e incapacitante com 

danos ao sistema nervoso central (SNC), como a perda da bainha de mielina e axônios. Suas 

manifestações clínicas são compreendidas por paraparesia espástica, dor lombar, neuropatia 

periférica, alterações cognitivas com perda da bainha de mielina e de axônios (Richardson et 

al., 1990; Silva et al., 2003; Leite et al., 2004). 

Primeiramente, o desenvolvimento da doença inicia-se pela infiltração de células 

mononucleares infectadas pelo HTLV-1 no SNC, destruição da mielina, axônios e gliose, sendo 

nomeada de fase inflamatória. Normalmente, o infiltrado é localizado anatomicamente na 

porção torácica superior da medula espinhal (Izumo et al., 1992). O infiltrado possui uma 

predominância de células T CD4+, CD8+ e fagócitos (Izumo et al., 1992; Enose-Akahata et al., 

2012). Após essa fase inicial da doença, é possível identificar alterações macroscópicas no SNC 

de um paciente com MAH/PET, com atrofia da medula espinhal e neurodegeneração (Iwasaki 

et al., 1992; Nagai et al., 1998). 

Pacientes com MAH/PET tem mobilidade afetada, sobretudo nos membros inferiores, 

sendo muitas vezes necessário o uso de andadores, muletas e em alguns casos, cadeira de rodas. 

Quedas constantes são frequentemente registradas em pacientes com MAH/PET, assim como 

lesões derivadas de quedas, sendo a fraqueza nos membros inferiores uma das principais razões 

(Facchinetti et al., 2013). Os pacientes podem apresentar progressão da doença rápida 

(necessidade de cadeira de rodas em até 5 anos após o diagnóstico), lenta e contínua (evolução 

entre 20 e 30 anos para o uso de cadeira de rodas), lenta e descontínua (evolução entre 20 e 30 

anos para o uso de andadores), muito lenta (distúrbios da marcha com incapacidade motora 

leve, como dificuldade de locomoção necessitando do auxílio de bengalas). Além disso, há 

pacientes que apresentam uma evolução muito lenta com distúrbios da marcha e incapacidade 

motora leve, necessitando apenas do auxílio de bengalas (Figura 8; Yamano e Sato, 2012). 
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Figura 8. Representação esquemática do curso clínico da MAH/PET. Tipos de progressão da 

MAH/PET. Diferenças entre o tempo de latência, o início dos sintomas e necessidade de uso de cadeira de rodas 

(Adaptado Yamano e Sato, 2012). 

 

 

2.1.1 Resposta imunológica e o desencadeamento da MAH/PET. 

 

A frequência de células T CD4+ com perfil Th1 em pacientes com MAH/PET pode ser 

25 vezes maior quando comparada com a frequência em pacientes assintomáticos. O principal 

subtipo encontrado em pacientes com a doença é o Th1 (Goon et al., 2002). O principal antígeno 

reconhecido pelas células T CD4+ infectadas com HTLV-1 é a proteína Env, seguido das 

proteínas Gag e Pol (Goon et al., 2002).  

É proposto que, especificamente, o IFN-γ possui um papel crucial na patogênese da 

doença, pois a expressão e produção desta citocina é modulada positivamente pela proteína 

viral Tax (Hanon et al., 2001). Além disso, observa-se também níveis aumentados de TNF-α, 

GM-CFS, IL-2, IL-15 (Nishiura et al., 1996; Higuchi et al., 1997; Bangham, 2003; Barmak et 

al., 2003). A entrada de células no SNC está diretamente associada a elevada produção de 

quimiocinas como CCL2 (Umehara et al., 1996), CXCL10, CXCL9 e CCL5 (Narikawa et al., 

2005; Hayashi et al., 2008; Yamano et al., 2013; Ando et al., 2013; Souza et al., 2022). Estudos 
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mostram que pacientes com MAH/PET possuem no seu endotélio, maior expressão das 

proteínas VCAM-1, VLA-4 e MCP-1, que são responsáveis pela adesão celular, quando 

comparada com indivíduos não infectados (Gessain and Mahieux, 2012; Biswas et al., 2009; 

Izumo, 2010; Nagai and Osame, 2003). A figura 9 representa o modelo bystander para explicar 

a patogênese da MAH/PET, no qual se propõe que células T infectadas, expressando a proteína 

viral Tax, ultrapassam a barreira hemato encefálica (BBB) e atingem a medula espinhal. Por 

sua vez, o IFNγ liberado pelas células T infectadas estimulam os astrócitos a secretarem 

CXCL10, promovendo o recrutamento de células T. O fator de transcrição, T-bet que quando 

induzido, direciona as células T CD4+ para um perfil de resposta Th1. Além disso, a quimiocina 

CCL22 que é secretada pelas células T infectadas pelo HTLV-1, aumentam a sobrevivência das 

células que expressam CCR4. Assim, se estabelece um foco auto perpetuante de inflamação. 

A carga viral do HTLV-1 e a expressão da proteína Tax são detectadas com maior 

frequência no líquido cefalorraquidiano do que nas células mononucleares do sangue periférico 

de pacientes com MAH/PET (Nagai et al., 2001; Moritoyo et al., 1999). Linfócitos infectados 

com HTLV-1 compartilham do mesmo sítio de integração no DNA celular (sequências 

flanqueadoras do provirus do HTLV-1), estes dados mostram que os linfócitos infectados com 

HTLV-1 migram da periferia para o SNC (Cavrois et al., 2000; Yamano et al., 2010). 

Por outro lado, os interferons do tipo 1, como o IFNβ interferem negativamente na 

replicação do HTLV-1, assim como IFNα, que inibe a infecção do vírus em estágios tardios de 

replicação viral em função da ativação do gene PKR (Proteína quinase R), proteína associada a 

diminuição da síntese proteica viral (Cachat et al., 2013). 

É possível detectar que uma série de genes estimulados por IFNs do tipo I e II, são 

expressos nos leucócitos de indivíduos com MAH/PET (Tattermusch et al., 2012). Genes 

induzidos por IFN modulam efeitos antivirais e neuroprotetivos (Randall et al., 2008). 

Entretanto, estudos recentes implicam a participação do IFN em patogêneses de desordens 

autoimunes como artrite reumatoide, lúpus eritematosos e síndrome de Sjögren (Emamian et 

al., 2009; Baechler et al., 2003; Kraan et al., 2007). 
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Figura 9. Modelo bystander para explicar a patogênese da MAH/PET. Esquema representativo do 

dano tecidual e desenvolvimento da MAH/PET. Linfócitos T CD4+ CCR4+ CXCR3+ atravessam a barreira 

hematoencefálica (BBB) alcançando o SNC. IFNγ expresso pelas células T infectadas estimulam os astrócitos a 

secretarem CXCL10. Níveis aumentados de CCL5 e CXCL9 no líquido cefalorraquidiano (LCR), envolvidos no 

recrutamento de linfócitos T juntamente com CXCL-10. Foco autoperpetuante de inflamação. Figura adaptada de 

Bangham et al., 2015. 

 

2.1.2 Alarmina Triptofano tRNA sintetase (WARS) 

 

Em 2019, Lee e seus colaboradores sugeriram que a proteína WARS (Triptofano tRNA 

Sintetase) poderia ser caracterizada como uma alarmina. As alarminas são moléculas 

endógenas, também conhecidas como Padrões Moleculares Associados ao Dano (DAMPs) 

associadas às respostas pró-inflamatórias. Elas podem ser liberadas em função de mecanismos 

de estresse, lesão ou morte celular, podendo ser desencadeados pela presença de patógenos. 

Essas moléculas interagem com receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), como por 

exemplo, receptores do tipo Toll, resultando numa complexa sinalização celular com função 

efetora do sistema imune. HMGB1, IL-1α e IL-33 são alguns exemplos de alarminas 

anteriormente descritas (Lotze, 2007; Foell, 2007). 

A WARS é produzida constitutivamente, tendo papel canônico na catalisação da ligação 

do aminoácido triptofano ao seu tRNA cognato durante a tradução proteica das células, 

entretanto, esta molécula possui papéis não canônicos (Jin, 2019). A alarmina WARS pode ser 
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encontrada sob duas formas, FL-WRS (Full Length WARS), sua forma íntegra e a mini-WRS 

ou T2-WRS (forma truncada da porção N-terminal da enzima). A FL-WRS é sua forma nativa, 

capaz de interagir com receptores da resposta imune e com função na tradução celular de 

mRNAs. É descrita como uma molécula capaz de atuar como um ligante de TLR2 e TLR4 na 

regulação da resposta imune no início da infecção (Lee et al., 2019). A alta expressão de FL-

WRS já foi descrita em infecções de Salmonella typhimurium, Candida albicans e Escherichia. 

coli, podendo ter um papel em potencial na resposta imune contra patógenos (Ahn et al., 2016). 

WARS encontra-se expressa em níveis aumentados em indivíduos infectados pelo 

citomegalovírus humano (CMV) e o vírus da Hepatite B (Wieland et al., 2004; Zhu et al., 1998). 

Em 2019, Lee e colaboradores analisam a expressão da WARS em células imunes infectadas 

por vírus e constatam a indução e secreção de IFNβ, IL-6, PKR, além da inibição da replicação 

do vírus in vivo e in vitro.  

A FL-WRS tem capacidade de modular a fosforilação da p53, importante molécula no 

controle do ciclo celular, reparo de DNA e supressão de tumores. No núcleo, a WRS interage 

com a molécula poli (ADP-ribose), polimerase (PARP-1), p53 e a proteína quinase dependente 

de DNA (DNA-PKcs), resultando em um complexo molecular que tem efeitos anticancerígenos 

na célula (Figura 10; Sajish et al., 2012). 

A FL-WRS pode atuar como um precursor da mini-WRS ou T2-WRS, que apresenta 

capacidade de modular a positivamente a angiogênese in vitro de forma semelhante a função 

do VEGF (Wakasugi et al., 2020). A T2-WRS é resultante de uma clivagem proteolítica, na 

qual perdeu-se o domínio WHEP, que é responsável por interagir com receptores TLR. A T2-

WRS apresenta uma função extracelular, podendo se ligar a caderina endotelial vascular 

(Caderina-VE ou CD144). Entretanto, a T2-WRS pode promover a inibição da 

neovascularização de tumores, apresentando neste contexto um papel antiangiogênico (Figura 

10; Tzima et al., 2006). 
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Figura 10. Papéis da alarmina WARS na regulação imune e sua relação com doenças. Após infecção 

ou estimulada pela presença de IFN, FL-WRS é secretado pelos monócitos para ativar macrófagos via TL4/MD2, 

cuja resposta resulta em produção de citocinas e quimiocinas. Há recrutamento de neutrófilos, aumento da 

fagocitose para eliminação do patógeno. Linfócitos T também produzem WARS, promovendo aumento de 

proliferação.  (Figura adaptada de Jin, 2019). 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

Ainda não se conhece os detalhes da patogênese e os mecanismos moleculares por trás 

do desenvolvimento da MAH/PET, doença causada pela infecção pelo HTLV-1, e que acomete 

um número significativo de pessoas em todo o mundo. O risco de desenvolvimento da 

MAH/PET foi associado à elevação da carga pró-viral (Silva et al., 2007) e ao aumento dos 

níveis de CXCL10 e CXCL9 (Sato et al., 2013). Entretanto, devido à infecção crônica causada 

pelo HTLV-1 e a complexidade da doença, outros parâmetros devem estar relacionados ao 

surgimento da MAH/PET.  

Como mencionado anteriormente, a enzima WARS foi descrita como uma alarmina e 

tem seus níveis aumentados durante infecções fúngicas, bacterianas e virais. Além disso, na 

tese de doutorado de Sabrina Pires Maciel de Souza, membro do nosso grupo, análises in sílico 

sugeriram que células mononucleares de sangue periférico, incluindo monócitos e macrófagos, 

de pessoas vivendo com HTLV-1 apresentam níveis elevados da proteína WARS. Resultados 

do nosso grupo também mostraram que macrófagos derivados de monócitos cultivados na 

presença de células infectadas pelo HTLV-1 apresentam um aumento nos níveis intracelulares 

de WARS. Também foi descrito a presença de níveis do mRNA para WARS durante a 



 

17 
 

diferenciação de macrófagos ou células dendríticas a partir de monócitos periféricos 

(Matsunaga et al., 2002; Krause et al., 1996). Assim, considerando os efeitos das proteínas 

virais do HTLV-1 sobre as células do sistema imunitário dos indivíduos acometidos com 

MAH/PET e assintomáticos e o papel da alarmina WARS durante infecções virais, buscamos 

neste trabalho investigar os níveis da proteína WARS intracelulares e no sobrenadante da 

cultura de leucócitos circulantes de pessoas vivendo com o HTLV-1. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

 

Estudar a expressão de WARS em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 

obtidas de indivíduos vivendo com HTLV-1 e em linhagens de leucemia de célula T do adulto. 

 

4.2.Objetivos específicos 

 

• Comparar a expressão de WARS entre as células das linhagens de leucemia T do adulto 

MT-2 (permanentemente infectada com HTLV-1) e Jurkat (não infectada); 

• Comparar a expressão de WARS nos diferentes subtipos de linfócitos T CD4+ ou T 

CD8+ (naive; memória central e memória efetora); 

• Investigar se PBMCs estimuladas com peptídeo viral Tax causa a modulação da 

secreção de WARS; 

• Correlacionar os resultados obtidos nos diferentes grupos com o estado clínico dos 

pacientes analisados. 

 

5. METODOLOGIA 

 

5.1.Cultura de células MT-2 e Jurkat 

 

As células MT-2 são oriundas de células de leucemia de células T do adulto 

permanentemente infectadas com HTLV-1e as células da linhagem Jurkat são uma linhagem 

de linfócitos T derivada da leucemia de células T, não infectadas por HTLV-1. As células foram 

cultivadas em garrafas plásticas com meio RPMI 1640 (Gibco/ThermoFisher) suplementado 
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com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco/ThermoFisher), com penicilina (100 UI/mL, 

Gibco/ThermoFisher) e estreptomicina (100 UI/mL, Gibco/ThermoFisher). As células 

permaneceram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 e são mantidas 

rotineiramente através de passagens semanais.  

 

5.2.Obtenção de amostra de pacientes com HTLV-1 

 

 As amostras de sangue total de pessoas vivendo com HTLV-1 (assintomáticos e com 

MAH/PET) foram fornecidas pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Projeto aprovado pelo 

comitê de ética sob número CAAE: 46962821.1.0000.5262. Todos os indivíduos incluídos no 

presente estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Desta forma o 

estudo foi baseado nos seguintes grupos: indivíduos vivendo com HTLV-1 assintomáticos (n = 

5); indivíduos vivendo com HTLV-1 portadores de MAH/PET (n = 4); indivíduos não 

infectados pelo HTLV-1 (n = 4) pareados em idade e sexo com os indivíduos dos demais 

grupos. Os pacientes foram avaliados por um neurologista e os dados foram registrados no 

protocolo de acompanhamento clínico utilizado pelo Centro de Referência em HTLV. Na 

avaliação clínica foi analisada o desenvolvimento de doença associada ao HTLV-1 e a 

progressão MAH/PET (escala IPEC-2). Como critério de exclusão foram excluídos do estudo 

indivíduos vivendo com HIV-1, HCV, HBV.  

 

5.3.Obtenção de células mononucleadas de sangue periférico (PBMC) 

 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas de sangue de 

indivíduos saudáveis e indivíduos com HTLV-1, através da centrifugação com gradiente de 

densidade Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich/Merck) por 30 minutos a 400 g em temperatura 

ambiente. Após a centrifugação, o anel de células contendo PBMCs foi coletado e transferido 

para um novo tubo. Em seguida as células foram lavadas três vezes com PBS estéril em 

centrifugação a 300 g por 10 minutos. As células foram ressuspendidas em SFB + 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma-Aldrich/Merck) e congeladas, ou com meio de cultura AIMV 

(Gibco/Thermo Fisher) e cultivadas (106 células/poço) na presença ou ausência do peptídeo da 

proteína viral Tax (LLFGYPVYV; JPT Peptide Technologies GmbH) por 48h a 37 °C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. 

  



 

19 
 

5.4.Marcação intracelular da proteína WARS 

 

As PBMCs foram descongeladas 24 h antes da marcação e cultivadas em meio RPMI 

1640 + 10% de SBF a 37 °C em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após a contagem com 

Azul de Trypan, 106 células viáveis foram submetidas à centrifugação a 300 g por 5 minutos 

em tampão de citometria (PBS + SFB 5% + Azida 0,1 % + EDTA 1 mM). O mesmo número 

de células Jurkat e MT2 foram utilizadas para a marcação.  

As PBMCs foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente com os seguintes 

anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos (Biolegend): anti-CD3 BV650, 

anti-CD4 BV785, anti-CD8 APCFire, anti-CD45RA PECy7, anti-CCR7 BV421, para 

fenotipagem de linfócitos T. Em seguida, foi adicionado PBS nas células, seguido de 

centrifugação de 300 g por 5 minutos para a lavagem, após o descarte do sobrenadante foi 

adicionado tampão de permeabilização. 

Tanto as PBMCs quanto as células de linhagem foram incubadas na presença de uma 

solução fixadora e permeabilizadora (Ebioscence/ThermoFisher). Após 30 minutos a 

temperatura ambiente, foi adicionado tampão de permeabilização (Ebioscence/ThermoFisher) 

para lavagem das células, centrifugando-as a 300 g por 5 minutos. Em seguida, as células foram 

incubadas com o anticorpo IgG de coelho policlonal anti-WARS (diluído 1:50, v/v, 

Invitrogen/ThermoFisher). Após 30 minutos em temperatura ambiente, as células foram 

lavadas como descrito acima. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (diluído, 1:1000, v/v) conjugado com 

o fluorocromo Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen/ThermoFisher). Após 20 minutos em temperatura 

ambiente, as células foram novamente lavadas nas mesmas condições e ressuspendidas em PBS.  

As células foram adquiridas no citômetro de fluxo FACSCalibur ou Fortessa (BD) com 

aquisição de 20.000 ou 100.000 eventos, respectivamente, considerando uma região de células 

viáveis pelos parâmetros de tamanho e granulosidade. Para a análise da porcentagem das células 

e intensidade média de fluorescência foi utilizado o Software FlowJo 10.0. 

 

5.5. Precipitação de proteínas  

 

A partir de 200 µL de sobrenadante celular de PBMCs (106 células/poço) de pacientes 

infectados pelo HTLV-1 foram coletados de células em meio de cultura AIMV (Gibco/Thermo 

https://www.thermofisher.com/antibody/product/Goat-anti-Rabbit-IgG-H-L-Highly-Cross-Adsorbed-Secondary-Antibody-Polyclonal/A32731
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Fisher. Antes da coleta do sobrenadante celular das linhagens MT-2 e Jurkat, as células foram 

incubadas com meio sem SFB por 4 horas. Aos sobrenadantes celulares de linhagem e PBMC, 

foram adicionados 66 µL de Ácido Tri-cloro Acético 50%. Em seguida, a mistura foi incubada 

por 1h no gelo e centrifugada a 14000 rpm (Kasvi modelo K14- 4415R) por 15 minutos a 4ºC. 

Após a centrifugação, o sobrenadante das amostras foi descartado e foram adicionados 500 µL 

de acetona 90% gelada. Após uma centrifugação a 14000 rpm por 10 minutos a 4ºC o 

sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressuspendidos no tampão de amostra para 

Western Blot, contendo 2% mercaptoetanol, 5% azul de bromofenol, SDS 10%, 10% Glicerol, 

Tris-HCl 0,5 M em H2O MilliQ ®. 

 

5.6. Western Blot 

 

Os extratos celulares das células MT-2 e Jurkat (2 x 106 células) foram realizados pela 

incubação de 80 µL de solução RIPA (250 mM Tris-HCl, 3 M NaCl, 10% NP40, 10% 

Desoxicolato de sódio, 250 mM EDTA em H2O Milli Q) por 10 minutos, seguido de 

centrifugação de 14.000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e os pellets foram ressuspendidos no tampão de amostra para Western blot contendo 

0,5 M Tris-Cl, 10% Glicerol, 10% SDS, 2-mercaptoetanol, 5% (p/v) azul de bromofenol em 

H2O Milli Q®. 

 Tanto os extratos celulares quanto as proteínas precipitadas do sobrenadante foram 

fervidas a 100ºC por 5 minutos, para posterior aplicação no gel de poliacrilamida 10% a SDS-

PAGE 10%. As amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida 10% contendo no sistema 

tampão de corrida contendo 25 mM Trizma Base, 192 mM Glicina, 10% SDS em H2O 

MilliQ®. A corrida foi feita numa corrente de 150V por 1h e 30 minutos no equipamento 

BioRAD Mini-PROTEAN Tetra Cell®. Em seguida, o gel de poliacrilamida com as proteínas 

foram montados junto com camadas de papel filtro, e a membrana de nitrocelulose num suporte 

de acrílico e submersas em tampão de transferência contendo 25 mM Trizma Base, 192 mM 

Glicina, 20% v/v de etanol em H2O MilliQ e colocados no sistema BioRAD Mini Trans-Blot 

Cell® submerso numa voltagem de 100V por 1h e 20 minutos. Após o tempo da transferência 

a membrana de nitrocelulose contendo as proteínas foi lavada com TBS-T contendo Tris, 20 

mM, NaCl 150 mM e 0,05 % Tween 20® 3 vezes por 5 minutos. Posteriormente, foi realizado 

o bloqueio da membrana com leite desnatado 5% Molico em TBS-T. Em seguida, a membrana 

foi incubada em uma solução contendo os anticorpos primários anti-WARS (1:1000) ou anti-
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GAPDH (1:2000; Cell Signaling, #5174), diluídos em solução TBS-T com 0,02% Azida e 3% 

de BSA,. Após uma incubação overnight a 4ºC, foram realizadas 3 lavagens com TBS-T, para 

então ser feita a incubação com o anticorpo secundário (1:5000 anti-IgG de coelho) em solução 

TBS-T com leite em pó 5% (Molico) por 2 h. Após a última marcação, as membranas foram 

lavadas mais uma vez com TBS-T 3 vezes por 5 minutos e o nível de proteína foi detectado 

com o kit de revelação de alta sensibilidade (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate – Thermo Fisher). As membranas foram capturadas usando os equipamentos de 

detecção ImageQuant LAS 500 e ChemiDoc MP Imager Universal Hood III. As bandas foram 

quantificadas através do software ImageJ. 

 

5.7. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.1. As 

variáveis quantitativas são avaliadas quanto à distribuição normal de valores com o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. As variáveis com dispersão normal foram avaliadas por testes 

paramétricos (teste t de Student), e as variáveis assimétricas foram avaliadas por testes não-

paramétricos (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunns) e foram considerados 

significativos p<0,05.  

 

6. RESULTADOS  

 

6.1 Expressão de WARS em células da linhagem MT-2 e Jurkat 

 

Primeiramente, analisamos a expressão da alarmina WARS em células MT-2 através da 

incubação com o anticorpo anti-WARS. Após a marcação intracelular, é possível detectar que 

as células MT-2, infectada permanentemente com HTLV-1, expressa a alarmina WARS 

(Figura 11). Em seguida, decidimos analisar a expressão da alarmina WARS através do método 

de Western Blot com extrato celular da linhagem de células MT-2 e Jurkat, com a marcação do 

anticorpo anti-WARS, na qual é possível confirmar a presença da alarmina WARS nas células 

MT-2 e Jurkat (Figura 12). 

Para avaliar se a infecção provocaria a secreção de WARS no sobrenadante das 

linhagens, células MT-2 e Jurkat foram cultivadas na presença de meio RPMI sem SFB por 4 

h a 37 °C em atmosfera úmida contendo 5 % CO2. Após esse período, os sobrenadantes foram 

coletados e submetidos ao processo de precipitação de proteínas como descrito na metodologia. 
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Na figura 13 podemos observar a expressão da alarmina WARS apenas no sobrenadantes de 

célula MT-2, não havendo expressão no sobrenadante de células Jurkat. 
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Figura 11. Alarmina WARS é expressa em linhagem de células infectadas pelo HTLV-1. As células 

MT-2 (5 x105 células) foram obtidas após 3-4 dias de cultura, foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com o 

anticorpo IgG de coelho policlonal anti-WARS (diluído 1:50, v/v), seguido da marcação com o anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho (diluído, 1:1000, v/v) conjugado com Alexa Fluor™ 488. Cerca de 20.000 foram 

adquiridos no citômetro. (A) Figura representativa da estratégia de gates. (B) Percentual de as células WARS+. 

(C) Representação gráfica intensidade média de fluorescência (MFI).  

Negativo Secundário 

WARS+ 
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Figura 12. Alarmina WARS é expressa tanto em linhagem de células infectadas pelo HTLV-1 

quanto em células Jurkat. Os extratos celulares (MT-2 e Jurkat) foram obtidos de 5x 105 células após 

3-4 dias de cultura utilizando o tampão RIPA. Os níveis da alarmina WARS foram detectados pela 

análise de Western Blot. Quantificação gráfica do experimento de Western Blot foi realizada pelo 

ImageJ e os valores foram plotados em gráficos usando o Graphpad Prism. Figura representativa do gel 

de 3 experimentos realizados de forma independente. 
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Figura 13. Presença da alarmina WARS em sobrenadante de células de linhagem. Os extratos 

celulares (MT-2 e Jurkat) foram obtidos de 5x 105 células após 3-4 dias de cultura usando o tampão 

RIPA. Os sobrenadantes celulares (MT-2 e Jurkat) foram obtidos de 5x 105 células após 4h de incubação 

de meio sem SFB. O conteúdo proteico foi adquirido pela precipitação por TCA e acetona. Os níveis da 

alarmina WARS foram detectados pela análise de Western Blot. Quantificação das bandas de Western 

Blot foi realizada pelo ImageJ e os valores foram plotados em gráficos usando o Graphpad Prism. Figura 

representativa do gel de 2 experimentos realizados de forma independente. 
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6.2 Expressão de WARS em células T CD4+ e CD8+ 

 

 Inicialmente, procuramos caracterizar as populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

dentro das PBMCs obtidas de indivíduos não infectados, assintomáticos e portadores da 

MAH/PET. Para tal, as PBMCs foram marcadas com os anticorpos específicos para T CD4+ e 

CD8+, assim como os anticorpos para moléculas de superfície associadas as subpopulações de 

naive (CD45RA+CCR7+), de memória central (CD45RAnegCCR7+) e de memória efetora 

(CD45RAneg/+CCR7neg) (Figura 14).  

A frequência de células T CD4+ totais obtidos do PBMC de indivíduos não infectados, 

assintomáticos e portadores de MAH/PET não apresentou diferenças significativas. No entanto, 

os resultados sugerem que os indivíduos assintomáticos e portadores de MAH/PET apresentem 

uma menor frequência de células naive T CD4+quando comparado com os indivíduos não 

infectados. Já para as células T CD4+ de memória efetora, não há uma diferença na frequência 

dentre os grupos. Para as células de memória central T CD4+ dos indivíduos assintomáticos e 

portadores de MAH/PET podemos detectar um pequeno aumento na frequência destas células 

se comparado com indivíduos não infectados (Figura 15).  

Na figura 16, foi realizada a quantificação da frequência de células T CD8+ dos 

indivíduos não infectados, assintomáticos e portadores de MAH/PET, é possível destacar que 

não há uma diferença aparente na frequência total de células T CD8+ entre os grupos.  Ao 

visualizar a frequência das células T CD8+ naive, de memória central e memória efetora, os 

resultados não indicam haver diferença nos grupos não infectado, assintomático e portadores 

de MAH/PET.  

O próximo passo foi avaliar os níveis de WARS dentro de cada uma das subpopulações 

de linfócitos T CD4+ e CD8+. Os resultados das frequências de células WARS+ nas diferentes 

subpopulações de células T CD4+ (Figura 17A-C) e CD8+ (Figura 18A-C) não apresentaram 

diferenças entre os grupos não infectado, assintomático e portadores de MAH/PET. (Figura 

17). Os níveis da proteína WARS nas subpopulações de células T CD4+, estimados pela média 

de intensidade de fluorescência (MFI), também não apresentaram diferenças entre os grupos 

(Figura 17D-F). No entanto, para as subpopulações de células T CD8+ é possível observar uma 

tendência de diminuição nos níveis de WARS nas células obtidas de indivíduos assintomáticos 

quando comparado com o nível de expressão no grupo não infectado e dos MAH/PET (Figura 

18D-F). 
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 Figura 14. Citometria de fluxo de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 

pacientes vivendo com HTLV-1. As células PBMC foram marcadas com anticorpos específicos contra 

moléculas de superfície (CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7) para definição das subpopulações. Em 

seguida, as células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpo IgG de coelho policlonal 

anti-WARS (diluído 1:50, v/v). Em seguida as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-

IgG de coelho (diluído, 1:1000, v/v) conjugado com Alexa Fluor™ 488 e adquiridas no citômetro de 

fluxo. Estratégia de gate para avaliação das subpopulações celulares e das células WARS+.  
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Figura 15. Frequência de células T CD4+ totais, naive e de memória dentro das PBMC de pacientes vivendo 

com HTLV-1. As PBMCs foram descongeladas e incubadas com meio RPMI 1640 + 10% de SBF a 37 °C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após 24h, as células foram contadas com Azul de Trypan. As células 

(5x105) foram centrifugadas a 300 g por 5 minutos em tampão de citometria (PBS + SFB 5% + Azida 0,1 % + 

EDTA 1 mM), em seguida as PBMC foram marcadas com anticorpos específicos contra moléculas de superfície 

(CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7) para definição das subpopulações. Em seguida, as células foram fixadas, 

permeabilizadas e marcadas com anticorpo IgG de coelho policlonal anti-WARS (diluído 1:50, v/v). Em seguida 

as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (diluído, 1:1000, v/v) conjugado com 

Alexa Fluor™ 488 e adquiridas no citômetro de fluxo. (A) Frequência de células T CD4+ em PBMC de indivíduos 

não infectados (NI), assintomáticos (AC) e com mielopatia (MAH/PET). (B) Frequência de células T de naive 

CD45RA+ CCR7+ em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET. (C) Frequência de células T de memória central 

CD45RAneg CCR7+ em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET. (D) Frequência de células T memória efetora 

CD45RAneg/+ CCR7neg em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET.  Foram realizados 3 experimentos 

independentes e cada símbolo indica um indivíduo diferente. 
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Figura 16. Frequência de células T CD8+ totais, naive e de memória dentro das PBMC de pacientes vivendo 

com HTLV-1. As PBMCs foram descongeladas e incubadas com meio RPMI 1640 + 10% de SBF a 37 °C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após 24h, as células foram contadas com Azul de Trypan. As células 

(5x105) foram centrifugadas a 300 g por 5 minutos em tampão de citometria (PBS + SFB 5% + Azida 0,1 % + 

EDTA 1 mM), em seguida as PBMC foram marcadas com anticorpos específicos contra moléculas de superfície 

(CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7) para definição das subpopulações. Em seguida, as células foram fixadas, 

permeabilizadas e marcadas com anticorpo IgG de coelho policlonal anti-WARS (diluído 1:50, v/v). Em seguida 

as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (diluído, 1:1000, v/v) conjugado com 

Alexa Fluor™ 488 e adquiridas no citômetro de fluxo. (A) Frequência de células T CD8+ totais em PBMC de 

indivíduos não infectados (NI), assintomáticos (AC) e com mielopatia (MAH/PET). (B) Frequência de células T 

de naive CD45RA+ CCR7+ em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET. (C) Frequência de células T de memória 

central CD45RAneg CCR7+ em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET. (D) Frequência de células T memória 

efetora CD45RAneg/+ CCR7neg em PBMC de indivíduos NI, AC e MAH/PET.  Foram realizados 2 experimentos 

independentes e cada símbolo indica um indivíduo diferente. 
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Figura 17. Alarmina WARS é expressa em linfócitos T CD4+ de PBMC de pacientes vivendo com HTLV-1. 

As PBMCs foram descongeladas e incubadas com meio RPMI 1640 + 10% de SBF a 37 °C em atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2. Após 24h, as células foram contadas com Azul de Trypan. As células (5x105) foram 

centrifugadas a 300 g por 5 minutos em tampão de citometria (PBS + SFB 5% + Azida 0,1 % + EDTA 1 mM), em 

seguida as PBMC foram marcadas com anticorpos específicos contra moléculas de superfície (CD3, CD4, CD8, 

CD45RA, CCR7) para definição das subpopulações. As células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com 

anticorpo IgG de coelho policlonal anti-WARS (diluído 1:50, v/v). Em seguida as células foram incubadas com o 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho (diluído 1:1000, v/v) conjugado com Alexa Fluor™ 488 e adquiridas no 

citômetro de fluxo. (A-C) Frequência de células T CD4+ naive (CD45RA+ CCR7+/CD3+ CD4+), memória central 

(CM = CD45RAneg CCR7+/CD3+ CD4+) e memória efetora (EM = CD45RAneg/+ CCR7neg/CD3+ CD4+) positivas 

para a proteína WARS em PBMC de indivíduos não infectados (NI), assintomáticos (AC) e com mielopatia 

(MAH/PET). (D-F) Média de intensidade de fluorescência (MFI) para a proteína WARS de células T CD4+ naive 

(CD45RA+ CCR7+/CD3+ CD4+), memória central (CM = CD4+ CD45RAneg CCR7+/CD3+ CD4+) e memória 

efetora (EM = CD45RAneg/+ CCR7neg/CD3+ CD4+) positivas em PBMC de indivíduos NI, AC e com MAH/PET. 

Foram realizados 3 experimentos independentes e cada símbolo indica um indivíduo diferente. 
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Figura 18. Alarmina WARS é expressa em linfócitos T CD8+ de PBMCs de pacientes vivendo com HTLV-

1. As PBMCs foram descongeladas e incubadas com meio RPMI 1640 + 10% de SBF a 37 °C em atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2. Após 24h, as células foram contadas com Azul de Trypan. As células (5x105) foram 

centrifugadas a 300 g por 5 minutos em tampão de citometria, em seguida as PBMC foram marcadas com 

anticorpos específicos contra moléculas de superfície (CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7) para definição das 

subpopulações. As células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpo IgG de coelho policlonal 

anti-WARS (1:50, v/v). Em seguida as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

(1:1000, v/v) conjugado com Alexa Fluor™ 488 e adquiridas no citômetro de fluxo. (A-C) Frequência de células 

T CD8+ naive (CD45RA+ CCR7+/CD3+ CD8+), memória central (CM = CD45RAneg CCR7+/CD3+ CD8+) e 

memória efetora (EM = CD45RAneg/+ CCR7neg/CD3+ CD8+) positivas para a proteína WARS em PBMC de 

indivíduos não infectados (NI), assintomáticos (AC) e com mielopatia (MAH/PET). (D-F) Média de intensidade 

de fluorescência (MFI) para a proteína WARS de células T CD8+ naive, memória central (CM) e memória efetora 

(EM) positivas em PBMC de indivíduos NI, AC e com MAH/PET. Foram realizados 2 experimentos 

independentes e cada símbolo indica um indivíduo diferente. 
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6.3. Secreção de WARS em cultura de PBMCs de pacientes infectados pelo HTLV-

1 

 

 Por fim, buscamos avaliar se a proteína WARS poderia ser secretada por PBMCs de 

indivíduos infectados pelo HTLV-1 assintomáticos e mielopatas, após serem estimuladas in 

vitro com o peptídeo da proteína viral Tax. Na figura 19 observamos o resultado de um 

experimento preliminar no qual a alarmina WARS foi encontrada no sobrenadante de PBMCs 

obtidas de indivíduos infectados com HTLV-1 e estimulados com o peptídeo da proteína viral 

Tax, quando comparados os sobrenadantes de PBMCs não estimulados. 

 

                

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Alarmina WARS é encontrada em sobrenadante de PBMC de pacientes vivendo com HTLV-1. 

0 conteúdo proteico foi adquirido pela precipitação por TCA e acetona. Os níveis da alarmina WARS no 

sobrenadante de células PBMCs incubados por 40h com meio AIMV com ou sem o peptídeo viral TAX, detectado 

pelo ensaio de Western Blot. A quantificação da imagem das bandas da membrana do experimento de Western 

Blot foi realizada através de análise pelos softwares ImageJ. Figura representativa do gel de 2 experimentos 

realizados de forma independente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
NE: Não Estimulado 

 

  

NE TAX 



 

31 
 

7. DISCUSSÃO 

 

A alarmina WARS, já foi descrita na literatura em contextos infecciosos, podendo 

assumir uma função na modulação da resposta imune contra patógenos (Ahn et al., 2016). Além 

disso, a WARS pode ser associada a ativação celular em contextos de células com degradação 

de triptofano induzida por interferons (Boasso et al., 2005). Em linhagem de células THP-1 

infectadas com o vírus sincicial respiratório (VSF), é detectada a secreção da alarmina WARS 

no estágio inicial(4-6h) de infecção (Lee et al., 2019). Níveis altos de WARS está também 

associado a um aumento de gravidade e infectividade do vírus SARS-Cov-2, sendo uma 

molécula importante para determinar o prognóstico de evolução da doença em pacientes 

infectados (Maras et al., 2021). Além disso, em neuropatias motores hereditárias distais, a 

expressão da alarmina WARS, contendo mutações na porção His257Arg, inibe o crescimento 

neuronal e leva a degeneração neuronal em linhagem celular e em camundongos (Tsai et al., 

2017). 

O presente estudo demonstrou que a alarmina WARS é expressa no extrato celular e 

pode ser encontrada no sobrenadante de células MT-2 (células infectadas por HTLV-1). No 

entanto, não foi encontrada no sobrenadante das células Jurkat (células não infectadas por 

HLTV-1), sugerindo que a infecção promove secreção da proteína. Além disso, a proteína 

também pode ser detectada no sobrenadante de PBMCs estimuladas com a um peptídeo da 

proteína viral Tax.  

  Estudos demonstraram que em resposta a estímulo de ATP, LPS ou Ca2+, a alarmina 

WARS também pode ser secretada através da interação com calpaína 2 por vesículas derivadas 

da membrana plasmática in vivo e in vitro (Nguyen et al., 2023).  

Em células T CD4+, a alarmina WARS associada a IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase), 

que é uma molécula ligada ao metabolismo de triptofano, está associada a regulação da resposta 

imune induzida por interferon (Boasso et al., 2005). Ao estudar a proteína WARS em células T 

CD4+ e T CD8+ em suas subpopulações (naive, memória central, memória efetora) obtidas de 

indivíduos não infectados, assintomáticos e portadores de MAH/PET observamos uma 

tendência de redução dos níveis da proteína nas células T CD8+ de indivíduos assintomáticos. 

Embora preliminares os resultados podem indicar que a redução dos níveis de WARS esteja 

associada com o processo de secreção da molécula. Além disso, a relação de redução nas células 

obtidas de indivíduos assintomáticos pode estar relacionada a um controle de carga pró-viral 

destes indivíduos comparada a carga pró-viral dos pacientes estudados com MAH/PET (valores 



 

32 
 

da carga pró-viral: AC=0,61±0,28% e MAH/PET 2,10±0,52% - Dados obtidos dos prontuários 

dos pacientes do INI - FIOCRUZ).  

 

 

8. CONCLUSÃO 

 

Podemos sugerir que a alarmina WARS pode ser modulada durante a infecção causada 

pelo HTLV-1, pois há a presença da WARS em células de linhagem MT-2 e no seu 

sobrenadante. 

Linfócitos T CD8+ obtidas de indivíduos assintomáticos parecem apresentar níveis 

reduzidos da proteína WARS. 

Células mononucleares de sangue periférico de pacientes infectados pelo HTLV-1 são 

capazes de secretar WARS após um estímulo com peptídeo derivado de proteína viral.  
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