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BATISTA, Everton da Silva. Avaliagdo quantitativa de genes da regido pX na
Leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) e na Dermatite infecciosa associada ao
HTLV-1 (DIH). 57 f. il. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, 2015.

RESUMO

INTRODUCAO: No presente estudo, foram avaliados, de forma quantitativa os genes p12,
pl3, p30, tax e HBZ, todos da regido pX do HTLV-1. Estes genes desempenham importantes
papéis na manuten¢do do virus dentro do individuo infectado, como o escape do sistema
imunologico, ativacdo de fatores de crescimento e consequente proliferacao e inibigdo da
apoptose em células infectadas. METODOLOGIA: Por tanto, avaliou-se, por PCR
quantitativa em tempo real, os niveis de expressdo dos produtos dos genes pl2, pi3, tax e
HBZ da na Leucemia/linfoma das células T do adulto (ATL) e nos portadores do HTLV-1 da
faixa infantojuvenil. RESULTADOS: Verificamos maiores niveis de expressdo de p/2 em
pacientes adultos, infantojuvenis e individuos assintomadticos, o que pode indicar um papel
importante desse gene nao s6 na manifestacdo das doencas associadas ao virus, mas também
nos periodos de laténcia. Encontramos também uma maior expressao de HBZ que tax, nos
diferentes grupos de individuos estudados, o que corrobora com dados prévios de estudos de
expressao génica do HTLV-1, aumentando as evidéncias da importdncia do balanco
transcricional viral. CONCLUSAO: Esses achados podem contribuir na compreensdo da
associagdo dos mecanismos de expressao e manifestagdes clinicas e progressao das patologias
da fase infantojuvenil para as patologias da fase adulta.

Palavras-chave: Leucemia, tax, HBZ, infantojuvenil, genes



BATISTA, Everton da Silva. Quantitative evaluation of the pX region genes in Adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATL) and Infective dermatitis associated with HTLV-1 (IDH). 57 f. il.
Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Fundacdo Oswaldo
Cruz, Instituto Gongalo Moniz, 2015.

ABSTRACT

INTRODUCTION: In the present study, the p12, p13, p30, tax and HBZ genes, all of the pX
region of HTLV-1, were quantitatively evaluated. These genes play important roles in
maintaining the virus within the infected host, such as the escape of the immune system,
activation of growth factors and consequent proliferation and inhibition of apoptosis in
infected cells. METHODOLOGY: The levels of expression of the p/2, pl3, tax and HBZ
gene products in adult T-cell leukemia / lymphoma (ATL) and HTLV-1 carriers in the infant
and child band were therefore evaluated. RESULTS: We found higher levels of pl2
expression in adult patients, childhood and asymptomatic individuals, which may indicate an
important role of this gene not only in the manifestation of diseases associated with the virus,
but also in the latency periods. We also found a higher expression of HBZ than fax in the
different groups of individuals studied, which corroborates previous data from HTLV-1 gene
expression studies, increasing the evidence for the importance of viral transcriptional balance.
CONCLUSION: These findings may contribute to the understanding of the association of
expression mechanisms and clinical manifestations and the progression of the pathologies of
the childhood phase to the pathologies of the adult phase.

Keywords: Leukemia, tax, HBZ, childhood, genes
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1. INTRODUCAO

1.1 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS

O HTLV-1 (Human T-cell lymphotropic virus) foi o primeiro retrovirus
humano a ser identificado, nos Estados Unidos, a partir de uma paciente com linfoma
cutdneo de células T, (POIESZ et al., 1980) e no Japao, quando foi inicialmente
identificado como ATLV (Adult T-cell Leukemia Virus) (YOSHIDA et al., 1982).

Esse virus pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Deltaretrovirus. Pertence ainda ao grupo de retrovirus previamente identificado como
PTLV (Primate T-cell Lymphotropic Virus) (SLATTERY, et al., 1999).

Trata-se de um virus com didmetro de aproximadamente 100 a 140 nanometros
(nm), com o genoma composto por duas fitas simples de RNA (Figura 1) com polaridade
positiva e um nucleocapsideo icosaédrico com aproximadamente 80 a 100 nm (BURKE,
1997). O envelope ¢ formado por uma proteina transmembrana (gp21) que ¢ projetada
para o exterior e ancora a proteina de superficie (gp46). Ligada a proteina do envelope,

estd a proteina da matriz Gag (gp19).

p19 matrix
p15 nucleocapsid
p24 capsid

p62/p32 reverse
transcriptase

l gp21 transmembrane

gp46 surface

Figura 1: Estrutura do HTLV-1. Fonte: Laimore et al., 2012.

No interior do capsideo hé outras proteinas, como a transcriptase reversa e a integrase,
sendo estas proteinas essenciais no processo de integragdo do DNA viral no genoma da

célula do hospedeiro, formando o DNA proviral (FRANCHINI et al., 1995; GOFF et al.,
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2001).

O genoma desse virus apresenta 9,03Kb e contem os genes gag, pol, env e a
regido pX flanqueados por duas sequéncias terminais repetitivas (long terminal repeats —
LTRs). A regido localizada antes da regido LTR 3’, denominada pX (KORALNIK ef al.,
1992), contém os genes responsaveis pela patogenicidade e manutencio viral como Tax
(p40), rex (p27), HTLV-1 bZIP factor (HBZ), pl12, p13, p30 e p21 (MATSUOKA e
JEANG, 2007).

A regiao pX ¢ constituida por 4 ORFs (Open Reading Frames). A orf-I codifica
para a proteina pl2, j& as proteinas pl3 e p30 sdo codificadas na orf-II (Figura 2),
enquanto Rex e Tax, que estdo intimamente relacionadas com a regulacdo da replicagao
viral, sdo codificadas pelas Orfs III e IV, respectivamente (KORALNIK et al., 1992,
KORALNIK et al., 1993, FUKUMOTO et al., 2009).

R US gag pro pol env pX U3 R mRNAs Proteins

{

L 1 I Unspliced Gag. Pro, Pol

1119 4641
L I env mRNA Env
AvuGITT//T
1 1
1|_1119 464 l_,m 6383, | pX-rex-orf|  p277€%
AUGH ==
6383
1119 . y pX-orfl pt2!
—
1119 4641 431 6478 | pX-tax-orfll  p30"
AUG
1119 6875
e pX-orfil p13*
AUGI]
4641 4831 6950
‘LJﬁQ m pX-taxirex
AUGT [ Tax'
AUGT — Rex"
1119 6950 Rex Rex
— pX-p21 p21
AUG [
R U5 gag pro pol env pX U3 R
L L L L L
- — .
5186 7270 8870
L I (S HBZ HBZ
[ | [IAUG
[TAUG

Figura 2: Genoma do HTLV-1. Fonte: Lairmore ef al., 2012
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

As principais areas endémicas sdo o sudoeste do Japdo, algumas regides do
Caribe, América do Sul, incluindo principalmente partes da Colombia e Guiana Francesa,
areas da Africa intertropical (como o Sul do Gabdo) e alguns grupos isolados na
Australo-Melanésia. Na Europa, o pais que pode ser considerado endémico ¢ a Roménia

(GESSAIN e CASSAR, 2012).

&

B

> 108 =) ) ®
>5.10° £

> 10° '\\
>5.104 '
>10°
> 103

Figura 3: Areas endémicas do HTLV-1 no mundo. Fonte: Gessain, A. and Cassar, O.,

2012

A infeccao pelo HTLV-1 ¢ endémica e largamente distribuida entre grupos
indigenas e afrodescendentes em paises da América do Norte, América Central e América
do Sul. No Brasil, diversos grupos indigenas estdo distribuidos por oito estados que
ocupam toda extensdo da regido amazonica (ISHAK et al., 2003).

As maiores prevaléncias de infeccdo em amostras de banco de sangue foram
detectadas nos estados do Maranhao (Sdo Luis — 10.0/1000 doadores de sangue), Bahia
(Salvador — 1,8% na populacao geral ou 9.4/1000 doadores de sangue), Para (Belém —
9.1/1000 doadores de sangue) e Pernambuco (Recife — 7.5/1000 doadores de sangue)
(CATALAN-SOARES et al., 2005; DOURADO et al., 2003).
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1.3 TRANSMISSAO

O HTLV-1 ¢ transmitido pela via horizontal em relagdo sexual ndo protegida
com portador do virus, sendo que a transmissao mais frequente se d4 do homem para a
mulher, sugerindo que a infec¢ao seja consequente de linfocitos infectados no sémen e na
secrecdo vaginal: pela via vertical, principalmente na amamentacdo e na possivel
transmissdo transplacentaria, durante o parto e pela via parenteral ocorrendo através de
sangue contaminado e seus produtos, bem como o compartilhamento de seringas e
material perfuro-cortante contaminados (SANTOS et al., 2005).

O diagnostico da infec¢do pelo HTLV-1 ¢ feito em duas etapas: triagem e
confirmagdo por um ensaio de maior especificidade. Na triagem sdo realizados testes
sorologicos, que testam a presenca de anticorpos contra o virus como, ELISA (ensaio
imunoenzimatico) ou aglutinag¢do, j& para a confirmagdo pode-se utilizar a técnica de
Western Blot (FIGUEIRO-FILHO et al., 2005).

Existe uma variedade de condig¢des clinicas associadas com o HTLV-1, e mais
recentemente com o HTLV-2, tornando o diagnostico diferencial do virus um fator
importante para atender e aconselhar os individuos infectados pelo HTLV (JACOB et al.,
2007).

1.4 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DO HTLV-1

O HTLV-1 tem como principal alvo os linfocitos T CD4+ de memoria e de
forma secundaria, infecta linfécitos T CD8+, mondcitos, macrofagos, megacariocitos,
células dendriticas e células da glia (BANGHAM et al., 2003; MANEL et al., 2005;
SWAINSON et al., 2005).

A propagacdo do virus no individuo infectado ocorre principalmente através
de “sinapses viroldgicas” onde acontece a transferéncia do material viral de uma célula
infectada para outra célula ndo infectada por contato direto entre as mesmas e pela
proliferagdo clonal dos linfocitos infectados, onde produtos dos genes virais estimulam a

divisdo da célula hospedeira (BANGHAM et al., 2003).
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1.5 DOENCAS ASSOCIADAS COM O HTLV-1

O HTLV-1 esta associado a diversas doengas, dentre elas a leucemia/linfoma
das células T do adulto — (ATL) (YOSHIDA et al., 1985), a mielopatia associada ao
HTLV-I/paraparesia espastica tropical — (HAM/TSP) (OSAME et al., 1986) e dermatite
infecciosa associada ao HTLV-1 — (DIH) (LA GRENADE et al., 1990). E importante
destacar que a maior parte dos portadores do HTLV-1 permanecem assintomaticos
(SOARES et al., 2000) e que ainda ndo se conhece claramente o os fatores que levam um
portador assintomatico manifestar doenga (JEFFERY et al., 1999). Na Bahia, observam-
se todas estas patologias causadas pelo HTLV-1 (BITTENCOURT et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2005; PRIMO et al., 2005).

1.5.1 LEUCEMIA/LINFOMA DE CELULAS T DO ADULTO (ATL)

A ATL ¢ uma forma muito agressiva de neoplasia das células T (geralmente
CD4+), resistente a quimioterapia e geralmente fatal ocorrendo predominantemente na
idade adulta. A diversidade das manifestacdes clinicas da ATL determinou a subdivisao
da doenca em cinco formas clinicas com caracteristicas proprias: aguda, linfomatosa,
tumoral primdria de pele, cronica e smoldering (SHIMOYAMA et al, 1991;
BITTENCOURT et al., 2007).

Individuos com a forma clinica aguda apresentam nimero elevado de células
leucémicas, linfadenopatia, hipercalcemia, hepatoesplenomegalia e lesdes de pele,
caracteristicas que excluem os demais subtipos. Nessa forma clinica ha evolugdo rapida
para o 6bito. O tempo de sobrevida ¢ em torno de 6 meses.

A forma linfomatosa caracteriza-se por nao apresentar linfocitose, por ter de
1% ou menos de linfocitos T atipicos no sangue periférico e linfadenopatia
histologicamente comprovada com ou sem lesdes extra-nodais. O tempo de sobrevida
desta forma clinica ¢ em torno de 10 meses.

A forma cronica apresenta linfocitose superior ao limite normal; valor do DHL
(desidrogenase latica) ¢ até duas vezes superior ao limite normal, sem hipercalcemia, sem
envolvimento do SNC (sistema nervoso central), trato gastrointestinal € nem ascite ou
derrame pleural. Pode ser comprovado histologicamente linfadenopatia com ou sem
lesdes extra-nodais e pode haver também envolvimento do figado, baco, pele, pulmao e

apresenta 5% ou mais de linfocitos T atipicos no sangue periférico na maioria dos casos.



20

O tempo de sobrevida ¢ aproximadamente de 24 meses. A forma smoldering apresenta
5% ou mais de linfocitos T atipicos no sangue periférico, nivel de linfécitos normais (<4
x 109/L), sem hipercalcemia, DHL de até 1,5 vezes superior o limite normal, sem
linfadenopatia; sem envolvimento do figado, bago, SNC, do trato gastrointestinal ¢ nem
ascite ou derrame pleural. Lesdes de pele ou pulmonar podem estar presentes. Em
pacientes com <5% de linfocitos T atipicos no sangue periférico, pelo menos, uma lesao
de pele ¢ histologicamente comprovada e lesdes pulmonares devem estar presentes. O
tempo de sobrevida desta forma clinica ¢ em torno de 58 meses (SHIMOYAMA et al.,
1991; MATSUOKA, 2000; YASUNAGA ¢ MATSUOKA, 2007). Ja a forma tumoral
primdria de pele ¢ caracterizada por apresentar tumores cutdneos e auséncia de
linfocitose, hipercalcemia ou linfadenomegalia, apresenta também envolvimento
linfonodal e de 6rgdos internos. Os niveis de DHL sdo pouco elevados e nesta forma, os
linfécitos atipicos no sangue periférico mantém-se abaixo de 5%. O tempo de sobrevida é
aproximadamente de 21 meses (BITTENCOURT et al., 2007). Deste modo as formas
cronica e smoldering apresentam um curso clinico menos agressivo, enquanto que os
pacientes com as formas aguda, linfoma e tumoral primaria de pele apresentam em geral
um tempo de sobrevida menor que 2 anos (BITTENCOURT et al., 2007).

Os fatores que determinam o desenvolvimento dessa patologia nesta
percentagem de portadores ainda sdo desconhecidos, além disso, também ndo se
conhecem os fatores que determinam a manifestagdo de uma ou outra forma clinica. Na
Bahia, a ATL corresponde a 33% dos casos diagnosticados de linfomas T em geral

(BARBOSA et al., 1997).

1.5.2 MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTLV-1/ PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL (HAM/TSP)

Desenvolve-se em aproximadamente 4% das pessoas infectadas com o
HTLV-1 (ORLAND et al., 2003) e ¢ mais frequente no género feminino. A media da
idade de inicio da doenca ¢ de 46 anos (MORENO-CARVALHO et al., 1992;
NAKAGAWA, 1995). A HAM/TSP ¢ uma doenga inflamatdria cronica na qual ocorrem
lesdes no sistema nervoso central. O quadro clinico corresponde a paraparesia espastica
cronica e progressiva, envolvendo principalmente o trato piramidal (reflexos exaltados
nos membros inferiores, clonus e sinal de Babinski), com fraqueza proximal nos

membros inferiores, bexiga neurogénica e lombalgia (NAKAGAWA, 1995).
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Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), o quadro clinico e a
presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e no liquor sdo considerados critérios
essenciais para o diagnostico da HAM/TSP (OSAME et al, 1986; PRIMO et al., 2005).
Estudos demonstraram que a CPV do HTLV-1 no sangue periférico em pacientes com
HAM/TSP ¢ significativamente maior que nos portadores assintomaticos (KIRA et al.,

1991).

1.5.3 DERMATITE INFECCIOSA ASSOCIADA AO HTLV-1

A DIH foi descrita na Jamaica (SWEET et al., 1966) e mais tarde associada ao
HTLV-1 (LA GRENADE et al, 1990). Ocorre geralmente na faixa infantojuvenil, em
criangas que adquirem o virus principalmente por via vertical e com mais freqiiéncia em
portadores do sexo feminino (BITTENCOURT et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2005).
Pode iniciar-se depois do décimo oitavo més de vida e raramente persiste até a idade
adulta (GONCALVES et al., 2000). Foi relatado apenas um caso de DIH onde ocorreu
transmissao por transfusdo de sangue e raros casos de DIH no adulto (OLIVEIRA ef al.,
2005).

As maiores coortes de DIH tem sido reportadas na Jamaica e mais
recentemente na Bahia (OLIVEIRA et al., 2005). Uma pequena série de casos foi descrita
em Trinidade e Tobago (SUITE et al., 1994), Peru (AQUUE et al., 2002) e Senegal
(MAHE et al., 2004). De maneira interessante, no Japdo, onde a prevaléncia da infecgdo
por HTLV-1 ¢ elevada, apenas dois casos de criangas com DIH foram descritos, ambos
os casos evoluiram para a ATL na idade adulta (TSUKASAKI et al, 1994).

A DIH ¢ uma forma de eczema grave, infectado e recidivante. As lesdes na
DIH sao eritematosas, escamosas ¢ formam crostas. Envolvem o couro cabeludo e regiao
retro-auricular (Figura 4A), dobras de membros superiores, genitalia, narina (Figura 4B),
dentre outras partes do corpo. Os principais critérios para diagndstico da DIH sdo: 1.
Eczema do couro cabeludo, axilas, virilhas, pavilhdo auricular, regides retroauriculares,
palpebras, pele paranasal e/ou pescogo; 2. Rinorréia cronica e/ou lesdes crostosas no
vestibulo nasal; 3. Dermatite cronica recidivante com resposta imediata a
antibioticoterapia e com recidiva apos suspensao do tratamento; 4. Inicio precoce na
infancia; 5. Soropositividade para o HTLV-1. Segundo esses autores, a inclusdo dos itens
I, 2 e 5 e o envolvimento de pelo menos duas regides do corpo para preenchimento do

critério 1 sdo obrigatdrios. A DIH associa-se com infec¢cdo por Staphylococcus aureus
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e/ou f-hemolyticus (LA GRENADE et al, 1998).

Figura 4 — Lesdes caracteristicas da DIH em regido retroauricular (A) e nas narinas (B).
Fonte: Dra. Achiléa Bittencourt (fotos cedidas)

Na Babhia, foi observado que aproximadamente 30% dos casos de DIH também
manifestam a forma infantojuvenil de HAM/TSP (PRIMO et al., 2005). A DIH e a ATL
parecem estar relacionadas (HANCHARD et a/, 1991). Dados de nosso grupo mostram
que 34% dos casos de ATL primariamente cutdneos tém historia previa de DIH
(BITTENCOURT et al, 2005). Na literatura foram descritos raros casos de DIH que
evoluiram para ATL (TSUKASAKI et al., 1994; HANCHARD et al., 1991; LA
GRENADE et al., 1995, Oliveira Pedro 2013). Recentemente foi descrito na Bahia um
caso de manifestacdo simultanea de ATL ¢ HAM/TSP em uma adolescente com DIH
(FARRE et al., 2008). Estes dados sugerem que a DIH poderia representar um indicador
prognostico de condigdes patologicas associadas ao HTLV-1 que possam vir & ocorrer em

etapas mais tardias, como a ATL.

A patogénese da DIH ¢ ainda desconhecida. Nao se sabe por que apenas
algumas criangas infectadas desenvolvem esta doenca, a maioria permanecendo
assintomatica. Existe a possibilidade de que o desenvolvimento dessa dermatite esteja
ligado a fatores genéticos e/ou relacionados com a interagcdo do virus com o portador

(PROIETTI et al., 2005). Recentemente, foi demonstrado que os pacientes com DIH
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apresentam uma resposta imune tipo 1 exacerbada, com alta produ¢do de TNF-a e IFN-y
(Figura 5) pelas células mononucleares do sangue periférico, muito semelhante a
observada em pacientes adultos com HAM/TSP (NASCIMENTO et al., 2009).
Apresentam também, CPV (carga proviral) elevada quando comparados aos portadores
assintomaticos adultos e similar aos pacientes adultos com HAM/TSP (PRIMO et al,

2009).

Infecgéo
< pelo

’ HTLV-1

Figura 5: Esquema representativo do mecanismo de patogéneses da DIH. Fonte:
ADAPTADO DE MCGILL et al., 2012

1.6 GENES VIRAIS E SEUS PRODUTOS

1.6.1 O GENE zax

O gene fax codifica uma proteina de 40 kD, principalmente localizada no

nicleo, que ¢ responsavel pela ativacdo transcricional do 5’LTR do HTLV-1. Esta
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proteina ¢ apontada pela literatura como a principal responsavel pela patogenicidade e
oncogenicidade do HTLV-1 por ser capaz de estimular a proliferagdo e inibir a apoptose
das células infectadas, interferindo em vias celulares como a de AKT (serine/threonine
kinase), NF-kB e p53 (MATSUOKA, 2005). Ela também desencadeia uma infinidade de
outros eventos como regulacao do ciclo celular, interferéncia no controle do checkpoint e
inibi¢ao do reparo do DNA (KANNIAN e GREEN, 2010).

A infec¢do pelo HTLV-1 confere uma vida util longa devido as acgdes
pleiotropicas de Tax, resultando em um aumento do numero de células infectadas. Tais
células infectadas sdo essenciais para a transmissdo do HTLV-1. (MATSUOKA, 2005).

Porém, dados na literatura mostram que a expressao de tax ¢ baixa ou
inexistente nas formas graves da ATL. Um dos motivos que poderia explicar este
fendmeno € que esta proteina € o principal alvo das células citotoxicas (KANNAGTI et al.,

1991).

1.6.2 O GENE HBZ

Mais recentemente foi descrito um novo gene viral, o HTLV-1 bZIP factor
(HBZ) (GAUDRAY et al., 2002) que estd localizado napor¢cdo3’ LTR do
provirus (LAROCCA et al., 1989; SATOU et al., 2006) e que, através do seu mRNA ¢
capaz de estimular a proliferacido celular dos linfocitos T. O gene HTLV-
1 basic leucine zipper factor (HBZ) ¢ codificadoa partir da fita antisense do
genoma provira, o  mRNA € sintetizado no sentido contrarioa partir de
um promotor funcional localizado na LTR 3’ (MESNARD et al., 2006; GAUDRAY et al.,
2002).

A proteina codificada por este gene ¢ capaz de inibir a expressdo por Tax (SATOU et al.,
2006) e nao ¢ reconhecida pelas células T citotoxicas do hospedeiro. Assim, sugere-se
que a expressdo do gene tax poderia ser substituida pela expressdo do gene HBZ, que
passaria a ser responsavel pela continua proliferagdo das células infectadas (SATOU et
al., 2006). Porém, ainda ndo foi esclarecido como o balango da expressdo destes dois
genes virais fax e HBZ influencia e/ou contribui no desenvolvimento e evolucdo das

patologias relacionadas com o HTLV-1.
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Um recente trabalho mostra a expressao do gene HBZ nas células infectadas de
portadores assintomaticos, pacientes com HAM/TSP e ATL. Essa expressdo de HBZ

geralmente ocorre na auséncia da expressao de fax (SAITO et al., 2009).

1.6.3 O GENE pI2

O gene pl2, localizado na orf-I do HTLV-1, codifica para a proteina pl12, a
qual pode sofrer clivagem proteolitica e gerar a proteina p8 (FUKUMOTO et al., 2009).
A proteina pl2 localiza-se em endomembranas celulares, particularmente dentro do
reticulo endoplasmético e do complexo de golgi, enquanto que p8 direcionada para as
rafts lipidicas na superficie celular e ¢ recrutada para as sinapses imunologicas na ligagdo
com o receptor de célula T (KORALNIK et al., 1993; DING et al., 2001).

Dentro do reticulo endoplasmatico, p12 € responsavel por mediar um aumento
no calcio citossdlico em células T (Figura 6), aumentando a liberagdo de calcio do
reticulo endoplasmatico, através de receptores trifosfato inositol e da entrada de célcio
por canais na membrana plasmatica, em resposta ao baixo teor de célcio. A literatura
aponta p/2 como responsavel também pela ativacao do fator nuclear de células T ativadas
(NFAT), o qual ¢ dependente de ligagdao de célcio para sua desfosforilagdo e importagao
nuclear, para aumentar a proliferacao de células T (DING et al., 2003; ALBRECHT et al.,
2002).

pl2 ainda pode impactar outras proteinas reguladas por célcio, incluindo o
coativador transcricional p300, o qual pode modular transcri¢ido de genes virais do
HTLV-1 (NAIR, A. et al., 2005). Além do mais, pode promover a transmissao célula-a-
célula, induzindo o antigeno associado a fun¢do do linfocito (LFA-1) agrupando células T
através de um mecanismo dependente de calcio (KIM et al., 2006).

No reticulo endoplasmatico, p/2 liga-se a cadeia pesada da nova molécula de
MHC-I sintetizada e impede a ligagdo com a P2-microglobulina, um componente do
complexo MHC-I maduro. Essa molécula mal formada ¢ removida do reticulo
endoplasmatico e degradada pelo proteassoma, resultando na diminuicao da expressdo do
MHC-I na superficie celular o que, conseqiientemente diminui a apresenta¢do de

peptideos virais e reconhecimento pelos linfocitos T citotoxicos.
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Figura 6: Diversidade de acdes da proteina p12. Fonte: EDWARDS et al., 2011.

Cytoplasm " Nucleus

1.6.4 O GENE pI3

Um splicing de mRNA na orf-Il resulta na produgcdao da proteina pl3
(BERNEMAN, ef al., 1992) que estd localizada principalmente na membrana interna da
mitocondria (D’AGOSTINO et al., 2002; CIMINALE et al., 1999), no entanto, quando
se expressa em niveis elevados, a proteina ¢ capaz de localizar-se no nucleo e quando co-
expressa com a Tax, ¢ dirigida para o nucléolo. A localizacdo de pl3 dentro da
mitocondria e do nucleo sugere que essa proteina pode estar relacionada com apoptose e
regulacdo transcricional (EDWARDS et al., 2011).

Foi a primeira proteina a ser identificada como indutora de mudancas na
morfologia e distribui¢do mitocondrial (CIMINALE et al., 1999; SILIC-BENUSSI et al.,
2010). Em altas concentragdes, pl3 induz o aumento irreversivel do volume
mitocondrial, despolarizagao e liberacdo do citocromo ¢ que ¢ um componente da cadeira
de transporte de elétrons da mitocondria e estd envolvido com o inicializa¢ao da apoptose
(EDWARDS et al., 2011).

Embora pl3 reduza a absor¢do de célcio mitocondrial, a concentragdo
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citossolica de calcio ndo ¢ alterada, o que sugere que a p13 pode alterar a concentragdo de
calcio apenas localmente (BIASIOTTO et al., 2010).

Essa proteina também parece estar associada com o aumento da producdo de
ROS (reactive oxygen species) ( (Figura 7), levando a ativagdo de células T primarias em
repouso. Por essa associagdo, acredita-se que pl3 tem um papel importante na
persisténcia da infeccdo do HTLV-1 no hospedeiro, aumentando o niimero de células
infectadas ndo transformadas e diminuindo o nimero de células infectadas transformadas
(SILIC-BENUSSI et al., 2010).

Uma associa¢do de p13 ubiquitinada com a proteina Tax foi relacionada com a
inibicao da ligacdo com o complexo coativador transcricional CBP/p300, gerando uma

diminui¢do na transcri¢cdo viral mediada por Tax (ANDRESEN et al., 2011).
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Figura 7: A¢des de p13 a nivel mitocondrial e nuclear. Fonte: EDWARDS et al., 2011.

1.6.5 O GENE p30

A proteina codificada por este gene localiza-se no nucleo e nucléolo e essa localizagao
sugere um papel importante na retencao de novos transcritos virais formados dentro do nucleo
como o0 mRNA de tax/rex (Figura 8) que sdo reguladores positivos da transcrigdo viral.
(TAYLOR et al., 2009), assim, p30 promove a laténcia e escape da vigilancia imune do
hospedeiro para favorecer a propagacdo através da divisdo celular e expansdo clonal das

células infectadas. Estudos tem demonstrado a capacidade de p30 em alterar a expressao
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algumas familias de genes, principalmente aqueles que envolvidos na transcri¢do , tradugao,

progressao do ciclo celular, replicagao e reparo do DNA, sinalizagdao ceular, angiogénese,

migragdo celular e apoptose (TAYLOR et al., 2009 ; LAIRMORE et al., 2007).

A expressdo de p30 resulta no acimulo de células na fase G2 do ciclo celular. Ao

inibir a formagao do complexo ciclinaE-CDK?2, p30 atrasa a entrada das células na fase S do

ciclo celular (DATTA et al., 2007).
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Figura 8: O papel regulatério de p30 na transcri¢do viral. Fonte: EDWARDS et al., 2011.

2. JUSTIFICATIVA

Splicing

Alternatively spliced

tax/rex

Virion Production

O HTLV-1 esta associado com diversas doengas, dentre eclas as mais estudadas sdo a

DIH, HAM/TSP e a ATL. Alguns genes virais estdo mais expressos quando ha a manifestacao

de alguma dessas patologias e isso sugere um papel importante deles no aparecimento e

manuten¢do dessas enfermidades. A literatura aponta algumas proteinas virais como Tax e

Hbz, como sendo fundamentais na manutengdo viral, fazendo o balango entre a expressao e a

inibi¢ao da expressao de outras proteinas, visando escapar do sistema imune do hospedeiro e

manter a proliferacao das células infectadas.
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Mais recentemente, outras proteinas foram associadas a fungdes importantes
relacionadas a infec¢ao pelo HTLV-1, uma delas ¢ a proteina viral p12, que esta intimamente
associada com processos que desestabilizam a célula, dificultando inclusive na apresentagao
de antigenos virais para os linfocitos T citotoxicos. E importante citar as proteinas virais p13 e
p30 também, que desempenham func¢des na mitocdndria e no niicleo celular.

Atualmente ndo existe tratamento especifico para as principais doengas associadas ao
virus e também ndo se conhecem os fatores associados com a manifestacao e evolugdo do
uma doenga para outra, como no caso da evolu¢ao da DIH para HAM/TSP ou ATL, o que ja
foi reportado pela literatura. Esse trabalho pode auxiliar no esclarecimento e identificacdo
desses mecanismos e, apontar ainda, possiveis marcadores, tanto na DIH, quanto na ATL,
além de possibilitar compara¢des em doencgas de estagios mais iniciais de infec¢do, como no
caso da DIH e em doengas em estdgios mais tardios, como no caso dos pacientes com ATL.

Na ATL, estes estudos de expressdo génica de tax e HBZ, somente foram realizados
considerando as formas mais agressivas da doenca e em estudos oriundos do Japao que
incluiram pequenos grupos de pacientes ou linhagens celulares (SATOU et al., 2006). Na
Bahia, a forma smoldering da doenga € mais reportada que no Japao (BITTENCOURT et al.,
2009).

Os estudos disponiveis sobre os genes pl2, p13 e p30, foram realizados em linhagens

celulares ou animais, mas ndo em pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os niveis de expressao dos produtos dos genes pl2, pl3, tax e HBZ da na
Leucemia/linfoma das células T do adulto (ATL) e nos portadores do HTLV-1 da faixa

infantojuvenil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Quantificar a expressdo dos mRNAs dos genes virais pl2, pl3 e p30 nos pacientes de
ATL e portadores do HTLV-1 da faixa infantojuvenil

3.2.2 Quantificar a carga proviral e a expressio dos mRNAS dos genes fax ¢ HBZ nos
portadores do HTLV-1 da faixa infantojuvenil.

3.2.3 Avaliar as possiveis correlagdes entre os niveis de mRNAs encontrados dos diferentes

genes analisados e com a carga proviral dos pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DE DNA

A partir das PBMCs foi realizada a extracdo de DNA com o kit QI4damp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN). A quantificagdo do DNA foi avaliada através do
espectrofotometro Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer).

4.2 QUANTIFICACAO DA CARGA PROVIRAL (CPV)

Para realizar a analise da CPV, partiu-se de 30ng de DNA para cada amostra. A
CPV foi avaliada por PCR quantitativa em tempo real e o sistema usado foi o TagMan e
como gene referéncia humano foi utilizado a f-globina.
Para a constru¢do das curvas de referéncia para o gene tax e o gene f-globina (controle
endogeno humano) foram utilizados produtos de PCR obtidos a partir da amplificagao
com os oligonucleotideos descritos na tabela 1 e ap6s isto, foi calculado o numero de

moléculas existente e realizou-se uma dilui¢do seriada de 10°-10!

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores para obtengdo do fragmento do gene tax e do gene
de referéncia f-globina, por PCR convencional, utilizados para a constru¢ao da curva padrao.

Seqiiéncia Posicao Utilizac¢ao
5- CAGCCCCTTGTCTCCACTTG -3° 6871-6893 tax (sense)
5"- ACCTTGAGGGTCTTAGAGGTTC -3’ 7565-7586 tax (antisense)
5'- GGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCC -3’ 62103-62125 B-globina (sense)
5- GTCTTCTCTGTCTCCACATGCCCA -3° 62325-62348 B-globina (antisense)

Para a quantificacdo dos genes tax e f-globina por PCR em tempo real foram
usados os oligonucleotideos e as sondas como estdo descritos na tabela 2. As reacdes
foram realizadas no aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando o kit TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). As
condi¢des de amplificagdo foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15s e 60° por
Imin, num total de 40 ciclos. A CPV foi expressa como numero de copias do HTLV-
1/100 células do PBMC. Os resultados foram analisados mediante o software 7500 v2.0.1
(Applied Biosystems). As avaliagdes foram feitas em duplicata e a curva padrao foi

repetida para cada placa.
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Tabela 2: Oligonucleotideos e sondas utilizados para a quantificagdo da carga proviral por
PCR em tempo real para os genes fax e f-globina.

Seqiiéncia Utilizacio
5’- CCCACTTCCCAGGGTTTGGA -3° tax (sense)
5- GGCCAGTAGGGCGTGA -3° tax (antisense)
5’-FAM/CCAGTCTAC/ZEN/GTGTTTGGAGACTGTGTACA/3IABKFQ -3’ tax (sonda)
5- GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA -3’ [-globina (sense)
5’- CCTTGATACCAACCTGCCCAG -3 p-globina (antisense)
5’- FAM/AAGGTGAAC/ZEN/GTGGATGAAGTTGGTGG/3IABKFQ -3’ p-globina (sonda)

4.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE RNA E cDNA

Aproximadamente 20 mL foram coletados de sangue periférico, do qual foram
separadas as cé¢lulas mononucleares do sangue periférico (PBMC) por gradiente de ficoll. As
amostras foram homogeneizadas com a coluna QI4shredder (QIAGEN) e entdo prosseguiu-se
com a extracdo de RNA que foi realizada utilizando o kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN). A
amostras foram, imediatamente apds a extragdo, tratadas com DNAse em presenca de
inibidores de RNAses. A quantificacdo do RNA foi avaliada através do espectrofotometro
Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer).

As amostras de RNA, anteriormente extraidas, tratadas e quantificadas foram
submetidas ao processo de transcri¢ao reversa, onde foi utilizada uma mistura de iniciadores
randomicos e oligoDT do kit Superscript III (Invitrogen™), seguindo as instru¢des do

fabricante. Partiu-se de 1pg de RNA total de cada amostra.

4.4 CONSTRUCAO DAS CURVAS-PADRAO PARA PI2, P13, P30 E HPRT

Os fragmentos para a constru¢ao da curva padrdo foram amplificados a partir de PCR
convencional. Os iniciadores utilizados para a amplificacao estao descritos na tabela 3.

Para obtencdo do fragmento para a constru¢do das curvas dos genes virais pl2 e p13
foram utilizados os oligos Frag F e Frag R (Tabela 3) na concentracao de 0,4uM em 2,5uL
de Tampao 10X (200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCI), 0,4 mM de dNTP
(Invitrogen™), 1,5 mM de MgClz, e 1,25 unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen™).
As condigdes de amplificagdo foram: 95° C por Smin, 95° C por 30seg, 55°C por 30seg, 72°
C por 40seg e 72° C por Smin num total de 35 ciclos.

Ja para a obtencdo do fragmento para a constru¢do da curva do genes viral p30 foram

utilizados os oligos P30 externo F e P30 externo R R (Tabela 3) na concentracao de 0,4uM
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em 2,5uL. de Tampao 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KClI), 0,4 mM de dNTP
(Invitrogen™), 0,8, mM de MgClz, e 1,25 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen™). As
condi¢des de amplificacdo foram: 95° C por Smin, 95° C por 30seg, 58°C por 30seg, 72° C
por 40seg e 72° C por Smin num total de 35 ciclos.

E para a amplificacdo do fragmento do gene referéncia HPRT, os oligos utilizados
foram HPRT externo F ¢ HPRT externo R na concentracdo de 0,4uM em 2,5uL de Tampao
10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCl), 0,4 mM de dNTP (Invitrogen™), 0,8, mM
de MgClz, e 1,25 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen™). As condi¢des de amplificacao
foram: 95° C por 5min, 95° C por 30seg, 58°C por 30seg, 72° C por 40seg e 72° C por Smin

num total de 35 ciclos.

Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores para obtengdo do fragmento dos genes virais p12,
pl3 e p30 e o endogeno de referéncia HPRT, por PCR convencional, utilizados para a
constru¢do da curva padrao.

Seqiiéncia Posicao Utilizacao
5- TTATTGCAACCACATCGCCTC -3’ 6683-6703 pl2epl3 (sense)
5- GAACCTCTAAGACCCTCAAGGT -3’ 7565-7586 pl12 e p13 (antisense)
5'- CTACGTGTTTGGAGACTGTGTACAAG -3’ 6853-7160 p30 (sense)
5'- GTAGGCGGGCCGAACATAGT -3’ 7231-7248 p30 (antisense)
5'- GCAGCCCTGGCGTCGTGATT -3’ 73734-73748 HPRT (sense)
5'- CCCCTTGAGCACACAGAGGGC -3’ 75873-75899 HPRT (antisense)

Os produtos das PCR anteriores foram visualizados em gel de poliacrilamida,
purificados e sequenciados para comprovar que as sequéncias amplificadas eram as
seqiiéncias de interesse utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Apos isso, os fragmentos foram submetidos a dilui¢cdes seriadas de
10°-1 gerando uma curva que foi amplificada no termociclador 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
As condi¢des de reagdo do PCR em tempo real foram: 50°C por 2min, 95° por 10min
(Holding Stage), 95°C por 15seg e 60 °C por 1min (Cycling Stage), num total de 45 ciclos. A
dissociagao foi feita com 95°C por 15seg, 60°C por 1min e 95°C por 15seg.

Os dados foram analisados mediante o software 7500 software v2.0.1 (Applied
Biosystems) e foram considerados o coeficiente de correlagio (R?), que mede o quio
proximo € o ajuste entre a regressao linear da curva padrdo e os valores individuais de Ct das
amostras padrdo, e o Slope, que indica a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio.

As curvas foram amplificadas utilizando a quimica SYBR Green (Applied

Biosystems), um corante que se liga em ligagdes por pontes de hidrogénio, e, portanto, pode
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se associar a nucleotideos que ndo sdo os estudados, logo foi necessario avaliar a curva de
dissociagdo que fornece os resultados da especificidade da amplificagdo e em todos os casos,

essas curvas apresentaram apenas um pico, sugerindo especificidade da reagao.

4.4.1 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL PARA pi2, p13, p30 E HPRT

Foi utilizado 1pul do cDNA de cada amostra para a quantificagdo tanto dos genes virais
quanto do gene referéncia.

Para o gene p12, os oligos utilizados foram P12F e P12R, para o gene p/3 os oligos
foram P13F e P13R, para o gene p30, P30F e P30 R e por fim, para o gene referéncia HPRT,
os oligos foram HPRT F e HPRT R (Tabela 4) na concentragdo de 0,4mM em uma reacao de
25ul

Tabela 4 — Oligonucleotideos iniciadores para quantificagdo das amostras para os genes virais
pl12,pl3 ep30 e oenddgeno de referéncia HPRT.

Seqiiéncia Posicao Utilizacao
5- CAGCCCCTTGTCTCCACTTG -3’ 6874-6893 p12 (sense)
5'- TATTTGAAAAGGAAGGAAGAGGAGAA -3’ 6975-7000 pl2 (antisense)
5- CTACGTGTTTGGAGACTGTGTACAAG -3’ 7371-7396 p13 (sense)
5- GGCGGGCCGAACATAGT -3 74227438 p13 (antisense)
5'- CTACGTGTTTGGAGACTGTGTACAAG -3’ 6853-7160 p30 (sense)
5- GTAGGCGGGCCGAACATAGT -3 7231-7248 p30 (antisense)
5- TGACCTTGATTTATTTTGCATACC — 3’ 74898-74933 HPRT (sense)
5- CGAGCAAGACGTTCAGTCCT — 3’ 75110-75122 HPRT (antisense)

4.5 CONSTRUCAO DAS CURVAS-PADRAO PARA tax, HBZ E HPRT

A curva padrao foi obtida através de produtos de PCR para cada gene estudado. Os
primers utilizados para a amplificacdo estdo descritos na tabela 5. Esta curva foi obtida por

dilui¢des seriadas de 10°-10' dos produtos de PCR obtidos para tax, HBZ e HBZ-SI ¢ o HPRT.

Os produtos das PCR anteriores foram visualizados em gel de poliacrilamida,
purificados e sequenciados para comprovar que as sequéncias amplificadas eram as de
interesse. Esta comprovacdo foi realizada utilizando a ferramenta Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST).
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Tabela 5 — Oligonucleotideos iniciadores para obten¢do do fragmento dos genes tax, HBZ
(HBZ e HBZ-SI) e o HPRT, por PCR convencional, utilizados para a constru¢do da curva
padrao.

Seqiiéncia Posicao Utilizac¢ao
5- GATGGCACGCCTATGATTTC -3’ 8074-8094 fax (sense)
5- GCAGCCCTGGCGTCGTGATT -3’ 73734-73748 HPRT (sense)
5"- CCCCTTGAGCACACAGAGGGC -3 7587375899 HPRT (antisense)
5'- CAGCCCCTTGTCTCCACTTG -3’ 6874-6893 HBZ e HBZ-SI (sense)
5'- ACCTTGAGGGTCTTAGAGGTTC -3’ 7565-7586 HBZ (antisense)
5- TAAACTTACCTAGACGGCGG -3’ 8761-8780 tax ¢ HBZ-SI (antisense)

4.5.1 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL PARA fax, HBZ E HPRT

Para as analises das amostras, partiu-se do RNA extraido das células mononucleares
do sangue periférico e a partir deste foi obtido o cDNA como descrito anteriormente. Para a
PCR em tempo real utilizamos um termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As
condig¢des de reagdo do PCR em tempo real foram: 50°C por 2min, 95°C por 10min, 95°C por
15seg e 62°C por Imin, num total de 45 ciclos. A dissociag@o foi feita com 95°C por 15seg,
60°C por 1min e 95°C por 15seg. Os primers utilizados na reagao estdo descritos na tabela 6.
As amostras foram avaliadas partindo de 1pL de cDNA para cada reagdo. As avaliagdes foram
feitas em duplicata e a curva padrao foi repetida para cada placa.

Os dados foram analisados mediante o software 7500 software v2.0.1 (Applied
Biosystems) e foram considerados o coeficiente de correlagdo (R?), que mede o quio
proximo ¢ o ajuste entre a regressao linear da curva padrdo e os valores individuais de Ct das
amostras padrdo, e o Slope, que indica a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio. Para
normalizar os resultados por possiveis variabilidades na quantidade ou qualidade do RNA ou
cDNA, também foram quantificados os transcritos totais do gene constitutivo humano o
HPRT.

Como as curvas foram construidas utilizando o SYBR Green (Applied Biosystems), um
corante que se liga em ligagdes por pontes de hidrogénio, e, portanto, pode se associar a
nucleotideos que ndo sdo os estudados, foi necessario verificar a curva de dissociagdo que
fornece os resultados da especificidade da amplificagdo e em todos os casos, essas curvas

apresentaram apenas um pico, sugerindo especificidade da reagdo.
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A estratégia utilizada para a andlise da expressao do gene HBZ foi similar a descrita
pelo gene fax, porém foram realizadas duas quantificagcdes, pois foram descritos dois
transcritos distintos para este gene (HBZ e o HBZ-SI). Assim, foi realizada a quantificacdo de

cada um dos transcritos (MURATA et al., 2006).

Tabela 6: Oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo da expressdo génica por PCR em
tempo real.

Seqiiéncia Posicao Utilizacao
5- CGAAAAAGAGGCAGATGACAATG -3' 8286-8308 fax (sense)
5'- AAATGTTTTTCACTGAGAGGCTCTAA -3 8338-8363 tax (antisense)
5'- TGACCTTGATTTATTTTGCATACC — 3’ 74898-74933 HPRT (sense)
5- CGAGCAAGACGTTCAGTCCT - 3° 75110-75122 HPRT (antisense)
5- CAAGGATAATAGCCCGTCCA -3 7214-7233 HBZ ¢ HBZ-SI (sense)
5'- CAGTAGGGCGTGACGATGTA -3’ 7439-7458 HBZ (antisense)
5’- TAAACTTACCTAGACGGCGG -3’ 8761-8780 HBZ-SI (antisense)

4.6 CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes e os responsaveis legais (para pacientes e portadores menores de idade)
autorizaram a criopreservagao do material bioldgico no termo de consentimento. O estudo ja
foi aprovado pelo Comité de ética do HUPES/UFBA (Registro da CONEP n° 13097) e pelo

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos pacientes foram registrados em um banco de dados (Microsoft Excel
2013) e analisados com o programa GraphPad Prism v. 5.02 para a avaliagdo estatistica. A
comparac¢do de dados entre dois grupos foi realizada através do teste de Mann-Whitney U e
para a correlagdo de varidveis entre grupos foi utilizado o teste de Spearman’s rank. Uma

probabilidade de p < 0,05 foi considerada significativa.
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5. RESULTADOS

5.1 POPULACAO ESTUDADA

Foram incluidos no estudo 36 pacientes com diagnéstico de ATL seguindo critérios
clinico-patologico estabelecidos (SHIMOYAMA et al., 1991; BITTENCOURT et al., 2007)
tendo sido acompanhados no Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos da
Universidade Federal da Bahia (C-HUPES/UFBA). Foram estudados os pacientes nas
diferentes formas clinicas como descrito na tabela 7.

Também foram incluidos 17 portadores assintomaticos adultos do HTLV-I,
acompanhados no mesmo hospital e ndo mostraram aspectos relacionados com manifestacdes
de ATL, DIH ou HAM/TSP (Tabela 8)

Foram incluidos também 37 pacientes de DIH (Tabela 9) acompanhados nos Servigos
de Dermatologia e Neuropediatria do C-HUPES e diagnosticados segundo critérios pré-
estabelecidos (La Grenade ef al., 1998; Oliveira ef al., 2005, Oliveira et al., 2012) pelo Grupo
de Pesquisa das manifestagdes infantojuvenis da infec¢do pelo HTLV-1 (UFBA/FIOCRUZ).

Foram incluidos ainda 14 portadores assintomaticos do HTLV-1 da faixa
infantojuvenil que também nao mostraram aspectos relacionados com manifestacdes de ATL,
DIH ou HAM/TSP (Tabela 10), que faziam parte da coorte. Todos os casos tiveram sorologia
negativa para HIV e positiva para HTLV-1 por Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
e esses resultados foram confirmados por western blot e ou PCR.

Apesar de se tratar de uma coorte de acompanhamento, foi selecionada apenas uma
amostra de cada paciente, para dessa mesma amostra realizar a extragdo de DNA ¢ RNA,
portanto desenvolvendo-se um estudo de corte transversal em amostras de conveniéncia. O
calculo amostral foi realizado com o programa WinPepi v. 11.60 (Copyright J.H. Abramson),
utilizando parametros de prevaléncia da infec¢do de doadores de banco de sangue do pais

(GESSAIN e CASSAR, 2012).
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Tabela 7: Caracteristicas dos Pacientes de ATL estudados nas diferentes formas

clinicas
CARACTERISTICAS RESULTADOS
Total de pacientes 36
Sexo — n° (%)
Masculino 18 (50)
Feminino 18 (50)
Formas clinicas (%)
Aguda 11 (30,5)
Linfoma 6 (16,6)
Cronica 8(22,2)
Smoldering (SM) 8(22,2)
Tumoral primaria de pele (TC) 3(8,3)
Tabela 8: Portadores assintomaticos adultos
CARACTERISTICAS RESULTADOS
Total de portadores assintomaticos 17
Mediana de idade (anos) 46
Sexo — n° (%)
Masculino 06 (35,3)
Feminino

11 (64,7)
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Tabela 9: Caracteristicas dos Pacientes de DIH estudados.
CARACTERISTICAS RESULTADOS

Total de pacientes 37

Sexo — n° (%)
Masculino 14 (37,8%)
Feminino 23 (62,1%)

Associacio com HAM/TSP — n° (%)
(+) 11 (29,7%)
-) 26 (70,2%)

Tabela 10: Portadores assintomadticos da faixa infantojuvenil.

CARACTERISTICAS RESULTADOS
Total de portadores assintomaticos 14
Mediana de idade (anos) 11
Sexo — n° (%)
Masculino 09 (64,2%)
Feminino 06 (42,8%)

6. EXPRESSAO DOS GENES p12, pI3 E p30 EM PACIENTES COM ATL E EM
PORTADORES ASSINTOMATICOS ADULTOS.

Nos pacientes de ATL, observou-se maiores niveis de expressao do transcrito do gene
p12 que do transcrito dos genes p/3 (p=0,0020, teste Mann Whitney) ¢ p30 (p=0,0003, teste
Mann Whitney) (Figura 9A). Porém, os niveis de expressao dos genes p/3 e p30 foram
similares (p=0.1025, teste Mann Whitney).

Em portadores assintomaticos adultos, também foi observada uma maior expressdo do
gene pl2 a respeito do gene p/3 (p=0.0015, teste Mann Whitney) e do gene p30 (p=0.0201,
teste Mann Whitney). Como observado nos pacientes de ATL, os niveis de expressao para os
genes pl3 e p30 foram similares (p=0.2275, teste Mann Whitney (Figura 9B).

Quando comparados os dois grupos, foram observados menores niveis de expressao do
gene pl2 e p30 nos pacientes de ATL que nos assintomaticos adultos (p=0.0015 para o
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transcrito de p/2 e p=0.0201 para o transcrito de p30). Os valores de expressdo do gene pl3
foram similares entre pacientes de ATL e portadores assintomaticos (Figura 9C).
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Figura 9: Niveis de expressdo dos genes pl/2, pl3 e p30 em pacientes com ATL (A), em
portadores assintomaticos (B) e em comparacao entre os dois grupos (C)

6.1 EXPRESSAO DOS GENES pi2, p13 E p30 NAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS
DA ATL E EM ASSINTOMATICOS ADULTOS

Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de expressao dos
trés genes estudados nas diferentes formas clinicas de ATL (figura 10A, B e C). Quando
comparadas as diferentes formas clinicas com os portadores assintomaticos adultos para o
gene pl2, foram observados menores niveis de expressdo nas formas aguda (p=0.0337),
smoldering (p=0.0201) e linfoma (p=0.0338) e similares para a forma cronica. Nao houve
diferencas entre os niveis de expressao do gene p/3 entre as diferentes formas clinicas e os
portadores assintomdticos adultos. Para o gene p30, todas as formas clinicas também
apresentaram valores similares de expressdo que os portadores assintomaticos exceto a forma
aguda, que mostrou menores niveis de expressao (p=0.0164).
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Quando os valores de expressdo destes genes virais nas diferentes formas clinicas
foram divididos pela carga proviral, o que aproxima a um valor de expressdo por célula
infectada, foram observados valores similares entre os grupos. Somente observou-se menor
expressao para o gene p30 (Figura 11C) na forma aguda a respeito da linfoma (p=0.0430).
Comparando estes valores com os dos assintomadticos, também normalizados pela carga
proviral, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes (Figura 11).
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6.2 CORRELACAO ENTRE OS NfVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS p12, pI3
E p30 NOS PACIENTES DE ATL E NOS PORTADORES ASSINTOMATICOS
ADULTOS.

Analises de correlagdo entre os niveis de expressao dos genes virais foram realizadas e
verificou-se nos pacientes de ATL, uma correlagdo positiva entre os niveis de expressao de
pl2 e pl3 (p=0.0128, r= 0,4641, teste Spearman r). Porém, ndo houve correlacdo nos niveis
de expressao destes genes com o gene p30. Nos assintomaticos, ndo houve correlacdo entre a
expressao destes genes virais.

6.3 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS pI2, pI3 E p30 E A
CPV NOS PACIENTES DE ATL E NOS PORTADORES ASSINTOMATICOS.

A expressao dos trés genes virais correlacionou com a carga proviral nos pacientes de
ATL. Foi uma correlagdo positiva para os genes p/2 (p=0.0341, r=0.4090) e p30 (p<0.0001,
r=1.000) enquanto que para o gene p/3 foi negativa (p=0.0076, r=-0.5024 ). Nos portadores
assintomaticos, nao observou-se essas correlagoes.

7. EXPRESSAO DOS GENES p12, pI3 E p30 EM PACIENTES E EM PORTADORES
ASSINTOMATICOS DA FAIXA ETARIA INFANTO-JUVENIL INFECTADOS PELO
HTLV-1.

Nos pacientes de DIH, encontrou-se uma maior expressao de p/2 que p30, em dados
normalizados pelo controle constitutivo (p= 0.028). Como na ATL, as analises ndo mostraram
diferencas significantes entre a expressao de p/2 e pI3 ou pi3 e p30 (Figura 12A).

Avaliou-se a expressdo dos genes pl2, pl3 e p30 nos portadores assintomaticos do
HTLV-1 da faixa infantojuvenil e verificou-se que os niveis de mRNAs encontrados sao
similares nestes individuos (Figura 12B)

Nesta analise, foram incluidos todos os individuos com DIH e DIH/HAM/TSP para
comparacao dos niveis de expressdo com os portadores assintomaticos. Observou-se que os
niveis de p/2 sdo maiores (Figura 12) nos individuos com doenga associada ao virus, que nos
portadores assintomaticos (p=0.0437). Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes para p/2 e pl3. (Figura 12C).
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Figura 12: Comparagdo dos niveis de expressao dos genes pl12, p13 e p30 em pacientes de
DIH em geral(A), portadores assintomaticos(B) e comparacao entre os dois grupo(C).

7.1 EXPRESSAO DOS GENES pI2, pI3 E p30 NOS DIFERENTES GRUPOS DOS
INDIVIDUOS DA FAIXA ETARIA INFANTOJUVENIL.

Realizou-se estratificagdo dos pacientes de DIH segundo a associagdo ou ndo com
mielopatia, e portadores assintomaticos da mesma faixa etaria ndo foram detectadas
diferengas na expressao de p/2 (Figura 13A) e pI3 (Figura 13B) entre os grupos analisados.
Somente na andlise da expressdo de p30, observou-se diferenga estatisticamente significante

(p=0.0031) entre o grupo de pacientes com DIH e portadores assintomaticos (Figura 13 C).
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Figura 13: Niveis de Expressao dos genes p/2 (A), pi13 (B) e p30 (C) nos diferentes grupos

da faixa- etaria infanto-juvenil do HTV-1.

7.2 CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS p12, pl3

E p30 NOS PACIENTES COM DIH E DIH/HAM/TSP E PORTADORES

ASSINTOMATICOS.

Observou-se uma correlagdo positiva da expressao dos genes p/2 e p/3 em pacientes
com DIH (p<0.0001, r=0.0868). Em pacientes que apresentavam associa¢ao da DIH com a
HAM/TSP, observou-se também uma correlagdao positiva entre esses genes (p=0.0234). Nos

portadores assintomaticos ndo houve correlagdes entre os genes estudados.
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7.3 CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS p12, pI3
E p30 E A CPV NOS PACIENTES COM DIH E DIH/HAM/TSP E PORTADORES
ASSINTOMATICOS.

Avaliou-se a correlagdo entre a expressdo de pi2, pI3 e p30 e a CPV . Observou-se
que os niveis de expressdo de pl3 correlacionaram com a carga proviral, nos grupo de
pacientes com doen¢a, mas ndo houve essa correlagdo entre p/2 e p30. No grupo de
portadores assintomdaticos ndo houve correlacdo entre a carga proviral e a expressdo dos genes
estudados.

8. EXPRESSAO DOS GENES HBZ (TRANSCRITOS HBZ E HBZ-SI) E tax NOS
PORTADORES DO HTLV-1 DA FAIXA INFANTOJUVENIL

8.1 EXPRESSAO DOS GENES HBZ (TRANSCRITOS HBZ E HBZ-SI) E tax NOS
PACIENTES DE DIH E COM MANIFESTACAO SIMULTANEA DE DIH E HAM/TSP

Tanto nos pacientes com DIH, quanto nos pacientes com DIH ¢ HAM/TSP,
verificaram-se maiores niveis de expressao do transcrito HBZ-SI em relagdo ao transcrito
HBZ (p=0.0123, p=0.0147). Observaram-se, também, maiores niveis de expressdo de HBZ-SI
com relagdo ao mRNA de tax, tanto nos pacientes apenas com DIH (p<0.0001), quanto nos
pacientes com DIH ¢ HAM/TSP (p=0.0001). O transcrito HBZ do gene HBZ também
apresentou niveis de expressdo maiores que o transcrito do gene fax, tanto nos pacientes de
DIH (p<0.0001), quanto nos pacientes com DIH e HAM/TSP (p=0.0011), como mostra a
Figura 14.
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Figura 14: Expressao dos mRNAs dos genes HBZ e tax em pacientes da faixa infantojuvenil
com DIH(A) e DIH com associagdo com HAM/TSP (B).
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8.2 EXPRESSAO DOS GENES HBZ (TRANSCRITOS HBZ E HBZ-SI) E tax NOS
PORTADORES ASSINTOMATICOS DO HTLV-1 NA FAIXA INFANTOJUVENIL.

Diferentemente dos pacientes de DIH, nos portadores assintomaticos da faixa
infantojuvenil, verificaram-se niveis similares de expressdo dos transcritos do gene HBZ. Ja
em comparacdo com o transcrito do gene fax, observaram-se maiores niveis de expressdo dos
dois transcritos do gene HBZ, com p=0.0003 para HBZ-SI e p=0.0027 para HBZ (Figura 15).
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Figura 15: Expressao dos mRNAs dos genes HBZ e tax em portadores assintomaticos do
HTLV-1 da faixa infantojuvenil.
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8.3 COMPARACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS HBZ E tax
NOS DIFERENTES GRUPOS DE INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HTLV-1 NA
FAIXA ETARIA INFANTOJUVENIL.

Foram realizadas andlises comparativas para avaliar possiveis diferencas de expressao
desses genes virais nos diferentes grupos de pacientes e portadores da faixa infantojuvenil,
entretanto, ndo foram detectadas diferencas na expressao dos genes HBZ e tax entre os
diferentes grupos de individuos (Figura 16).
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Figura 16: Avaliagdo intergrupos da expressdo dos genes virais tax ¢ HBZ nos individuos da
faixa infantojuvenil infectados pelo HTLV-1. Niveis de expressao do transcrito HBZ-SI (A),
niveis de expressdo do transcrito HBZ (B) e niveis de expressao de tax (C).

8.4 CORRELACAO ENTRE OS NIVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS HBZ E
tax NOS PACIENTES DE DIH E PORTADORES ASSINTOMATICOS DA FAIXA
ETARIA INFANTOJUVENIL.

A expressao dos transcritos do gene HBZ, HBZ-SI ¢ HBZ, correlacionou de forma
positiva (p<0,0001, r=0.8121, teste Spearman r) o que ocorreu também na analise desses
transcritos com o transcrito do gene tax onde a correlagdo com HBZ-SI teve p=0.0014 e r=
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0.5488 ¢ com HBZ, p=0.0001 e r= 0.6403, teste Spearman r. Ndo houve correlagdo da
expressao destes genes em portadores assintomaticos.

8.5 CORRELACAO DA EXPRESSAO DOS GENES HBZ E tax COM A CPV NOS
PACIENTES DE DIH E PORTADORES ASSINTOMATICOS DA FAIXA ETARIA
INFANTOJUVENIL

Houve correlagdo positiva apenas entre os niveis de expressdao de HBZ-SI e a CPV dos
individuos com DIH (p=0.0479, r= 0.4078 Spearman r), no grupo de DIH. Nos individuos
DIH/HAM e portadores assintomaticos, nao houve qualquer relacdo da expressao de HBZ ¢
tax com a CPV.

9. COMPARACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DE p12, p13 E p30 NA DIH E ATL

Para essa andlise, foram utilizadas todas as amostras de DIH, DIH/HAM/TSP e todas
as amostras de ATL sem estratificacdo verificou-se niveis maiores niveis de expressdo de
pl12(Figura 17A) nos assintomaticos adultos que nos assintomdticos da faixa infantojuvenil
(p=0.0029), maiores niveis de expressao de p/3(Figura 17B) no grupo de DIH/HAM que nos
pacientes com ATL (p=0.0468) e assintomaticos infanto-juvenis maiores que assintomaticos
adultos (p0.0274) e maiores niveis de p30 em assintomaticos adultos que assintomaticos da
faixa etaria infantojuvenil (p=0.0029), como se observa na Figura 17C.
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Figura 17: Niveis de expressao de mRNAs de p/2 (A), p13 (B) e p30(C) em grupos de
individuos de diferentes faixas etarias e com distintas patologias associadas a infec¢ao pelo
HTLV-1
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10. DISCUSSAO
EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS DA REGIAO PXNA ATL

Nos pacientes com ATL em geral e nos portadores assintomaticos adultos, verificou-se
maior expressao de p/2 em relagdo a p/3 e p30. Quando se comparou os grupos de ATL e
portadores assintomdticos, observou-se uma maior expressao de p/2 e p30 nos assintomaticos
que nos individuos com ATL, sugerindo uma importante ativa¢ao desse gene nos individuos
sem doenga, ndo sendo, portanto, a sua expressdo, um fator determinante para a manifestacao
da ATL e talvez mais importante para os periodos de laténcia viral. Pode-se justificar maiores
niveis de p/2 em relagdo a p13 e p30 pelo fato desse gene codificar para duas proteinas virais:
p12 e p8 que desempenham importante atividade nos mecanismos de escape viral do sistema

imunologico (FUKUMOTO et al., 2009).

A correlacdo positiva entre os niveis de expressdo de pl/2 e pl3 mostra que os
individuos que apresentam niveis de p/2 elevado, também apresentam niveis de p/3 elevado,
sugerindo que os mecanismos de regulagdo da transcri¢ao destes dois genes sdo 0s mesmos ou

estdo relacionados. .

Apesar de dados da literatura mostrarem que p/3 apresenta fungdes mais relacionadas
com as fungdes de p30, os niveis de expressdo desses genes ndo apresentaram correlagio

positiva (NICOT e BAI, 2012). Pode-se tratar de fun¢des redundantes.

A analise da expressao em diferentes formas clinicas da ATL mostrou maior expressao
de p12 em assintomaticos que em quatro das cinco formas clinicas. Isso pode ser justificado
pelo fato de que as células ATL ja possuem capacidade de proliferacdo e escape do sistema
imunoldégico pela baixa ou nenhuma expressdo de tax, causada pelo HBZ, nao havendo
necessidade, portanto, da atuacdo dessa proteina. Essa diferenca ndo ocorreu para p/3 nas
diferentes formas clinicas de ATL e em relacdo aos assintomaticos, sugerindo que os niveis de
expressao desse gene sao similares nos individuos adultos portadores do virus e levantando a
questao de quando ele seria mais ou menos expresso no curso da patogénese viral. O gene p/3
tem o papel de controlar a proliferagdo das células infectadas, inibindo a formacdo do
complexo Tax-CBP/p300, responsavel pela ativagdo da transcri¢do do provirus. (NICOT e

BAL 2012).

Observou-se uma maior expressao de p30 na forma clinica linfomatosa do que na

forma aguda, porém esses dados precisam ser analisados juntamente com niveis de expressao
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da proteina codificada por este gene, nesse pacientes, pois p30 parece ter um papel importante
no controle do ciclo celular, normalmente inibindo sua progressao, e na apoptose (DATTA et
al., 2007), contribuindo para a transformac¢do das células infectadas pelo HTLV-1. Parece
haver uma associacdo importante desse gene também na redugdo da expressdao de TLR4, o

que favorece infec¢des oportunistas nesses pacientes (DATTA et al., 2006).

Foram detectadas correlacdes positivas entre os niveis de expressdo de p/2 e pl3, mas
nenhuma correlagdo destes genes com p30. A literatura mostra que a expressdo combinada
das proteinas p12 e pl13 aumenta a quantidade e a duragdo do célcio citosolico em resposta a
estimulagdo dos TCRs (T cell receptor), resultando na ativagao acentuada de NFAT (SILIC-
BENUSSI, M., et al, 2010).

Na ATL, a CPV correlacionou-se positivamente com a expressao de pl/2 e p30 e
negativamente com pl/3, sugerindo existir uma maior quantidade de células infectadas
expressando mais mRNAs de p/2 e p30 que pl3. Nenhuma correlagdo foi encontrado nos
portadores assintomaticos. Em trabalhos prévios, verificou-se também a correlagdo positiva
da carga proviral com outros dois genes da regido pX: os genes tax e HBZ, evidenciando que a
expressao dos genes dessa regido ¢ fundamental para os mecanismos de patogénese viral na
ATL e que a CPV, pode ser um indicador de expressdo génica de pX nesses individuos

(ARCHANIJO, L. et al., comunicagao interna).

EXPRESSAO DOS GENES VIRAIS NA FAIXA INFANTOJUVENIL

Os pacientes de DIH em geral, apresentaram maiores niveis de expressdo do gene p/2
e menores de p30 quando comparados com os portadores assintomaticos infanto-juvenis. O
mesmo foi observado na ATL, indicando que esse gene ¢ expresso sempre em maiores niveis
que p30 e sugerindo sua atuagdo em diferentes momentos da infeccdo para que as células
infectadas escapem do sistema imunoldgico (FUKUMOTO et al., 2009). Parece ainda haver
um contrabalanco na expressdo desses genes ou de outros genes virais relacionados a eles, ja
que seus niveis sdo encontrados com diferencas estatisticamente significantes em fases

distintas da infecgao.

Observou-se que p/2 foi mais expresso em pacientes, sem estratificagdo de grupos,
que nos portadores assintomaticos, sugerindo uma maior atuagdo deste gene na DIH do que na

ATL, onde se verificou o contrario. A expressao desses genes parece, portanto, variar ao
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longo do curso da infec¢do, indicando que diferentes etapas ou diferentes manifestagoes
clinicas dependem da sua ativacao ou inibi¢ao. Nao existem dados na literatura a respeito da
expressdo de p/2 em individuos da faixa etdria infanto-juvenil, mas suas funcdes sdo
importantes para o eficiente estabelecimento e manuten¢do da infec¢dao in vitro e in vivo

(VALERIO, W.V. et al., 2010).

Quando a estratificacao foi realizada, separando os grupos de DIH e DIH/HAM/TSP,
ndo foram observadas diferencas na expressdo de p/2 e pl3, portanto, maiores niveis da
expressdao destes genes parecem ndo estar associados com uma doenga em especifico na
infancia. Para essa comprovagdo, o ideal, seria incluir um grupo de pacientes apenas com
HAM/TSP nessa faixa etaria. Os niveis de p30, em contrapartida, foram superiores nos
pacientes com DIH, em relacdo aos assintomaticos. A proteina codificada por esse gene €
fundamental para a propagacdo viral in vivo (ALBRECHT, B., LAIRMORE, M.D., 2002),
porém ndo existem dados sobre seu papel nas etapas mais iniciais da infec¢do viral e seus
niveis de expressdo altos podem indicar atividade importante nessas etapas. Estudos
funcionais em células de pacientes com DIH, avaliando a agdo da proteina, sdo necessarios

para avaliar suas agoes.

Como na ATL, houve correlacdo entre a expressdo de p/2 e pl3 e isso pode estar
relacionado com o mecanismo de célcio para ativacao de fatores de transcrigdo (SILIC-
BENUSSI, M., et al, 2010), sendo um mecanismo importante inclusive nas fases mais iniciais

de infeccao.

No presente estudo, a expressao do gene HBZ também foi maior que a expressdao do
gene tax nos pacientes de DIH e nos portadores assintomaticos, o que sugere que o gene HBZ
tem um papel mais importante na patogénese da DIH que o gene tax, como parece ser para a
ATL e HAM/TSP (SATOU et al, 2006, MATSUOKA e GREEN, 2009). O gene HBZ produz
dois transcritos, 0 HBZ-SI e 0o HBZ (MURATA et al., 2005; GAUDRAY et al., 2002). Os
niveis de transcri¢do de cada um dos transcritos foram maiores do que os niveis de transcri¢ao
do gene tax.

Na literatura se sugere que a expressao do gene HBZ acontece para contrabalancear a
expressao e acoes do gene tax e deste modo, seria esperado observar uma correlagdo negativa
e ndo positiva. A proteina HBZ, e ndo o mRNA, tem capacidade de regular a transcri¢ao viral

mediada por Tax (SATOU et al.,2006) através do promotor 5'LTR.
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Foi interessante observar que a expressio dos dois transcritos do gene HBZ
correlacionou positivamente com a expressao do gene tax o que indica que aqueles pacientes
que tem altos niveis de transcricio de HBZ também tem altos niveis de expressdo de tax. Na
literatura se sugere que mRNA do gene HBZ inibiria a expressao do gene tax, deste modo,
era esperado observar uma correlacdo negativa entre a expressdo destes genes. Na ATL,
observou-se resultado semelhante na correlagdo de HBZ ¢ tax, mas nao de HBZ-SI ¢ tax
(Archanjo, I., comunicagio pessoal). E possivel, portanto, que nas fases mais tardias, em
pacientes com ATL, por exemplo, que HBZ-SI passe a se expressar mais e reduzir
significativamente a quantidade de tax.

Observou-se, nos pacientes de DIH apenas a correlagdao positiva do HBZ-SI com a
CPV, Usui e col, 2008, observaram nos pacientes de ATL uma correlacdo positiva entre a
carga proviral e a expressao do HBZ-SI mRNA. Nesse caso, a expressao do transcrito HBZ-
SI aumentava com o nimero de células infectadas. Essa correlagdo ndo foi positiva para o
gene fax, mostrando que HBZ-SI tem fundamental papel na supressdo desse gene e na
proliferacdo das células infectadas, uma vez que a carga proviral se mantém, mesmo com a

baixa expressao de tax.

COMPARACAO DA EXPRESSAO DE pi2, pI3 E pI13 NAS DIFERENTES FASES DA
INFECCAO

A expressao de p/2 foi estatisticamente maior nos assintomaticos adultos que nos
infantojuvenis. A andlise comparativa da expressdo de p30 nas distintas fases de infec¢do
revelou que esse gene também se expressa mais em assintomaticos adultos indicando que
estes genes sdo ativados em individuos ndo doentes, porém com maior tempo de convivéncia
com o virus. J& o gene p13, apresentou-se com maior expressao em pacientes DIH/HAM/TSP
do que nos individuos com ATL e nos assintomaticos adultos que nos assintomaticos
infantojuvenis, levantando a questao sobre em que periodo exatamente esse gene se expressa,
pois na literatura ndo existem dados sobre quando p/3 é importante para os mecanismos de

patogénese viral.
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11. CONCLUSOES

O HTLV-1 depende, dentre outros mecanismos e fatores, da expressao de genes virais
da regido pX para sua manutencdo dentro do individuo infectado. Pacientes com pouco tempo
de convivéncia com o virus ja expressam transcritos destes genes, o que evidencia seus
importantes papéis na patogénese viral.

E importante ressaltar que mecanismos e caracteristicas do hospedeiro também
interferem na manifestacdo de doengas e progressao das mesmas.

A expressdo de p/2 foi alta na maior parte dos individuos estudados, quando em
comparacao com pl3 e p30 e que a expressao de HBZ foi sempre maior que a expressao de
tax nos individuos da faixa etaria infantojuvenil. Esses dados podem auxiliar no
direcionamento de outros estudos de expressao génica e protéica viral e na associagdo desses
resultados com manifestagoes de fases iniciais ou tardias da infeccao.

A quantificagdo dos mRNAs apenas ¢ insuficiente para compreender todo o
mecanismo viral, pois deve-se levar em consideragao as modificagdes poOs-transcricionais €
pos-traducionais dos produtos dos genes virais. Portanto, estudos funcionais, devem ser
elaborados, no sentido de elucidar melhor como os genes, mRNAs e proteinas virais
trabalham e influenciam na persisténcia da infecgao.
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