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Resumo  

Introdução: A doença venosa crônica (DVC), é uma doença de caráter inflamatório, na 

qual o sistema circulatório dos membros inferiores é afetado devido a uma hipertensão 

venosa, ocasionando um refluxo venosa, baixa oxigenação e inflamação do tecido. A 

etiologia para DVC ainda é pouco conhecida, mas sabendo que devido à inflamação 

crônica, ocorre acúmulos de leucócitos na parede do vaso ocasionam uma cascata 

inflamatória. Acredita-se que os retrovírus endógenos humanos (HERVs), estão 

envolvidos em alguns processos inflamatórios, em que a sua expressão pode ser 

facilitada por um processo inflamatório prévio, ou ainda, as presenças de suas proteínas 

virais podem ter um papel fundamental no estímulo da inflamação em determinadas 

doenças inflamatórias. Não há dados na literatura que mostrem se pacientes com DVC 

expressam HERVs. No entanto, pelo fato de pacientes com DVC apresentarem eventos 

inflamatórios consideráveis, a associação deste com a expressão dos HERVs pode 

estar presente na DVC. Objetivos: Avaliar o perfil de expressão de Retrovírus 

endógenos humanos W e K, avaliar a expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias, e 

a resposta humoral anti-HERV-W em pacientes com DVC e controle. Materiais e 
métodos: célula mononuclear do sangue periférico (PBMC) e soro de pacientes com 

DVC e indivíduos saudáveis foram coletados. A análise da expressão de HERV-W e 

HERV-K foram analisadas a partir de PCR em tempo real, e as citocinas TNF-α, IL-6 e 

IL-10 foram analisadas utilizando ELISA. Resultados: Foram analisadas amostras de 

39 pacientes do grupo DVC e 46 indivíduos do grupo controle. Os pacientes com DVC 

expressaram seis vezes mais HERV-W em relação ao grupo saudável, e o grupo DVC 

não teve expressão do HERV-K, em contrapartida 13 pacientes do gruo controle 

expressaram o HERV-K. A análise dos níveis de citocinas dos participantes, mostrou 

que o grupo DVC possui mais citocinas pro-inflamatórias TNF-α e IL-6 em comparação 

com o grupo saudável. Conclusão: O nível de expressão do HERV-W é maior nos 

pacientes com DVC em comparação a indivíduos saudáveis. O HERV-K não foi 

expresso em nenhum paciente com DVC, já, em contrapartida, alguns pacientes 

saudáveis expressaram o HERV-K. As citocinas IL- e TNF-α estão mais expressas em 

pacientes com DVC em relação ao grupo controle, e a IL-10 não houve diferença 

significativa entre os grupos. Os pacientes com DVC apresentaram uma resposta 

humoral contra o peptídeo de HERV-W env.  

Palavras-chave: Doença venosa crônica, Retrovírus Endógenos Humano, Perfil de 

expressão.  
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Abstract 

Introduction: Chronic venous disease (CVD), is an inflammatory disease which affects 

the circulatory system of the lower limbs due to venous hypertension, venous reflux, low 

oxygenation and inflammation of the tissue. The etiology for CVD is still poorly 

investigated, but it is documented that chronic inflammation can lead to an accumulation 

of leukocytes in the vessel wall which causes an inflammatory cascade. It has been 

reported that human endogenous retroviruses (HERVs) are involved in some 

inflammatory processes, where their expression can be facilitated by a previous 

inflammatory process, or the presence of its protein plays a key role in stimulating 

inflammation in certain inflammatory diseases. There are no data reporting the possibility 

of patients who are present with CVD may come to express HERVs. However, patients 

with CVD present with considerable inflammatory events that may be associated with 

expression of HERVS, such as diabetes. Objectives: To evaluate the expression profile 

of human endogenous retroviruses W and K, to evaluate the expression of pro- and anti-

inflammatory cytokines, and the humoral anti-HERV-W response in patients with CVD 

and control. Materials and methods: PBMC and serum of patients with CVD and 

healthy individuals were collected. The expression analysis of HERV-W and HERV-K 

were assessed using real-time PCR, and the cytokines TNF-α, IL-6 and IL-10 were 

measured by indirect ELISA. Results: Sample from 39 patients from the CVD group and 

46 healthy individuals were analyzed. Patients with CVD expressed six-fold more HERV-

W than the healthy group, on the other hand, the CVD group did not express HERV-K. 

Analysis of participants' cytokine levels showed that the CVD group expressed more pro-

inflammatory cytokines TNF-α and IL-6 compared to the healthy group. Conclusion: 

HERV-W expression level is higher in patients with CVD compared to healthy subjects. 

HERV-K was not expressed in any patient with CVD, on the other hand, some healthy 

patients expressed HERV-K. Cytokines IL- and TNF-α are more expressed in patients 

with CVD compared to the control group, and IL-10 was not significantly different 

between groups. CVD patients showed a humoral response against the peptide of 

HERV-W env. 

Keywords: Chronic venous disease, Human Endogenous Retroviruses, Expression 

profile. 
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1 Introdução 
 

1.1  Aspectos gerais da doença venosa crônica 
 

A doença venosa crônica (DVC) é uma enfermidade que afeta o sistema 

circulatório, principalmente dos membros inferiores, decorrente de uma 

hipertensão venosa crônica e dilatação dos vasos. Essa hipertensão está 

relacionada a um refluxo venoso em função de uma incompetência das válvulas 

venosas, comprometendo o retorno venoso, seguido de um acúmulo de sangue, 

ocasionando uma baixa oxigenação nos vasos, desenvolvendo uma inflamação 

do tecido 1. A hipertensão venosa crônica e a dilatação dos vasos sanguíneos, 

conduzem a uma abundância de mudanças fisiopatológicas no tecido 

sanguíneo, essas alterações levam a uma ocorrência de eventos inflamatórios e 

ativação das células endoteliais, além disso, devido à hemodinâmica anormal, 

eventos como hipóxia, apoptose desregulada e alterações da matriz extracelular 

são observadas, ocasionando o aparecimento de veias varicosas 2.  

Dentre os principais fatores de riscos para DVC, podemos destacar: sexo 

feminino, fatores genéticos, hábitos de vida, sedentarismo 3, idade, etnia, índice 

de massa corporal elevado, número de gestações, tempo prolongado em pé ou 

sentado e tabagismo4.    

Cerca de metade dos indivíduos adultos apresentam alguma forma da DVC 
5, podendo se manifestar desde a forma simples da doença, sendo 

assintomático, ou de forma mais grave com as úlceras abertas 6. Sendo que, no 

Brasil, uma das principais causas de afastamento no trabalho são em 

decorrência das varizes 5. Sendo responsável por um impacto sócio econômico 

considerável 7,8.  

A prevalência de DVC na população mundial varia de 83,6% a 63,9% nos 

enfermos com a classificação C1 a C6, e quanto a indivíduos com a classificação 

C0, essa prevalência foi de 19,7% 9.  
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1.2 Classificação 
 

Em 1994, foi criada a classificação clínica, etiológica, anatômica e 

fisiopatológica CEAP para doenças venosas, permitindo uma avaliação mais 

precisa sobre as doenças venosas. Essa classificação passou por alterações em 

2004, seguindo os critérios descritos a seguir: 10–12 

Os acontecimentos patológicos relacionados a classe clínica (C) da 

classificação CEAP, se apresentam da seguinte maneira: quando as veias não 

são visíveis ou palpáveis, sendo geralmente casos assintomáticos, porém, um 

refluxo venoso já é observado, são classificados como quadro clínico C0. 

Pequenos vasos ou veias reticulares, são classificados como quadro C1. 

Quando as veias são varicosas, sendo a exposição mais comum nos enfermos, 

se enquadra como classificação C2. No momento em que as veias varicosas 

sofrem uma ação devido ao edema, esse quadro é classificado como C3. 

Alterações na pele e no tecido subcutâneo se enquadram na classificação C4. 

Pigmentação e eczema são alterações da pele colocadas no quadro C4a. A 

presença de atrofia branca são classificadas como C4b. Nos casos mais graves 

da doença, porém, como uma quantidade menor de pacientes, uma úlcera 

venosa se desenvolve, quando essa úlcera é cicatrizada ela é classificada como 

C5, e quando ela ainda está presente é classificada como C6 13. Uma descrição 

de cada uma das classificações encontra-se na tabela 1.  

Tabela 1 - Classificação das doenças venosas (CEAP). A tabela a seguir resume 

a classificação de distúrbios venosos crônicos, descrevendo os aspectos do 

CEAP. Definições das siglas: Ec: congénito, Ep: primário, Es: secundário, Em: 

nenhuma causa venosa identificada, As: veias superficiais, Ad: veias profundas, 

Ap: veias perfurantes, Na: nenhuma localização localizada, Pr: refluxo, Po: 

obstrução, Pr,o: refluxo e obstrução e Pn: nenhuma fisiopatologia identificada.  

Classificação 
clínica (C) 

Etiológica (E) Anatômica (A) 
Fisiopatológica 
(F) 

C0: Sem sinais 

visíveis ou 

palpáveis da 

doença; 

Ec: Congênito; 
As: Veias 

superficiais; 
Pr: Refluxo; 



 

16 
 

C1: 
Telangiectasias ou 

veias reticulares; 

Ep: Primário; 
Ad: Veias 

profundas; 
Po: Obstrução; 

 

C2: Veias 

varicosas, 

distinguindo das 

veias reticulares 

por um diâmetro 

de 3mm ou mais; 

Es: Secundário 

(pós-trombolítico) 

Ap: Veias 

perfurantes; 

Pr,o : Refluxo e 

obstrução; 

C3: Edema; 

Em: Nenhuma 

causa venosa 

identificada; 

Na: Nenhuma 

localização venosa 

localizada; 

Pn: Nenhuma 

fisiopatologia 

venosa 

identificada; 

C4: Alteração na 

pele e no tecido 

subcutâneo e 

secundário a DCV; 

   

C4a: Pigmentação 

e eczema; 
   

C4b: Atrofia 

branca; 
   

C5: Úlcera venosa 

cicatrizada; 
   

C6: Úlcera venosa 

ativa; 
   

 

Fonte: Revision of the CEAP classification for chronic venous disorders 12 

 

1.3 Fisiopatologia 
 

O surgimento para a DVC inclui os diversos fatores de risco mencionados 

no tópico anterior, esses que geralmente ocasionam mudanças no endotélio 

venoso, parede dos vasos, e diversas biomoléculas inflamatórias. O conjunto de 

um refluxo venoso e uma obstrução, fazem com que ocorra uma falha na bomba 
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dos condutos musculares dos membros inferiores, deixando o fluxo venoso 

anormal, atrapalhando o fluxo venoso em direção ao coração 1,2,14. 

 Sendo que, o sistema venoso dos membros inferiores é constituído por 

veias superficiais, onde se encontram as veias safenas maiores e menores. Elas 

são responsáveis por drenar o sangue que está em volta da área entre a pele e 

a fáscia muscular e, conduzir o sangue para o sistema venoso profundo. As veias 

do sistema venoso profundo estão situadas próximo das artérias, e sendo 

denominadas veias poplítea e femoral. E por fim, as veias perfurantes que tem 

como função, juntar o sistema venoso superficial e o profundo 15.  

 O sangue toma direção da perna para o coração com o feito da bomba 

dos músculos da panturrilha, em conjunto das válvulas venosas, ao qual, vão 

efetuar o fluxo sanguíneo para o coração pela contração muscular. Ás válvulas 

das veias profunda, superficial e perfurante, em conjunto, se ativam em uma 

única direção, evitando a obstrução do fluxo sanguíneo 15.  

 Em pessoas que se encontram com doença venosa crônica, no decorrer 

da passagem do fluxo sanguíneo, ocorre uma baixa na pressão no sistema 

venoso profundo, levando a uma pressão no local que, aumenta a pressão no 

sistema venoso dos membros inferiores. Posto isso, a hipertensão venosa é 

resultante de uma insuficiência venosa, tornando-se como uma provável causa, 

uma perturbação valvar do sistema venoso dos membros inferiores. 16.  

 

1.4 Etiologia 
 

Apesar da DVC se manifestar em uma grande parcela da população, com 

uma prevalecia alta em adultos, a etiologia para essa doença ainda é pouco 

conhecida 17,18.  

Sabemos que, nesta enfermidade ocorre uma elevada pressão venosa 
19,20, fazendo com que ocorra um defeito na aproximação na válvula sanguínea, 

levando a um relaxamento da parede venosa, sendo este, um marcador ao ponto 

inicial da doença 20, essa válvula sanguínea consegue tolerar grandes pressões 

por um determinado tempo, caso ocorra uma exposição maior, a incidência de 
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acontecimentos inflamatórios são observados 21, enzimas proteolíticas, e a 

adesão de leucócitos no tecido valvar e na parede venosa, sendo direcionados 

a uma cascata inflamatória 22, porém, efeitos anteriores a essa causa, ainda 

continuam como uma indagação plausível.  

O sistema venoso é composto por células endoteliais, as responsáveis 

pela homeostase vascular. Elas podem identificar e agregar estímulos 

hemodinâmicos e hormonais e secretar proteínas e moléculas mediadoras. 

Essas células realizaram ações biológicas da parede dos vasos sanguíneos, 

como adesão de leucócitos, normatização de lipoproteínas, condições 

protrombóticas e antitrombóticas, aspectos de crescimento e elementos 

vasoativos. Estes processos estão relacionados à doença inflamatória 

aterosclerose 14.  

 Acredita-se que os retrovírus endógenos humanos (HERVs) estão 

envolvidos em alguns processos inflamatórios, onde, os pacientes que se 

encontram com esse perfil inflamatório, expressam níveis elevados de HERVs 
23. Como descrito acima, a DVC, pode ser uma possível doença inflamatória, 

com tais informações, pacientes que se encontram com DVC, podem apresentar 

expressão dos HERVs no curso da doença.  

 

2 Os retrovírus endógenos humanos (HERVs). 

A descrição do primeiro retrovírus endógeno humano (HERV), ocorreu em 

1981 24. Logo após, diversos grupos de HERVs foram descritos no genoma 

humano 25.  

O nosso genoma é composto por 3,2 bilhões de pares de bases, nos quais, 

os HERVs correspondem aproximadamente 8% do nosso material genético 26,27. 

Os HERVs contêm um seguimento de ácido desoxirribonucleico (DNA) de 

origem retroviral que foram a ser adquiridos no decorrer dos últimos 100 milhões 

de anos, de inúmeras interatividades por retrovírus exógenos agora extintos, 

com células germinativas de nossos ancestrais. Surpreendentemente, os 

retrovírus que conhecemos tem as células somáticas como seu alvo principal, as 

contaminações no passado afligiram a linha germinativa dos primatas, 
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ocasionando a transmissão vertical de HERVs ao longo da sua descendência. 

Até o momento, não se sabe ao certo, se essas infecções a células germinativas 

no passado foram por uma estratégia de célula alvo, ou simplesmente pelo acaso 
28.  

 Os retrovírus endógenos (ERVs) estão presentes em toda a linhagem dos 

vertebrados, compreendendo os humanos. Supõem-se que seu aparecimento 

ocorreu ao longo de inúmeras infecções por retrovírus exógenos do passado, em 

células germinativas, ocasionado sua integração no genoma. Sendo assim, os 

ERVs se fixaram no genoma dos vertebrados sendo transmitidas verticalmente 

entre as gerações de maneira mendeliana 29.  

A maioria dos HERVs deixaram suas atividades de replicações e expressão, 

particularmente em razão de recombinação, ou devido a um excesso de 

mutações que impediram que as proteínas virais fossem expressas por completo 

que foram sendo acumuladas durante a evolução dos vertebrados. Em 

contrapartida, alguns HERVs permaneceram com sua estrutura viral antiga, 

sendo elas, os principais genes flanqueados por duas repetições terminais 

longas (LTRs), que possuem uma capacidade para realizar atividades 

transcricionais 30.  

Os retrovírus em sua particularidade são retrógrados, e não seguem com via 

tradicional da biossíntese molecular, sendo ela, DNA-RNA-Proteína, a um todo, 

os retrovírus necessitam da modificação do RNA viral em um mediador de ácido 

desoxirribonucleico complementar (cDNA), canalizado pela enzima trascriptase 

reversa 31.  

Acreditasse que determinadas famílias de HERVs possam ser responsáveis 

por algumas doenças autoimunes e alguns tipos de câncer. Todavia, os HERVs 

fazem parte do nosso genoma e nem sempre são prejudiciais, são também 

benéficos para o organismo humano 31.  
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2.1 Classificação dos HERVs 
 

Os HERVs são classificados em três classes principais, classe I 

(gammaretrovirus e semelhante a Epsilonretrovirus), classe II (semelhantes a 

betaretrovirus) e classe III (spumaretrovirus) 32,33, com fundamentos no ácido 

ribonucleico transportador (tRNA) humano aparentemente reconhecidos pelo 

sítio de ligação do primer (PBS do inglês Primer Binding Site), ou conforme como 

o nome de um gene aproximado, ou até então, por algum aminoácido específico 
33.  

2.1.2 Classificação (Famílias de HERVs) 
 

Os Hervs são classificados em três classes, com base na semelhança 

genética na região pol. Sendo a classe I, referente a gammaretrovirus e 

semelhante a epsilonretrovirus, classe II equivalente a betaretrovirus e classe III 

próximo a spumaretrovirus 34 representados na tabela 2.  

Tabela 2. Classificação dos retrovírus endógenos humanos (HERVs).  

Classe I Classe II Classe III 
Grupo 1: HERV-HF 

HERV-H (RTL-H, RGH) HERV-F 
Grupo 1: HML- 1 
HERV-K (HML-1.1) 

HERV-L 

GRUPO 2: HERV-RW 

HERV-W, HERV-R (ERV9) HERV-P 
(HuERS-P) 
 

GRUPO 2: HML-2 
HERV-K10 
HERVK-18 

HERV-K-HTDV 

HERV-K103 

HERV-K111, K105 

HERV-S 

Grupo 3: HERV-ER1  

HERV-E (4-1, ERVA, NP-2) 51-1 
HERC-R (ERV3) RRHERV1 

Grupo 3: HML-3 
HERV-K (HML3.1) 

HERV-U 

Grupo 4: HERV-T 

HERV-T (S71, CRTK1, CRTK6) 
Grupo 4: HML-4 
HERV-K-T47D 

HERV-U3 

Grupo 5: HERV-IP 

(HERV-I RTVL-I) 
(HERV-IP-T47D 9ERV-FTD) 

Grupo 5: HML-5 
HERV-KNMWV2 

 

Grupo 6: HERV-FRD 

VER-FRD 
GRUPO 6: HML-6 
HERV-K (HML-6p) 
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OUTROS: HRES-1 GRUPO 7: HML-7 
HERV-K-NMWV3 

 

 Grupo 8: HML-8 
HERV-K-NMWV3 

 

 Grupo 9: HML-9 
HERV-K-NMWV9 

 

 Grupo 10: HML-10 
HERV-KC4 

 

Fonte: Adaptador por Nelson 31, Balada 35, Tugnet 34 

 

 

2.2 Genoma dos HERVs 
 

Ao longo dos últimos anos, inúmeras pesquisas foram realizadas para 

disponibilizar a sequência completa do genoma humano, mostrando ser uma 

formação extraordinária e altamente repetitiva 33. Isso mostrou que o genoma 

humano possui mais de 50% do nosso material genético de elementos 

transponíveis (TEs), similarmente denominado como “genes saltadores”, que 

são pequenos fragmentos de DNA que podem se locomover de um local para 

outro no genoma 36. Sendo que, apenas 2% dele codificam proteínas. Os TEs 

são classificados em duas classes gerais, com ênfase da ocorrência de DNA ou 

RNA ajustar-se como mediador no processo de transposição. Os HERVs 

pertencem aos TEs de classe I, e se dão também o nome de retrotransposons, 

ele é caracterizado com um intermediário de RNA no qual é transcrito 

reversamente em um DNA de fita dupla (dsDNA) 33.  

Os HERVs encontram-se inseridos no genoma humano na forma de um 

provírus (genoma de vírus integrado no DNA) sendo herdados por transferência 

vertical de genes 37.  

HERVs essencialmente completo, manifestam sua ancestralidade 

retroviral endógena, com quatro quadros de leitura aberta (ORFs) sendo eles, 

gag, pro, pol e env 32. Contendo um sentido positivo 5’ LTR–gag-pro–pol–env-3’ 

LTR, nos quais, os quatro genes codificam proteínas estruturais e funcionais com 

finalidade de replicação, onde as LTRs abrangem sequências de regulação da 

transcrição 38. O gene gag codifica a essencial poliproteína estrutural gag, além 
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de, elementos estruturais da matriz, capsídeo e nucleocapsídeo, ao qual, vão 

auxiliar na preparação de partículas virais não contagiosa e imatura. O gene pro 

codifica as enzimas de protease (PR) encarregadas de proporcionar a 

maturação dos elementos virais. O gene pol será o responsável de codificar 

enzimas envolvidas na replicação do genoma viral, tais como trasncriptase 

reversa (RT), integrasse (IN) e ribonuclease H (RNase H). O gene env codifica 

as glicoproteínas de superfície e subunidades de transmembrana (TM). São 

encontradas duas repetições terminais longas (LTRs), que cercam o seguimento 

interno proviral 38,39.  

Contudo, no decorrer de milhões de anos, os seguimentos do genoma dos 

HERVs acumularam inúmeras mutações em seus ORFs, ocasionando falhas de 

replicação, impedidos de se movimentarem no genoma 32. 

 

2.3 Papel dos HERVs na fisiologia humana 
 

Alguns dos processos fisiológicos e doenças em humano, são de certa 

forma motivados por determinados HERVs, realizados por transcrições virais de 

RNA ou alterações realizadas por retrotransposição 40.  

Não existem HERVs com potencial para replicação classificados. Porém, 

um pequeno número de HERV-K da espécie humana, apresentam um potencial 

de codificação de proteínas. Em alguns casos, podem produzir proteínas 

similares a vírus 27.  

Apesar disso, a permanência do HERV no DNA humano ao decorrer do 

tempo, pode ser considerada uma estabilidade de resultados “benéficos e 

prejudiciais” no organismo humano 27.  

Um grande exemplo benéfico, é o HERV-W,  para a produção da proteína 

Sincitina 1, a responsável por realizar a agregação das células trofoblásticas 

durante a gestação 41. Durante o processo de gravidez, a placenta é o órgão 

fundamental para o desenvolvimento do embrião, responsável pela nutrição e 

oxigenação. A agregação das células trofoblásticas para a formação do 

sinciciotrofoblasto é essencial para a formação do embrião, sendo ele, 
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imprescindível para a não interação do sangue materno, sendo também 

responsável por troca trófica, segregação de hormônios de crescimento e para 

o fator homeostático, pelo qual, o HERV-W está intimamente ligado a formação 

do sinciciotrofoblasto 42.  

Outro HERV de importância na fisiologia humana é o HERV-E, o 

responsável pela expressão dos genes de amilase em glândulas salivares. 

Evidenciando que, os HERVs, apresentam um papel de grande significância da 

fisiologia humana 43.  

 

2.4 Papel dos HERVs nas doenças 
 

2.4.1 Doenças autoimunes. 
 

 A maior quantidade de evidências encontradas com HERVs foram 

associações com doenças autoimunes em virtude da capacidade dos HERVs, 

de alguma maneira, estimular a resposta imune contra antígenos próprios. Um 

dos principais mecanismos de resposta proposta para ação imunopatogênica 

dos HERVs seria através do mimetismo molecular, no qual, ocorrem respostas 

cruzadas comuns através de epítopos invasores e antígenos existentes no 

corpo, fazendo com que o agente etiológico possa desencadear uma resposta 

autoimune nociva, no caso dos HERVs, uma proteína expressa pode 

desencadear uma resposta imune 38,44. Menciona-se que os HERVs possam ser 

um potencial prejudicial em doenças reumáticas e cânceres, devido à elevação 

da expressão de HERVs 45. Porém, mesmo com algumas evidencias dessa 

elevada expressão o papel dos retrovírus em determinadas doenças permanece 

complexa 34. 

2.4.2 Artrite reumatoide 
 

A artrite reumatoide (AR) é uma enfermidade autoimune que desencadeia 

uma inflação crônica da membrana sinovial, onde ocorre a perda da cartilagem 

e dos ossos nas articulações acometidas. A etiologia dessa doença ainda se 

encontra desconhecida, e as principais razões parecem ser predisposições 
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genéticas e fatores ambientais como vírus e bactérias. Estudos sugerem que os 

HERVs possam estar envolvidos na etiologia da AR, com a intensificação de 

anticorpos para proteínas de HERVs e atividades transcricionais. E o mecanismo 

de resposta imune é devido ao mimetismo molecular, já mencionado e descrito 

acima 46,47.   

2.4.3 Câncer 
 

 Altas expressões de HERVs foram relacionadas a alguns tipos de câncer, 

como em melanomas 48, câncer de próstata 49, bexiga 50, sarcoma de tecidos 

mole 51. Os HERVs podem ser responsáveis pela intensificação de vias 

sinalizadoras oncogênicas, estimulam o crescimento de células cancerosa e 

limitam sua diferenciação e apoptose. As proteínas de HERV env, possuem 

ações de imunossupressão, induzindo a formação do câncer, sendo que, essa 

mesma proteína pode acionar o sistema imunológico nas células cancerígenas. 
52 

2.4.4 Vírus da imunodeficiência humana (HIV) 
 

 Em pacientes vivendo com Vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

também foi constatado uma elevada expressão de HERVs 53, foi observado que 

no plasma sanguíneo desses pacientes, ocorreu uma grande expressão de RNA 

viral de HERV 54. Alguns estudos sugerem que ocorre uma interferência de 

reposta celular contra as proteínas de HERVs em pacientes com HIV 55,56. 

Porém, os efeitos da infecção em pacientes com HIV nos fragmentos 

reguladores de HERVs e seus impactos na expressão do gene celular ainda não 

são totalmente conhecidos 57.  

2.5 Papel dos HERVs na doença venosa crônica 
 

A doença venosa crônica se caracteriza como uma anormalidade no qual 

o retorno venoso é comprometido, principalmente aos membros inferiores, e 

acaba sofrendo uma obstrução ou um refluxo venoso, comprometendo a volta 

do sangue venoso ao átrio direito 7,10,19. Os vasos sanguíneos estão sujeitos aos 

fatores hormonais e mecânicos devido ao fluxo sanguíneo. Os fatores mecânicos 
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são apresentados em três tipos de forças, sendo elas, pressão, tensão 

circunferencial e tensão de cisalhamento 14.  

Nos casos mais graves da doença, pode se desenvolver uma úlcera 

venosa 19. A ulceração é causada por uma lesão no capilar, por meio de uma 

aderência de leucócitos nas células endoteliais, radicais livres, catabólitos e 

elementos vaso-ativos. Esse acúmulo de leucócitos leva a uma inflamação do 

tecido 19.  

Acredita-se que as expressões dos HERVs podem estar associadas a um 

fator inflamatório sistêmico, e sua expressão tem sido envolvida com uma série 

de outras doenças inflamatórias, como, por exemplo, cerca de 78% dos 

pacientes com Insuficiência venosa crônica (IVC) também apresentam quadros 

de diabetes 23,58,59. Interessantemente, camundongos que apresentam diabetes 

tipo 1 exibem expressão dos HERVs em ilhotas pancreáticas, além da expressão 

dos antígenos gag e env. Notavelmente, os autores também descreveram um 

potencial imunopatogenético desses antígenos para com o desenvolvimento do 

diabetes, que poderiam estimular as células T autoreativas 60.  Além disso, um 

maior nível de expressão dos HERVs em pacientes com diabetes também foi 

observado em relação à pacientes que não apresentavam o diabetes.  

Adicionalmente, um estudo prévio descreveu que os HERVs podem induzir 

resposta inflamatória contra as células beta do pâncreas 61. 

Não há descrições na literatura que investiguem o perfil de expressão dos 

HERVs em pacientes afetados pela DVC. Mas as condições inflamatórias 

dispostas pela DVC podem resultar em um efeito favorável sistêmico para 

expressão dos HERVs. Os papéis dos HERVs em possíveis doenças 

inflamatórias têm sido estudados consideravelmente. Sendo assim, a DVC 

fornece modelo interessante para observar o perfil de expressão de HERVs e 

possíveis comorbidades inflamatórias observadas na condição da doença.  
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3 Justificativa 

A DVC é uma doença inflamatória que afeta o sistema circulatório, 

principalmente dos membros inferiores, afetando a qualidade de vida dos seus 

enfermos, levando a dores venosas, fadiga, sensação de inchaço e nos casos 

mais graves da doença, e os aparecimentos de úlceras venosas dificultam a 

capacidade de locomoção. A incidência de DVC na população mundial pode 

chegar até 83,3%, sendo que no Brasil, as mais comuns causas de afastamento 

no trabalho são em decorrência das varizes, responsável por um impacto 

socioeconômico elevado. 

A etiologia para a Doença venosa crônica, ainda é pouco compreendida. 

Contudo, a DVC é uma doença inflamatória, e sabemos que, em situações onde 

a elevação da pressão venosa é crônica, há indicativos de inflamação, como 

ocorrência de enzimas proteolíticas, e a adesão de leucócitos no tecido valvar e 

na parede venosa, sendo direcionados a uma cascata inflamatória. Porém, a 

origem inflamatória e por consequência, o mau funcionamento circulatório e 

destruição das paredes e válvulas sanguíneas, ainda requerem uma explicação.  

Acredita-se que os HERVs estão envolvidos em alguns processos 

inflamatórios, onde, os pacientes que se encontram com perfil inflamatório, 

expressam níveis elevados de HERVs, ainda não há nenhum tipo de 

comprovação, mas pacientes que se encontram com DVC podem a vir expressar 

HERVs. Portanto, é de grande valor que encontrem em que grau de expressão 

esses pacientes com DVC se apresentam, para avaliar o impacto que os HERVs 

possam apresentar no curso da doença, e talvez devido a uma elevada 

expressão possam estar estimulando uma resposta imune. Tudo isso para 

melhorar a percepção do conhecimento da doença e uma melhor compreensão 

da sua fisiopatologia.  
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4 Objetivos 
 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar o perfil de expressão de Retrovírus endógenos humanos W e K, em 

pacientes com doença venosa crônica. 

 

4.2  Objetivos específicos 

Comparar a frequência de expressão de diferentes famílias de Retrovírus 

endógenos humanos em pacientes com Doença venosa crônica e no grupo 

controle. 

Determinar quais famílias estão mais expressas. 

Avaliar a expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-

10, nos indivíduos com DVC e grupo controle. 

Avaliar a resposta humoral anti-HERV-W em pacientes com DVC e 

indivíduos saudáveis. 
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5 Métodos 
  

Trata-se de um estudo transversal prospectivo do tipo caso-controle. 

Para a realização deste estudo, foram selecionados pacientes da Clínica 

Parque da Cidade e, que possuem doença venosa crônica constatada. 

Participaram deste estudo somente pacientes que assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) e responderem o questionário. A etapa 

de recrutamento, seleção e classificação das varizes dos pacientes com DVC 

contou com a colaboração da Prof. Ms Ana Paula Augusto da Cruz Ballerini, 

médica angiologista. Após a classificação das varizes, os pacientes foram 

separados por grupos de acordo com a classificação clínica, etiológica, 

anatômica e fisiopatológica (CEAP) para doenças venosas 12.  

Para a composição do grupo controle foram convidados voluntários 

pareados por sexo e idade, que não apresentam DVC e nem histórico de 

doenças autoimunes na família.  

5.1  Critérios de Exclusão 

Pacientes que apresentaram alguma doença autoimune ou histórico de 

doença autoimune na família foram excluídos do estudo. 

5.2  Coleta e processamento das amostras 

Para realizar às analises propostas foram coletados três 4 ml de sangue de 

cada um dos voluntários em um único momento do estudo. Sendo, dois tubos 

com ácido atilenodiamino tetra-acético (EDTA) para obtenção de célula 

mononuclear do sangue periférico (PBMC) para posterior análises moleculares 

e uma amostra em tubo seco com gel separador para obtenção de soro para a 

quantificação das citocinas.  

As amostras foram encaminhadas para o laboratório de pesquisa da 

Universidade Santo Amaro (UNISA). As amostras de sangue foram 

centrifugadas a 2860 rotação por minutos (RPMs) durante 10 minutos, para 

separação das três fases sanguíneas. Em seguida, o buffy coat foi coletado para 
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tratamento com buffer de lise de eritrócito, seguindo instruções do fabricante 

(QIAGEN). E os pelles celulares com plaquetas foram armazenados em freezer 

-80 °C até o momento de sua utilização. 

5.3  Aspectos éticos 

O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) da 

Universidade Santo Amaro (UNISA) e teve como instituição coparticipante a 

Clínica Parque da Cidade com o parecer número 5.152.962. 

 

5.4  Logística laboratorial 

5.5  Obtenção e purificação do RNA 
 

Para a obtenção e purificação do RNA nas amostras, foi realizado a 

extração pelo método de Trizol. De início, foi adicionado ao pellet 1000µl de 

Trizol para cada amostra, sendo ela homogeineizada por 10s rompimento das 

células. Em sequência, foi adicionado 200µl de clorofórmio para ocorrer a 

separação dos ácidos nucleicos e fase orgânica. Logo após, as amostras foram 

centrifugadas a 15.000 RPMs a 15 minutos a 4 ºC. Em seguida, cerca de 500µl 

do sobrenadante (fase aquosa) foi separada e adicionada em um tubo novo. Foi 

adicionado no mesmo tubo, 500µl de isopropanol gelado para auxiliar na etapa 

de precipitação dos ácidos nucleicos, e uma nova centrifugação a 15.000 RPMs 

a 10 minutos a 4° C. O pellet foi lavado com etanol a 70%, e centrifugação a 

15.000 RPMs a 10 minutos a 4 °C foi realizado. O pellet de RNA com resíduos 

de DNA foi seco a temperatura ambiente a 10 minutos. O RNA com resíduos de 

DNA obtido foi resuspendido em 40µl de água nuclease free.   

As amostras foram tratadas com DNase, seguindo o protocolo turbo. Os 

Reagentes de Remoção e Tratamento de DNase TURBO DNA-free ™ 

(Thermofisher) foram projetados para remover DNA contaminante de 

preparações de RNA, e subsequentemente remova a DNase e os cátions. 
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5.6 Detecção e nível de expressão diferencial dos HERVs 
 A detecção da expressão foi realizada pelo sistema de reação de cadeia 

de polimerase em tempo real (q-PCR) usando o sistema de reação Sybr Green 

com genes complementares ao gene do envelope de HERV-W 31 e ao gene pol 

do HERV-K 32 que amplifica um total de 10 subfamílias do HERV-K, e como gene 

endógeno utilizamos o primers complementares ao controle endógeno 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os primers utilizados estão 

descritos na tabela 3: 

Tabela 3: Primers que foram utilizados em ensaios de PCR em tempo real 

 

  As condições de ciclagem para detecção dos HERVs se iniciaram com o 

cDNA, com o kit One-step, com 44 °C a 30 minutos e 94 °C a 2 minutos. Seguido 

de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 50 °C por um minuto e 60 °C por um 

minuto.  

Com relação às condições de ciclagem do GAPDH utilizamos os 

seguintes parâmetros: 50 °C por dois minutos, 95 °C por 10 minutos, seguido de 

40 ciclos de 95 °C por e 15s 60 °C por um minuto. Como todos os ensaios foram 

baseados no método de SYBR Green, adicionamos uma etapa final para obter 

a curva de Melting.   

A atividade transcricional dos HERVs, foi avaliada de forma qualitativa 

(ausência ou presença) e também de forma quantitativa (nível de expressão), 

através de quantificação relativa dos HERVs com relação ao GAPDH do grupo 

com DVC e a relação dos HERVs com o GAPDH do grupo controle, esses dados 

foram expressos através do método de -2ΔΔCt. bivalentes da amostra. 

Para a construção do cDNA utilizamos o kit One steps SYBR Green RT-

qPCR, que realiza a etapa de cDNA com o PCR em tempo real.  

 

Oligonucleoti
des 

Primer Senso) Primer Antissenso  

HERV-W CCAATGCATCAGGTGGGT
AAC 

GAGGTACCACAGACAAAAAATA
TTCCT 

 

HERV-K TCCCCTTGGAATACTCCT
GTTTT 

CATTCCTTGTGGTAAAACTTTC
CA 

 

GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTT
GAC 

TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT  
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A descrição do volume e das concentrações do primers estão descritos 

na tabela 4.  

Tabela 4. Volume e concentração dos reagentes utilizados para amplificação e 

quantificação dos HERVs.  

Reagentes Volume Concentração Final 
M-MLV trasncriptase reversa 0,125 µl 1un/µL 

SYBR Green Taq mix pronto para 

quantitativo 

12,5 µl 1x 

Reference Dye para quantitativos 

100x solução 

0,25 µl 1x 

Solução de cloreto de magnésio 1 µl 2,5mM 

Água ultrapura 6,2 µl  

Primer Foward e Reverse 1 µl cada 3,2pmol 
RNA  (Amostra) 3 µl 150ng 
Volume Total 25 µl  

 

5.7 Análise de níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias 

Para a quantificação das citocinas séricas foi utilizado três kits de ELISA 

da Thermofisher (Invitrogen human IL-6 uncoated ELISA, human TNF alpha 

uncoated ELISA, human IL-10 uncoated ELISA) para IL-6, TNF- α e IL10 

seguindo as recomendações do fabricante. Brevemente, o ensaio é de um ELISA 

indireto, sendo que a detecção foi dada na densidade de onda (DO) de 450nm. 

Esse valor foi utilizado para determinar a quantificação baseado em curva padrão 

fornecida pelo kit, onde os valores de regressão linear foram considerados a fim 

de determinar a exata quantificação em pg/mL. 

 

 

5.8 Análise para síntese de peptídeos 

Sequências de proteínas relacionadas a cartilagem e famílias de HERV K 

e W associadas a AR foram identificadas no banco de dados online do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) / GenBank ( 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/ ). A análise in-silico foi realizada usando 

algoritmos disponíveis publicamente ( http://www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl).  

Foi realizada uma análise das sequências de HERV-K e HERV-W, para 

identificar a localização dos peptídeos na estrutura da proteína, utilizando o 

TMHMM - 2.0 (Prediction of transmembrane helices in proteins) 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0, o SignalP - 5.0 

(Signal peptide and cleavage sites in gram+, gram- and eukaryotic amino acid 

sequences) https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0, o 

TMpred (Prediction of Transmembrane Regions and Orientation) 

https://embnet.vitalit.ch/software/TMPRED_form.html, além da análise da 

proteína em 3D por meio do Swiss Model 

https://swissmodel.expasy.org/interactive. Com a análise dos resultados obtidos, 

os peptídeos foram sintetizados em colaboração com a Dra. Maria Aparecida 

Juliano, Departamento de Biofísica, Infar - Universidade Federal de São Paulo. 

 

5.8  ELISA indireto para a detecção de anticorpos anti-hervs 

Os peptídeos foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.6 (10 

mg/ml) para revestir os poços de placa de 96 poços (Nunc MaxiSorp, Thermo), 

alternadamente com poços sem peptídeos (para controle de ligação 

inespecífica). Após 24 horas, os poços foram bloqueados, por uma hora, com 

Soro Fetal Bovino (SFB) 3% em tampão de lavagem (PBS com 0,1% Tween-20). 

As amostras de soro foram diluídas em PBS (1:400) e adicionadas aos poços 

em duplicata (dois poços revestidos) por uma hora à temperatura ambiente. As 

placas foram lavadas três vezes com tampão de lavagem (PBS- Tween 0,1%) e 

incubadas por 30 minutos à 37 °C com anticorpo anti-humano de caprino 

conjugado com peroxidase (sigma) diluídos em SFB (1:5000). Após das sete 

lavagens, o tampão de lavagem foi adicionado o substrato (ABTS – sigma) com 

peróxido de hidrogênio e parado com 1M de NH4Cl e a absorbância determinada 

em leitor de placa (Loccus LMR-96) 

5.9 Análise estatística 
 



 

33 
 

Para analisar a diferença estatística de expressão de HER-W, foi utilizado 

o teste t de student, utilizando o programa PRISM 8.3.  

Um teste de probabilidade normal foi realizado para identificar desvios 
da normalidade, utilizando o programa PRISM 8.3. 
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6 Resultados 

6.1 Dados demográficos dos participantes 
Ao todo, foram incluídos neste estudo 85 participantes, dos quais, 39 foram 

pacientes com doença venosa crônica constada, e 46 voluntários para compor o 

grupo controle. Os dados sociodemográficos da população de estudo encontra-

se descrito na tabela 5.  

Tabela 5. Dados demográficos dos participantes 

Dados demográficos Grupo doença venosa 
crônica  

Grupo controle 

Sexo Mulheres (37) 

Homens (2) 

Mulheres (36) 

Homens (3) 

Idade (Média) 26-72 (47,48) 29-62 (41,77) 

Cirurgia relacionada a DVC Revascularização do 
miocárdio (4) 

Não se aplica 

Medicamentos 
relacionados a DVC 

- Nome genérico: 

Domperidona; Princípios 

ativos:  cumarina e 

troxerrutina/ (1) 

-Nome genérico: diosmin; 

princípio ativo: diosmina (2) 

Não se aplica 

Outras doenças - Refluxo gastresofágico (1) 

-Transtorno de ansiedade (2) 
-Hipotireoidismo (1) 

-Megaesôfago chagásico (1) 

-Pressão alta (2) 

-Diabetes (2) 

-Arritmia (1) 

-Hipertensão (2) 

-Trombose (1) 

-Sindrome de Klippel- 
Trenaunay (1) 

- Osteoporose (1) 

-Depressão (1) 
-Transtorno da esclerótica (1) 

Grau de escolaridade -Fundamental incompleto-5 

-Fundamental completo-6 

-Ensino médio incompleto 2 

-Ensino médio completo-14 

-Ensino superior incompleto-

2 

-Fundamental incompleto-0 

-Fundamental completo-3 

-Ensino médio incompleto-1 

-Ensino médio completo-5 

-Ensino superior incompleto-15 

-Ensino superior completo- 5 
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-Ensino superior completo-8 

-Pós-graduação incompleta-0 

-Pós-graduação completa-2 

-Pós-graduação incompleta-0 

-Pós-graduação completa-17 

Classificação CEAP C1-1 Mulher 

C2-35 mulheres, 2 homens 

C3-1 mulher 

Não se aplica 

Características Étnicas e 
sociais  

17- Pardos (43,6%) 

2- Negros (5,1%) 
20- Brancos (51,3%) 

 

Pardo- 19 

Negros- 6 
Brancos- 18 

Oriental- 3 

 

6.1.2 Grupo doença venosa crônica 
Dentre os pacientes que compõem o grupo com DVC, 37 eram mulheres, 

correspondendo a 94,8%, e 2 eram homens correspondendo a 5,2%, com idade 

média de 47,4 anos, cuja amplitude variou de 26 aos 72 anos.  

Quando perguntado em relação a características étnicas sociais dos 

participantes, 20 se auto-declararam brancos 51,3%, 17 eram pardos 

correspondendo a 43,6% e 2 eram negros correspondendo a 5,1%. 

Paciente que realizaram alguma cirurgia relacionada a DVC, 35 deles 

(89,8%) não realizaram cirurgias nenhum tipo de cirurgia relacionada a DVC e 4 

(10,2%) realizaram cirurgia, sendo a revascularização do miocárdio.  

Em relação aos medicamentos utilizados, relacionados a DVC, 36 (92,3%) 

não utilizavam de nenhum medicamento relacionado a DVC, e 3 (7,7%) utilizam 

medicamentos relacionados a DVC, sendo eles, Vennalote e Diosmina.  

A análise de presença de outras comorbidades que o pacientes auto-

relataram mostrou que, 24 (61,5%) não apresentavam nenhuma outra doença 

além da DVC, e 15 (38,5%) possuíam outras doenças, sendo elas, refluxo 

gastresofágico (1), transtorno de ansiedade (2), hipotireoidismo (1), 

megaesôfago chagásico (1), pressão alta (2), diabetes (2), arritmia (1), 

hipertensão (2), trombose (1) e síndrome de Klippel-Trenaunay (1).  

O maior grau de escolaridade relatada pelos participantes foi de ensino 

médio completo 14 (35,9%) e os menores graus de escolaridade foi ensino 

superior incompleto 2 (5,1%) e pós-graduação completa 2 (5,1%).  
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6.1.3 Grupo Controle 

Dentre os participantes que fazem parte do o grupo controle, 43 (93,5%) 

eram mulheres, e 3 (6,5%) eram homens, com idade média de 41,77 anos, cuja 

amplitude variou de 29 a 62 anos.  

Os participantes que não possuíam DVC constatada, tinham como outras 

doenças osteoporose, depressão e transtorno da esclerótica.  

Quando perguntado em relação a características étnicas sociais dos 

participantes, 6 se autodeclararam negros, 19 eram pardos, 18 eram brancos e 

3 orientais.  

O maior grau de escolaridade relatada pelos participantes foi de pós-

graduação completa correspondendo a 17 (36,9%) dos participantes e o menor 

grau de escolaridade foi 1 (2,1%) participante que relatou ensino médio 

incompleto.  
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6.2 Expressão de HERVs W e K  
 

A detecção de transcritos de HERV W e K dos 85 participantes está descrito 

na tabela 6.  

Tabela 6-Dados das expressões dos participantes do estudo.  

 GAPDH-
Positivo 

GAPDH- 
Negativo 

HERV-W-
Positivo 

HERV-W- 
Negativo 

HERV-K-
Positivo 

HERV-K- 
Negativo 

Grupo DVC 39 (100%) - 34 (89,7%) 5 (10,3%) - 39 

(100%) 

Grupo 
Controle 

46 (100%) - 46 (100%)  13 (28,3%) 33 

(71,7%) 

 

 

 

Figura 3 - Curva de Melting para GAPDH. A curva em azul-escuro mostra a amostra positiva 
para o gene GAPHD que está na temperatura de aproximadamente 78 ºC, e a curva em laranja 
o controle negativo que se encontra na temperatura de aproximadamente 74 ºC, sendo que as 
curvas nas cores vermelho, azul-claro e roxo são as amostras alvos, todas elas se encontram 
muito próximas à temperatura do controle positivo, evidenciando que estão testando positivo 
para o gene GAPDH. 

 

 

 

6.2.2 HERV-W 
 A q-PCR no grupo DVC para HERV-W foi realizada, mostrando que  34/39 

(89,7%), expressaram nas suas células, o HERV-W, sendo que, apenas 5 

(10,3%) testaram negativo para o HERV-W, figura 2. 
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Figura 4 – Curva de Melting para HERV-W. A curva em azul-claro mostra a amostra positiva 
para o HERV-W que está na temperatura de aproximadamente 73 ºC, e a curva em amarelo é o 
controle negativo que se encontra na temperatura de aproximadamente 69 ºC, sendo que a curva 
na cor  roxo é a amostra alvo, a amostra alvo está próxima à temperatura do controle positivo, 
evidenciando que estão testando positivo para o HERV-W. 

 

Quase todos os participantes do nosso estudo apresentaram a expressão 

do HERV-W 34/39 (89,7%) . Contudo, a expressão dos participantes com DVC, 

foi em média 6 vezes maior em relação a mediana do grupo controle (p<0,01), 

conforme figura 5. 
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6.2.3 HERV-K  
 A PCR em tempo real para o HERV-K foi realizada, porém, os 

participantes que compoêm o grupo DVC testados, foram todos negativos para 

a expressão do HERV-K, e no grupo controle 13 participantes testaram positivo 

para o HERV-K, sendo assim, não foi possivel fazer uma análise de expressão 

diferencial.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Expressão de HERV-W em DVC e indivíduos saudáveis. A expressão de HERV-W revelou 
ser significativamente diferente quando comparada a indivíduos saudáveis (p<0,01) 
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6.3  Análises de citocinas pró e anti-inflamatórias 

Observamos que as citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α estavam 

significativamente elevadas no nosso grupo com DVC em comparação com o 

grupo controle, em contrapartida, a citocina anti-inflamatória IL-10 não houve 

diferença significativa no grupo com DVC e no grupo controle. Apesar do nível 

significativo de expressão de IL-6 e TNF-α em pacientes DVC em comparação 

aos indivíduos controles, quando comparado a razão entre IL-6 e TNF-α sobre a 

IL-10, não houve diferença significativa entre ambos os grupos, conforme 

figuras 4 e 5. E também o nível de IL-10 em ambos os grupos é maior em 

comparação as citocinas pró-inflamatórias. 

 

 

Figura 6- Níveis séricos de citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 em pacientes com DVc e indivíduos 

controle. IL-6 e TNF-α foram significativamente maiores em pacientes com DVc * p<0,01. 

Legenda: DVC: Doença Venosa Crônica 

 

Analisamos a relação IL-6/IL10 e TNF-α/IL-10, as análises revelaram 

resultados semelhantes em pacientes com DVC e o grupo controle. Os achados 

podem ser observados na figura 5. Esse achado sugere que, embora os níveis 

de citocinas pró-inflamatórias sejam maiores em pacientes com DVC, a presença 
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de citocina anti-inflamatória IL-10 é alta e provavelmente pode interferir na 

cascata pró-inflamatória que pode ser observada em pacientes DVC C2. 

 

 

 

Figura 7-. Razões dos níveis de IL-6/IL10 e TNF-α/IL-10 em pacientes com DVC e indivíduos 

controle. Nenhuma diferença estatística foi observada em ambas as análises.  

Legenda: DVC: Doença Venosa Crônica 

 

Também realizamos uma análise de correlação que revelou no grupo 

DVC possui uma correlação positiva (r de Spearman = 0,431) e significativa 

(p<0,01) para TNF-α e IL-10. O que sugere o perfil de inflamação e tentativa de 

compensação com níveis mais elevados de IL-10. 
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6.4  Peptídeos 

A análise in-silico, foi realizada utilizando um alinhamento das proteínas pol 

do HERV-K e Env do HERV-W com diversas proteínas próprias do organismo 

humano relacionado aos componentes da articulação, para essa análise teve um 

treinamento em parceria com o Prof. Dr. Thiago Souza Onofre. Os parâmetros 

utilizados foram: Matriz de comparação BLOSUM62, foram computados 100 

alinhamentos. Foram selecionados peptídeos com mais de 50% de semelhança 

entre as sequências estudadas.  

Utilizamos o soro de 31 pacientes do grupo DVC e 31 participantes do grupo 

controle para efetuar a análise.  

A resposta ao ELISA anti-HERV-W, mostrou resposta maior humoral o 

peptídeo HERV-W no grupo DVC em relação ao grupo controle (p<0,01), 

conforme figura 6. 

 

 

Figura 8-Absorvância da resposta env anti-HERV-W em pacientes com DCV e indivíduos 
saudáveis. Pacientes com DVC apresentam maior título de anticorpos anti-env-HERV-W do que 
indivíduos saudáveis (p<0,01)  

Legenda: Abs = Absorvância GC: Grupo Controle, DVC: Doença Venosa Crônica 
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7 Discussão 

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a que teve como objetivo avaliar 

a expressão de HERVs em pacientes com DVC. Curiosamente, encontramos 

uma expressão de HERV-W consideravelmente alta 35/39 (89,7%). Embora 

todos os indivíduos do grupo controle tenham expressado HERV-W, todos eles 

apresentaram baixo nível de expressão de HERV-W, este achado vai ao 

encontro de estudos anteriores que demostram que indivíduos saudáveis 

apresentam menor nível de expressão de HERV-W  62–66. Por outro lado, em 

pacientes com DVC, o nível de expressão de HERV-W é maior quando 

comparado ao estudo anterior que avaliou o nível de expressão na esclerose 

múltipla (EC) 62,63,67 e na síndrome da fadiga crônica 68.  Curiosamente, pacientes 

com DVC também apresentam maior nível de resposta humoral do que em 

indivíduos controle. Esses achados sugerem que a presença de HERV-W e alta 

atividade transcricional também pode estimular a resposta contra o retrovírus 

através da resposta de anticorpos.    

Embora a etiologia da DVC seja desconhecida, existem muitos fatores de 

risco que contribuem para o desenvolvimento e agravamento do quadro clínico 

da DCV, o papel do HERV-W na doença ainda é pouco conhecido, e talvez não 

desempenhe um papel etiológico em DVC. No entanto, é consenso que os 

HERVs podem estimular o quadro inflamatório tanto em condições fisiológicas 

quanto patológicas. Acredita-se que os HERVs desempenhem um papel na 

inflamação necessária para o reparo tecidual. A sincitina-1, que é uma proteína 

codificada pelo gene HERV-W env, que promove a fusão de células em alguns 

tecidos 69–72 e interage com filamentos de actina e proteínas caveolina em outras 

células para promover a diferenciação celular 69–72. Por outro lado, a expressão 

diferencial de HERV-W foi amplamente explorada em doenças autoimunes 

7,23,44 e, mais extensivamente, na esclerose múltipla 62,63,73–77. Curiosamente, 

acredita-se que o HERV-W também desempenhe um papel no DM. Achados 

anteriores indicam maior expressão do retroviral no DM e talvez uma condição 

patológica necessária para o surgimento da doença 61,74,78,79. É importante 

mencionar que algumas doenças inflamatórias, como DM, são mais frequentes 

em pacientes com insuficiência venosa crônica (VCI) do que na população em 

geral 37. Curiosamente, existe um anticorpo monoclonal contra a proteína HERV-
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W env que foi hipotetizado para ser usado uma ferramenta terapêutica para o 

DM 80. 

Considerando todos esses aspectos biológicos dos HERVs em condições 

sadias e patológicas, podemos vislumbrar dois cenários distintos, mas não 

situações paralelas, para esse perfil de expressão em DVC. O HERV-W é 

expresso devido ao quadro inflamatório crônico promovido pela hipertensão 

venosa comumente descrita na doença e pode potencialmente estimular a 

adesão de leucócitos ao tecido endotelial, sabe-se que a Sincitina-1 é capaz de 

promovê-la 81. E como mencionado, HERVs podem estimular a resposta 

inflamatória que pode contribuir para a condição inflamatória crônica de DVC e 

disfunção endotelial. Curiosamente e em sintonia com esse achado, 

descrevemos maior resposta humoral contra HERV-W em pacientes com DVC. 

Esse perfil de resposta imunológica também foi descrito em esclerose múltipla 
50,82,8354-56, e o nível de anticorpos anti-HERV-W pode ser modulado uma vez 

que as condições inflamatórias sejam reguladas 84. 

Paralelamente, as análises de expressão de HERV-K revelaram achados 

distintos, onde foi menos frequente que a expressão de HERV-W e não foi 

significativamente diferente do grupo controle. Este achado é surpreendente, 

uma vez que o HERV-K foi endogenizado mais recentemente e, portanto, 

poderia ser mais ativo do que outras famílias de HERV 33,85. No entanto, isso 

pode ser esperado, especialmente porque o HERV-W tem sido mais 

profundamente associado em situações imunopatológicas do que o HERV-K, 

que se acredita estar mais ligado a outras condições, como câncer 86–88 e 

regulação da infecção pelo HIV 56,89.  

O perfil de citocinas revelou que pacientes com DCV apresentam níveis mais 

elevados de citocinas pró-inflamatórias do que indivíduos saudáveis. Nossos 

achados estão de acordo com os estudos anteriores que revelaram níveis mais 

elevados de citocinas pró-inflamatórias em pacientes com DCV 90–93. Mas, 

curiosamente, o nível de IL-10 é maior do que as citocinas pró-inflamatórias em 

pacientes saudáveis e com DCV. Esta condição revela que os pacientes podem 

apresentar um quadro inflamatório, porém pode ser contido devido a níveis mais 

elevados de IL10. Embora a IL-10 possa regular a condição pró-inflamatória, a 

superexpressão sérica de TNF-α e IL-6 pode representar uma baixa condição 
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pró-inflamatória que pode piorar ao longo da vida de pacientes com DCV. Em 

contato com essa hipótese, a análise de correlação revelou uma correlação 

positiva entre IL-10 e TNF-α em pacientes com DCV, este também é um perfil 

semelhante ao processo de imflammaging 94, em que as citocinas pró-

inflamatórias estão mais em níveis mais elevados, e um processo de 

compensação está presente para manter afastado um possível processo 

inflamatório elevado. 
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7.3 Limitações do estudo 

 Devido ao baixo número de participantes com DVC, não conseguimos 

recrutar pacientes com os casos mais graves, sendo eles o IVC, além disso, não 

conseguimos fazer a comparação de expressão de HERVs entre a classificação 

CEAP devido ao não recrutamento dos indivíduos do grau C4 a C6. Contudo, 

mais estudos são necessários para compreender melhor como os HERVs 

influenciam na DVC.  
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8 Conclusão 

O nível de expressão do HERV-W é maior nos pacientes com DVC em 

comparação a indivíduos saudáveis.  

O HERV-K não foi expresso em nenhum paciente com DVC, já, em 

contrapartida, alguns pacientes saudáveis expressaram o HERV-K. 

As citocinas IL- e TNF-α estão mais expressas em pacientes com DVC em 

relação ao grupo controle, e a IL-10 não houve diferença significativa entre os 

grupos.  

Os pacientes com DVC apresentaram uma resposta humoral maior contra 

HERV-W env do que indivíduos saudáveis.  
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PROTOCOLO: EXPRESSÃO DE RETROVÍRUS ENDÓGENO HUMANOS EM 
PACIENTES COM INSUFICIÊNCIA VENOSA CRÔNICA 

Estes esclarecimentos estão sendo apresentados para solicitar sua participação livre e 
voluntária no projeto EXPRESSÃO DE RETROVÍRUS ENDÓGENO HUMANOS 
EM PACIENTES COM INSUFICIÊNCIA VENOSA CRÔNICA do programa de 
Pós-graduação em Ciências da Saúde da Universidade Santo amaro – UNISA, que será 
realizado pelo pesquisador Kevin Cezar Nascimento Silva como dissertação para 
obtenção do título de mestre sob orientação do prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali. 

 

1. Descrição do estudo e objetivos 

Estamos realizando um estudo de caráter observacional em pacientes com 
insuficiência venosa crônica com o objetivo de observar a manifestação de um vírus que 
se encontra inserido no DNA humano, ao qual, o denominamos como retrovírus 
endógenos humanos, em pacientes da zona sul de São Paulo. Gostaríamos de observar e 
comparar qual frequência esses vírus se manifestam e analisar as diferentes famílias 
presentes, em pacientes com insuficiência venosa crônica, para melhor compreender 
como o nosso organismo responde a essa infecção. Vale destacar que a sua participação 
ou não, não acarretará nenhuma interferência em seu atendimento médico ou em seu 
tratamento. Sendo assim, o objetivo deste termo é convidá-lo a participar do nosso estudo. 

 

2. Procedimentos da pesquisa 

Após ter sido esclarecido sobre o estudo, você poderá ou não participar do estudo. 
Caso aceite, você será solicitado a assinar esse termo de consentimento Livre e 
Esclarecido, uma cópia deste documento lhe será fornecida. O seu acompanhamento 
médico não será afetado no decorrer do estudo, além disso, você poderá optar por não 
participar mais do estudo a qualquer momento, sem que quaisquer implicações para ti. 
Caso aceite participar, coletaremos uma amostra de sangue. O material biológico coletado 
durante esse projeto será utilizado apenas para o objetivo desse estudo. 

 

3.  Benéficos e obrigações do participante  

Você não terá despesas pessoais por participar deste estudo, e nem quaisquer 
obrigações. Também não haverá compensação financeira por sua participação. A 
princípio, este estudo não trará nenhum benefício imediato para você. Entretanto, as 
informações obtidas nesse estudo poderão servir de base para a compreensão da expressão 
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do retrovírus endógeno humano na população em que se encontram com insuficiência 
venosa crônica e a ajudar a compreender melhor o curso da doença. 

4. Desconfortos e riscos 

Por ser um estudo observacional, ou seja, sem quaisquer tipos de intervenções, esse 
estudo não fornece riscos aos voluntários. A coleta de sangue é pouco invasiva e oferece 
riscos mínimos, onde há um desconforto por conta da coleta e pode, no máximo, gerar 
alguns hematomas.   

 

5. Garantia de acesso aos pesquisadores 

É garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsáveis 
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas, ou informações sobre os 
resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam 
do conhecimento dos pesquisadores.  

Os pesquisadores responsáveis são o biólogo Kevin Cezar Nascimento Silva e prof. 
Dr. Luiz Henrique da Silva Nali, podem ser encontrados na Universidade Santo Amaro 
no endereço Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuías, SP, campus I, 
telefone 11 2141-8702 no setor Pós-graduação em Ciências da Saúde.  

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em 
contato com o comitê de Ética em pesquisas (CEP-UNISA) – Rua prof. Enéas  de 
Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuías, SP – tel.: 2141-8687.  

 

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo (nexo 
causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o respeito a 
seus direitos legais, bem como procurar obter indenizações por danos eventuais.  

 

Uma via deste Termo de Consentimento ficará em seu poder.  

São Paulo,  /  /   
                                                                                                            

____________________________                        ____________________                                         
(Kevin Cezar Nascimento Silva)                         (Prof Dr. Luiz Henrique Da Silva 

Nali)    
Se você concordar em participar desta pesquisa assine no espaço determinado abaixo e 
coloque seu nome e o nº de seu documento de identificação. 
Nome: (do participante): ................................................................................. 
Doc. Identificação: ............................................................ 
Ass: ............................................................................................. 
 
 
Nome: (do representante legal) ........................................................................................ 
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Doc. Identificação: ............................................................................................................ 
Nível de representação: (genitor, tutor, curador, procurador.) ...................................... 
Nome do participante: ................................................... 
 
Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntária o Consentimento 
Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante) para 
a participação neste estudo, conforme preconiza a Resolução CNS 466, de 12 de 
dezembro de 2012, IV.3 a 6. 
Assinatura do pesquisador responsável pelo 
estudo Data / /  
 

 

Ficha Inicial                                                                                                          N° 

  

TENTE PREENCHER TODOS OS CAMPOS ABAIXO, CASO NÃO SAIBA 
RESPONDER ALGUM DELES, NÃO SE PREOCUPE, COVERSAREMOS 
PESSOALMENTE  

DATA:____________    IDADE:________________ 

ETINIA:   c NEGRA  c PARDA  c BRANCA  c ORIENTAL  c INDIGENA 

ANO DE DIAGNÓSTICO DA DOENÇA:  ____________________ 

JÁ REALIZOU ALGUMA CIRURGIA RELACIOANDA A DOENÇA VENOSA 
VENOSA CRÔNICA? 

____________________________________________________________ 

UTILIZA DE ALGUM MEDICAMENTO PARA DOENÇA VENOSA CRÔNICA? 

___________________________________________________________ 

HISTÓRICO FAMILIAR DE DOENÇAS AUTOIMUNES? 

___________________________________________________________ 

POSSUI ALGUMA OUTRA DOENÇA? 

___________________________________________________________ 

ESCOLARIDADE: 

c Fundamental Incompleto 

c Fundamental Completo 

c Ensino Médio Incompleto 

c Ensino Médio Completo 

c Superior Incompleto 

c Superior Completo 
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c Pós Graduação Incompleto 

c Pós Graduação Completo 

 

PROFISSÃO OU ULTIMA PROFISSÃO:  

__________________________________________________________ 

OBSERVAÇÕES RELEVANTES: 

 


