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RESUMO

A Leucemia/Linfoma de células T do adulto (Adult T-cell leukemia - ATL) é uma neoplasia
humana agressiva das células T CD4+ e que foi associada ao retrovirus HTLV-1. A diversidade
das manifestagBes clinicas da ATL determinou a subdivisdo desta neoplasia em cinco formas
clinicas: aguda, linfoma, tumoral priméria de pele, cronica e smoldering. O HTLV-1 é capaz de
estimular a proliferacdo das células infectadas através dos produtos de alguns genes virais, sendo
esta uma das estratégias para aumentar a carga proviral (proviral load — PVL). Dentre eles, o
gene viral tax e o gene HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper factor) sdo apontados como 0s
principais responséveis pela oncogenicidade do HTLV-1. N&o est4d bem estabelecida a relagdo
ente os niveis de carga proviral e os niveis de expressdo dos genes virais tax e HBZ nas diferentes
formas clinicas desta neoplasia. Foram descritos dois transcritos para o gene HBZ, o HBZ e o
HBZ-SI. Este estudo teve como objetivo a anélise da carga proviral e da expressao dos genes
virais tax e HBZ nas diferentes manifestacdes da ATL. Foram incluidos no estudo 60 pacientes de
ATL para a analise da carga proviral e destes, foi realizado a analise da expressdo viral em 38
pacientes. Adicionalmente, foram incluidos 16 portadores assintomaticos adultos. A expressao
dos genes tax e HBZ e a carga proviral foram quantificadas pela técnica de PCR em tempo real
considerando para a carga proviral a regido tax do provirus e utilizando a -globina como gene de
referéncia e para expresséo viral foi utilizado a f-actina como gene de referéncia. A mediana da
carga proviral na ATL foi maior do que nos portadores assintomaticos (p<0,001). Foi observada
também uma correlacdo positiva entre a carga proviral e a linfocitose. As formas smoldering,
linfoma e tumoral priméria de pele apresentaram carga proviral similar a observada nos
portadores assintomaticos. Na expressao dos genes viriais na ATL e em portadores
assintomaticos a mediana do transcrito HBZ-SI foi maior em relacdo ao transcrito HBZ
(p<0,0001 e p=0.003, respectivamente) e ao gene tax (p<0,0001 e p=0.003, respectivamente).
Observou-se uma correlacdo positiva entre 0s niveis de expressdao de todos os transcritos
estudados. Os niveis de expressdo do gene tax e do transcrito HBZ tambeém correlacionaram
positivamente com a carga proviral, enquanto que a expressdo do transcrito HBZ-SI néo
correlacionou. Os portadores assintomaticos apresentaram niveis maiores de expressdo destes
transcritos por célula infetada que os pacientes com ATL com forma aguda. O gene HBZ,

principalmente o transcrito HBZ-SI parece ter um papel mais importante que 0 gene tax na



infeccdo pelo HTLV-1, independentemente da condigdo clinica. Os portadores assintomaticos
parecem ter maior dependéncia da expressédo destes transcritos para estimulacdo da proliferacéo
celular e manutencgdo da carga proviral que as formas crénicas e agudas da ATL, que apresentam
marcada linfocitose. Os niveis de expressdo do transcrito HBZ-SI por célula infectada variam

entre as diferentes formas clinicas da ATL.

Palavras-chave: ATL; HTLV-1; Carga proviral; tax; HBZ.



ABSTRACT

Adult T-cell leukemia (ATL) is an aggressive neoplasm of human CD4+ T cells and was
associated with the retrovirus HTLV-1. ATL has different clinical manifestations and has been
classified into five clinical types: acute, lymphoma, primary cutaneous tumoral, chronic and
smoldering. The HTLV-1 is capable of stimulating of proliferation of infected cells through the
products of some viral genes, this being one of strategies to increase the proviral load (PVL).
Among them, the tax viral gene and the gene HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper factor) are
pointed as the main responsible for the oncogenicity of HTLV-1. Is not fully understood the
relation between the levels of proviral load and the levels of expression of the viral genes tax and
HBZ in different clinical type of this neoplasm. We describe two transcripts for the HBZ gene, the
HBZ and HBZ-SI. The goal of this study was to analyze the proviral load and the expression of
viral genes tax and HBZ in the different manifestations of ATL. Was included 60 patients for the
proviral load analysis and these was performed the analysis of viral expression in 38 patients.
Additionally, we included 16 asymptomatic adults. The expression of tax and HBZ genes and
proviral load were quantified by PCR real time considering to proviral load the region tax of the
provirus and using the S-globin gene as a reference gene and for the viral expression was used /-
actin as a reference gene. The proviral load median on ATL was higher than in asymptomatic
patients (p<0.001). It was also observed a positive correlation between the proviral load and
lymphocytosis. The smoldering, lymphoma and primary cutaneous tumoral types showed similar
proviral load to that observed in asymptomatic carriers. In the expression of viral genes in ATL
and in asymptomatic carriers the median of transcript HBZ-SI was higher compared to the
transcript HBZ (p<0.001 and p=0.0003, respectively) and the tax gene (p<0.001 and p=0.0003,
respectively). There was a positive correlation between the expression levels of all the transcripts
studied. The expression levels of the tax gene and the transcript HBZ also positively correlated
with the proviral load whereas the expression of transcript HBZ-SI did not correlate.
Asymptomatic carriers had higher levels of expression of these transcripts per cell infected that
the ATL patients with acute type. The HBZ gene, mainly the transcript HBZ-SI seems to have a
more important role than the tax gene in HTLV-1, regardless of the clinical condition.
Asymptomatic carriers appear to have greater dependency of the expression of these transcripts
for stimulation of cell proliferation and maintenance of the proviral load that the chronic and



acute types of ATL, which have marked lymphocytosis. The expression levels of transcript HBZ-
Sl by infected cell vary between different clinical types of ATL.

Key-words: ATL; HTLV-1; Proviral load; tax; HBZ.
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1. INTRODUCAO

1.1. O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (Human T-cell Lymphotropic Virus
Type 1 - HTLV-1)

O HTLV-1 foi originalmente identificado em 1980, nos Estados Unidos, ap6s ser isolado
de células derivadas de pacientes com linfoma cutaneo de células T (POIESZ et al., 1980) e
posteriormente no Japdo em soro de pacientes com leucemia/linfoma de células T do adulto
(Adult T-cell leukemia/lymphoma - ATL) (ROBERT-GUROFF et al., 1982).

O HTLV-1 é um retrovirus envelopado que possui no interior do seu capsideo duas copias
de RNA associadas a uma molécula de RNA transportador (tRNA) que serve como iniciador para
a sintese de DNA. O seu DNA proviral possui cerca de 9kb (SEIKI et al., 1983). Sua organizacédo
é similar aos outros retrovirus, possuindo os genes gag, pol e env, além de uma sequéncia
localizada entre o gene env e a extremidade 3°, conhecida como regido pX, que € responsavel por
codificar as proteinas regulatdrias deste retrovirus, sdo elas: Tax, Rex e HBZ (HTLV-1 basic
leucine zipper factor) e as proteinas acessorias: p12, 13, p30 (Figura 1B) que estdo relacionadas
com o processo de infeccdo viral e proliferagdo das células infectadas (MATSUOKA, 2003;
FRANCHINI et al., 2003). O gene HBZ foi recentemente identificado no sentido antisense
(3’>5’) (GAUDRAY et al, 2002). As extremidades do genoma sdo flanqueadas por duas

sequéncias repetidas, chamada LTRs (long terminal repeats) (Figura 1A).

A gag pol env pX
IE, ] I Tax —=
) SLTR‘ =T ] — 3'LTR
mRMNASs:
gag.pol ' :
" —— .- |,
rex" —_— e ____f_J:Lh_\v‘_r —
2 e N — — ’
pl3 —____ T e _ s ]
POt = T RPN O 2 -
wez T T ._- — A

Figura 1: Estrutura do genoma do HTLV-1. Os genes estruturais gag, pol e env flanqueados pelas 5’ e 3’
LTR (A). Estrutura dos mRNAs e localizacdo das proteinas codificada pelo HTLV-1. Regido pX, Tax,
Rex e o0 antisense HBZ (B). Fonte: IARC, 1996.
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1.1.1. Epidemiologia da infecgdo do HTLV-1

Estima-se que 5 a 10 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas com o HTLV-1
(GESSAIN & CASSAR, 2012). Sao consideradas areas de alta endemicidade para o HTLV-1, o
Japdo, o Caribe, a América do Sul, a Africa, o Oriente Médio e a Australo-Melanésia (Figura 2)
(MUELLER, 1991; YAMASHITA et al., 1995; GESSAIN & CASSAR, 2012). O Brasil pode ter
0 maior numero absoluto de soropositivos no mundo, cerca de 2,5 milhGes e as maiores
prevaléncias de infeccdo em amostras de banco de sangue foram detectadas nos estados do
Maranhdo, da Bahia e do Para (Figura 3) (CATALAN-SOARES et al., 2005). Na populagéo geral
de Salvador, a infeccdo pelo HTLV-1 estima-se que ocorre em uma prevaléncia de 1,76 %. As
taxas de infeccdo reportadas foram de 1,2% para 0s homens e 2% para as mulheres (DOURADO
et al., 2003). Uma possivel explicacdo para a diferenca de taxas entre os sexos é a maior eficacia

da transmisséo sexual homem-mulher do que o inverso (KAPLAN et al., 1996).

Prevaléncia da infecgdo do HTLV:1
m Endemicidade 1-5%
Menorque 1% em alguns grupos
Nenhuma

< -

-

Figura 2: Distribuicdo geografica global da infec¢do do HTLV-1. Fonte: PROETTI, et al., 2005.
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Figura 3: Taxas de prevaléncia (/1.000 doagdes) de infeccdo pelo HTLV-1/2 em doadores de sangue nas
capitais dos 26 estados e do Distrito Federal do Brasil. Fonte: CATALAN-SOARES et al., 2005.

A transmissdo do HTLV-1 ocorre, principalmente, por trés vias: a) horizontal (contato
sexual) (STUVER et al., 1993); b) vertical (da méae para o filho), caracterizada principalmente
pela amamentacdo, onde a probabilidade de transmissdo materno-infantil € de 10%-30% e por
transmissdo transplacentaria, durante o parto (TAJIMA & HINUMA, 1992); e c) parenteral,
ocorrendo através da transfusdo de sangue contaminado e seus derivados, bem como o uso de

seringas ou perfuro-cortantes contaminados (SCHREIBER et al., 1996).
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1.2. Leucemia/Linfoma de Ceélulas T do Adulto (Adult T-cell leukemia/lymphoma - ATL)

A ATL é uma neoplasia humana e foi descrita como uma entidade clinica distinta em
1977 em Kyoto, Japdo (TAKATSUKI et al., 1977; UCHIYAMA et al.,, 1977). A doenca se
manifesta na idade adulta, apresentando normalmente, lesdo de pele frequente, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia e elevado nimero de leucdcitos no sangue com células linfoides atipicas
(TAKATSUKI, 2005). Em 1982 foi relacionada ao retrovirus HTLV-1 (ROBERT-GUROFF et
al., 1982). Além da ATL, outras doencas foram associadas a este retrovirus como a mielopatia
associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (Human T-lymphotropic virus type-1
associated myelopathy/tropical spastic paraparesis - HAM/TSP) (GESSAIN et al., 1985;
OSAME et al., 1986), a dermatite infecciosa associada ao HTLV-1 (DIH) (LA GRENADE et al.,
1990), a uveite associada ao HTLV-1 (HTLV-1 uveitis - HU) (MOCHIZUKI et al., 1992) e a
artropatia (NISHIOKA et al., 1989). Na Bahia, observam-se todas estas patologias causadas pelo
HTLV-1 (BITTENCOURT et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2005; PRIMO et al., 2005;
RATHSAM-PINHEIRO et al., 2009; POETKER et al., 2011).

A ATL é uma forma muito agressiva de neoplasia das células T (geralmente CD4+), ndo
responde & quimioterapia e €, geralmente, fatal nas formas mais graves. Esta doenga é
caracterizada por apresentar infiltracGes da pele, no figado, no trato gastrointestinal e no pulméo,
hipercalcemia e células leucémicas com nucleos multilobulado conhecidas como “flower cells”
(Figura 4) (MATSUOKA, 2005; BITTENCOURT et al., 2007). A diversidade das manifestacfes
clinicas da ATL determinou a subdivisdo da doenca em cinco formas clinicas com caracteristicas
proprias: aguda, linfomatosa, tumoral primaria de pele (TC), cronica e smoldering (SM)
(SHIMOYAMA et al., 1991; BITTENCOURT et al., 2007).
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Figura 4: “Flower cells” - células com ndcleo multi-lobulado encontradas no sangue periférico de
pacientes com ATL. Fonte: MATSUOKA, 2005.

Individuos com a forma clinica aguda apresentam nimero elevado de células leucémicas,
linfadenopatia, hipercalcemia, hepatoesplenomegalia e lesdes de pele. Apresenta caracteristicas
que excluem os demais subtipos. Nessa forma clinica ha evolucédo rapida para o 6bito. O tempo
de sobrevida é em torno de 6 meses. A forma linfomatosa caracteriza-se por ndo apresentar
linfocitose, por ter de 1% ou menos de linfécitos T atipicos no sangue periférico e linfadenopatia
histologicamente comprovada com ou sem lesdes extra-nodais. O tempo de sobrevida desta
forma clinica é em torno de 10 meses. A forma crdnica apresenta linfocitose superior ao limite
normal; valor do DHL (desidrogenase latica) é até duas vezes superior ao limite normal, sem
hipercalcemia, sem envolvimento do SNC (sistema nervoso central), do osso ou do trato
gastrointestinal e nem ascite, nem derrame pleural. Pode ser comprovado histologicamente
linfadenopatia com ou sem lesdes extra-nodais e pode haver também envolvimento do figado,

baco, pele, pulméo e apresenta 5% ou mais de linfécitos T atipicos no sangue periférico na
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maioria dos casos. O tempo de sobrevida é aproximadamente de 24 meses. A forma smoldering
apresenta 5% ou mais de linfdcitos T atipicos no sangue periférico, nivel de linfocitos normais
(<4 x 10°L), sem hipercalcemia, DHL de até 1,5 vezes superior o limite normal, sem
linfadenopatia; sem envolvimento do figado, baco, SNC, do 0sso ou do trato gastrointestinal e
nem ascite nem derrame pleural. Lesbes de pele ou pulmonar podem estar presentes. Em
pacientes com <5% de linfocitos T atipicos no sangue periférico, pelo menos, uma lesdo de pele é
histologicamente comprovada e lesdes pulmonares devem estar presentes. O tempo de sobrevida
desta forma clinica é em torno de 58 meses (SHIMOYAMA et al., 1991; MATSUOKA, 2000;
YASUNAGA & MATSUOKA, 2007). Ja a forma tumoral primaria de pele é caracterizada por
apresentar tumores cutaneos 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 linfocitos 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 0s
pacientes com as formas aguda, linfoma e tumoral priméaria de pele apresentam em geral um
tempo de sobrevida menor que 2 anos (Figura 5) (BITTENCOURT et al., 2007).

1.0= Forma Clinica
- Aguda
- Cronica

0.8+ = Smoldering

- Linfomatosa
Tumoral primaria de pele

Sobrevida
o
[«)]
1
R 3

0.4= L—
0.2~ _|_I .

0- Il l

| | | 1 | 1
50 100 150 200
Meses

Figura 5: Curva de sobrevida de 70 pacientes apresentando diferentes formas clinicas da ATL. Fonte:
Bittencourt et al. (2007).
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Na Bahia, cerca de 67% dos casos de ATL apresentam envolvimento cutaneo (Figura 6),
sendo mais frequente na forma smoldering, em que 80% dos casos desenvolvem lesfes cutaneas
(BITTENCOURT et al., 2007). Tambéem foi reportado que cerca de 14% dos pacientes com ATL
na Bahia desenvolveram previamente HAM/TSP (BITTENCOURT et al., 2007). Esta associacao
ndo foi descrita em outras areas endémicas.

A maioria dos portadores assintométicos ndo desenvolve doencas associadas ao HTLV-1
(YASUNAGA & MATSUOKA, 2007), mas aproximadamente 2 — 5% dos portadores progridem
para a ATL, apds um longo periodo de laténcia. Este periodo, no Japdo, € em torno de 60 anos,
enquanto que no Brasil, a doenga manifesta-se uma década mais cedo (ARISAWA et al., 2000;
BITTENCOURT et al., 2007), desenvolvendo-se, geralmente, na idade adulta. Na literatura
sugere-se que, durante este periodo a estimulacdo continuada da proliferacdo das células
infectadas poderia estar levando a acumulacao de alteracdes genéticas, e.g. mutacdo de p53, mais
frequente dos éxons 4 ao 9, delecdo de pl6 nos éxons 2 e 3, (CESARMAN et al., 1992;
SAKASHITA et al., 1992; UCHIDA et al., 1996) e epigenéticas, e.g. hipermetilagdo do DNA,
modificacdo da histona, (NOSAKA ET AL., 2000; KOIWA et al., 2002; TANIGUCHI et al.,
2005) podendo ocorrer a transformacdo neoplasica da célula e como conseqléncia o
desenvolvimento da ATL (revisado em TAYLOR & MATSUOKA, 2005; YASUNAGA &
MATSUOKA, 2007). Fatores que determinam o desenvolvimento desta patologia nesta
percentagem de portadores sdo pouco conhecidos e ndo sdo conhecidos os fatores que
determinam a manifestacdo de uma ou outra forma clinica.

Na Bahia, a ATL corresponde a 33% dos casos diagnosticados de linfomas T em geral e
0s pacientes adquirem o retrovirus principalmente por via vertical, através da amamentacao
(BARBOSA et al., 1999).
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Figura 6: Envolvimento cutdneo na ATL. A - Forma Tumoral Priméria de Pele; B — Smoldering; C —
Cronica; D — Aguda. Fonte: Fotos cedidas por Dr? Achiléia Bittencourt.
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1.3. Patogenicidade do HTLV-1

O HTLV-1 tem capacidade de infectar diversos tipos celulares incluindo linfocitos B,
linfocitos T, células dendriticas e mondcitos (TAYLOR & MATSUOKA, 2005), porém,
apresenta tropismo preferencial por linfocitos T CD4" (YOSHIDA et al., 1984).

A propagagdo do retrovirus no individuo infectado pode ocorrer por particulas virais,
biofilme, “sinapses viroldgicas” e por proliferacdo clonal. Foi observado em células infectadas
pelo HTLV-1 aglomerados de particulas virais maduras na sua superficie (PAIS-CORREIA et al.,
2009). Estes virions estdo presentes dentro de um determinado tipo de matriz sintetizada pelas
células produtoras, que os autores chamam de biofilme (Figure 7). Esta rede viral/celular é
enriquecida com componentes especificos da matriz extra-celular (ECM), incluindo HSPGs,
agrina, coladgeno e a proteina de ligacdo ao glicano de galectina-3. Quando as células de
individuos infectados pelo HTLV-1 sdo expostas as células ndo infectadas, estes conjuntos séo
rapidamente transferidos para a célula-alvo (PAIS-CORREIA et al., 2009).

Apesar de existir como formas de transmissdo do HTLV-1 as particulas virais e 0
biofilme, a principal forma de propagacdo deste retrovirus é através das “sinapses virologicas”
(BANGHAM et al., 2003), onde acontece a transferéncia do material viral de uma célula
infectada para outra célula ndo infectada por contato direto entre as mesmas (Figura 8). Embora o
HTLV-1 infecte células alvo, principalmente através do contacto célula-célula, parece que a
infeccdo por particulas virais livres ndo é eficiente e é pouco detectdvel (BANGHAM, 2003). E
também pela proliferacdo clonal dos linfécitos infectados, onde produtos dos genes virais
estimulam a divisdo da célula hospedeira (Figura 9). Estas vias visam aumentar o nimero de
celulas infectadas. Nos portadores de HTLV-1, como existe uma quantidade indetectavel de
particulas virais circulantes, o aumento do nimero de células infectadas é a principal forma de
aumento da carga proviral (proviral load - PVL). Deste modo, a PVL pode ser avaliada pela
quantificacdo do namero de células infectadas, que contém uma cépia do DNA proviral inserido

no DNA gendmico humano.
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Figura 7: Conjuntos extracelulares virais. Seguindo brotamento da célula infectada, o virus HTLV-1
permanece associado a célula com uma matriz contendo componentes da matriz extracelular (ECM). Em
contato, estas montagens adesivas virais sdo rapidamente transferidas para uma célula ndo infectada, que

venham a infectar. Fonte: PIQUE & JONES, 2012.
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Figura 8: Contato célula-célula criando sinapses virologicas por onde o DNA gendmico do HTLV-1 ira
passar de uma célula infectada para uma célula ndo infectada. MTOC — centro de organizacdo de

microtubulos. Fonte: Adaptado de MATSUOKA & JEANG, 2007.
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Figura 9: Padrbes de expansdo clonal de linfocitos T infectados. (A) Expansao policlonal: a populagéo
linfocitéria origina-se de varios linfocitos. (B) Expansdo monoclonal: a populacéo linfocitaria origina-se
de um dnico linfécito, por isso todos tém o DNA proviral integrado no mesmo local. Fonte:
BITTENCOURT & FARRE, 2008.

Acredita-se que o0 HTLV-1 estimula a proliferagdo clonal dos linfécitos infectados através
dos produtos de alguns genes virais que se encontram na regido pX. Estes genes se expressam
apos a integracdo do DNA proviral no genoma da célula hospedeira. Dentre eles, os principais
relacionados com a proliferacdo da célula hospedeira sdo o gene tax, (MATSUOKA, 2003), cuja
proteina foi apontada na literatura como tendo um papel essencial na patogenicidade do HTLV-1

e 0 gene HBZ, cuja funcdo vem sendo recentemente estudada.
1.3.1. Gene viral tax

O gene tax codifica uma fosfoproteina de 40 kD (LEE et al.,, 1984), localizada
principalmente no nucleo, que é responsavel pela ativacdo transcricional da regido 5’LTR do
HTLV-1 (MATSUOKA, 2003). Esta proteina € apontada como a principal responsavel pela
patogenicidade e oncogenicidade do HTLV-1, porque além de interagir com a regido LTR do
genoma proviral, a Tax interage com fatores de transcricdo celulares através de vias de
sinalizacdo (e.g. NF-kB, CREB, SRF e AP-1) para estimular ou reprimir a expresséo de genes
celulares (GRASSMANN et al., 2005). Esta proteina viral induz o aumento da expressédo de

varias citocinas e receptores envolvidos no crescimento e proliferagéo das células T (KIM et al.,
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1990; TSCHACHLER et al., 1993). Além dessa atividade transativadora, a Tax também é capaz
de reprimir a expressdo ou inativar um conjunto de genes celulares que atuam como inibidores do
crescimento celular, podendo inibir o reparo do DNA e os eventos de morte celular programada
(apoptose) (FRANCHINI, 1995; FRANCHINI & STREICHER, 1995; FERREIRA et al., 1997;
MESNARD & DEVAUX, 1999; YOSHIDA, 2001).

A infeccéo pelo HTLV-1 confere um periodo de sobrevida maior a célula infectada devido
as acoes pleiotropicas de Tax (Figura 10). Devido a estas acdes de Tax, foi sugerido que esta
proteina seria a responsavel pela manutencdo da proliferacdo e sobrevida das células infectadas
tumorais na ATL. Porém, dados na literatura mostram que a expressdo de Tax é baixa ou
inexistente nas formas graves da ATL (TAKEDA, 2004). Um dos motivos apontados para a
expressao reduzida desta proteina na ATL é que Tax € o principal alvo das células T citotdxicas
(CTLs) no individuo infectado (KANNAGI et al., 2004). Assim, a expressao de Tax nas celulas
infectadas pelo HTLV-1 proporciona vantagens e desvantagens para a sua sobrevivéncia. Desta
forma, para escapar das CTLs, as células ATL frequentemente poderiam estar perdendo a
expressao de Tax (revisado em YASUNAGA & MATSUOKA, 2007).

Alguns mecanismos de inibicdo da expressao de tax foram descritos na literatura, como: 1
— mutagOes pontuais, delecdes ou inser¢des no gene tax (FURUKAWA et al., 2001; TAKEDA et
al., 2004); 2 - metilacdo ou delecdo da 5’LTR do DNA proviral (KOIWA et al., 2002; TAMIYA,
et al., 1996); 3 - Mudanca epigenética na regido 5'-LTR, onde a hipermetilacdo do DNA e a
modificacdo das histonas silenciaa transcricdo dos genes virais (KOIWA et al.,, 2002;
TANIGUCHI, 2005). A ocorréncia destes mecanismos pode ter como consequéncia a supressao
da expressdo de Tax favorecendo que as células infectadas possam escapar da acdo do sistema
imune do hospedeiro (YASUNAGA & MATSUOKA, 2007). Porém, a frequéncia em que estes
fendmenos sdo detectados na ATL é baixa e ndo justificam a pequena ou inexistente expressao de
tax nas células tumorais (MATSUOKA et al., 2007), sugerindo que outros mecanismos estariam

envolvidos.
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Figura 10: Acdes pleiotropicas de Tax. Fonte: MATSUOKA, 2003.

1.3.2. Gene viral HBZ

Recentemente foi descrito um novo gene viral, 0 HBZ (GAUDRAY et al., 2002) que é
transcrito no sentido inverso ao gene tax (LAROCCA et al., 1989; SATOU et al., 2006). Foram
descritas duas funcGes diferentes para 0 mMRNA e para a proteina produzida por este gene.
Enquanto o seu mRNA ¢é capaz de estimular a proliferacdo celular dos linfocitos T, a proteina é
capaz de inibir a transativacdo mediada por Tax. Este gene é codificado pela fita antisense do
genoma proviral e o seu mRNA ¢é sintetizado a partir de um promotor funcional localizado na
regido 3’LTR (MESNARD et al., 2006; GAUDRAY et al., 2002). A diferenga da 5’LTR do
provirus é que esta regido pode estar suprimida ou hipermetilada na ATL, j& a 3’LTR, parece ndo
estar hipermetilada nem deletada. Isto poderia estar relacionado com o a manutencdo da

expressao do gene HBZ na ATL, sugerindo que este gene pode sustentar a sobrevivéncia da célula
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infectada e levar a leucemogénese (ARNOLD et al., 2008).

Dois transcritos deste gene foram descritos com sitios de iniciagdo transcricional nas
regides U5 e R da 3’LTR (YOSHIDA et al., 2008), o transcrito HBZ e o transcrito HBZ-SI
(splicing isoform - Sl), que codifica uma proteina de 206 aminoacidos e € gerada por um splicing
alternativo entre a parte do gene HBZ ¢ um novo éxon localizado na 3’LTR do genoma do HTLV-
1 (Figura 11) (MURATA et al., 2006; SATOU et al., 2006; USUI et al., 2008). O HBZ-SI parece
ser uma das isoformas mais abundantes do gene HBZ (CAVANAGH et al., 2006). Desde que 0s
MRNAs do HBZ e HBZ-SI foram relatados, alguns estudos que incluiram linhagens celulares
derivadas de pacientes de ATL e pequenos grupos de pacientes com ATL com formas agressivas
mostraram que o0 gene HBZ foi detectdvel em quase todas as células ATL, sugerindo que este
gene esteja estreitamente envolvido na biologia celular da ATL (MESNARD et al., 2006).
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Figura 11: Transcritos do gene HBZ: HBZ non-spliced (HBZ) e spliced (HBZ-SI). Fonte: USUI et al.,
2008.

Como comentado, a proteina HBZ inibe a transativacdo da transcri¢do viral mediada por
Tax a partir da 5’LTR, por heterodimerizar com CREB2 (Figura 12) (SATOU et al., 2006). Ela
também pode dimerizar com JunD e ativar a expressdo de genes celulares com resposta a Jun
(BASBOUS et al., 2003; THEBAULT et al., 2004). Por outro lado, foi visto que 0 mRNA do
HBZ pode estimular a transcricdo de E2F1 e de muitos genes celulares que respondem a esse
fator de transcricdo, sendo importante na proliferacdo celular (SATOU et al., 2006). Deste modo,
0 gene HBZ parece ter uma funcdo bimodal em duas diferentes formas moleculares (LI &
GREEN, 2007).
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Desta forma, como na maioria das células de individuos com ATL, a expressao da
proteina Tax parece ser baixa ou indetectavel, sugere-se que a proliferacdo continua destas
células seja consequéncia da expressdo do gene tax (SATOU et al., 2006) (Figura 13). Porém,
ainda ndo foi esclarecido como o balanco da expressdo destes dois genes virais tax e HBZ
influencia e/ou contribui no desenvolvimento e evolugdo das patologias relacionadas com o
HTLV-1. Por outro lado, os estudos incluem pequenas séries de pacientes. Os poucos dados que
existem na literatura sobre a expressdo do gene HBZ incluem unicamente pacientes com ATL
com a forma aguda, a mais agressiva, e escassos casos com forma crénica (SATOU et al., 2006;
MURATA et al., 2006), ndo incluindo a forma smoldering com curso clinico menos grave. A
forma smoldering é mais frequente na Bahia (BITTENCOURT et al., 2007), porém raramente

diagnosticadas no Japdo, de onde provem os trabalhos disponiveis.
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Figura 12: llustracdo esquematica da expressdo e das atividades do RNA e da proteina do gene HBZ em
células infectadas pelo HTLV-1. Fonte: MATSUOKA & JEANG, 2007.
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Figura 13: Modelo esquematico do curso natural a partir da infeccdo pelo HTLV-1 para o aparecimento
da ATL. O HTLV-1¢é transmitido pelo contato célula-célula de células infectadas pelo HTLV-1. Ap6s a
infeccdo, o HTLV-1 promove a proliferagdo clonal de células infectadas por Tax e HBZ. No entanto, a
proliferagdo das células infectadas pelo HTLV-1é também controlada pelas células T citotoxicas in
vivo. Durante o periodo de laténcia, as alteracfes genéticas e epigenética acumulam-se no genoma do
hospedeiro. Na fase final, a expressdo de Tax é inativada, sugerindo que Tax ndo é sempre necessario nesta
fase. Por outro lado, HBZ é importante em todas as fases. Fonte: YASUNAGA & MATSUOKA, 2007.

1.4. Expressao dos genes tax e HBZ nos portadores assintomaticos adultos e na HAM/TSP

A HAM/TSP é uma doenca inflamatéria cronica na qual ocorrem lesdes no sistema
nervoso central, uma enfermidade neurodegenerativa e com caracteristicas progressivas levando a
distdrbios motores e sensoriais (GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1986; 1ZUMO, 2010).
Aproximadamente, 4% das pessoas infectadas com o HTLV-1 desenvolvem esta doenca
(ORLAND et al., 2003). Niveis elevados de carga proviral foram associados com risco para o
desenvolvimento da HAM/TSP. Porém, dados na literatura mostraram que os genes tax e HBZ
sdo responsaveis pela patogénese da HAM/TSP (SAITO et al., 2009). A expressao dos genes tax
e HBZ foi principalmente estudada em portadores assintomaticos adultos e pacientes com
HAM/TSP. Nestes dois grupos de portadores do HTLV-1, a expressdo do gene tax foi muito
baixa ou inexistente enquanto a expressdo do gene HBZ foi bastante elevada (SAITO et al.,
2009). A forte correlacdo entre o nivel de expressdo entre estes dois genes, em individuos com

HAM/TSP, e sua associacdo com diferentes aspectos da doenca neuroldgica sugere que tax e
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HBZ tém papéis importantes, mas distintos na patogénese da HAM/TSP. O gene tax parece ser
critico na iniciacdo da doenca enquanto que o HBZ pode promover a progressao da doenga, o que
resulta em piora da funcdo motora. Baseado nisto, para estimar o risco da HAM/TSP, é
importante avaliar o nivel de expressdo do gene tax, em vez de apenas a carga proviral, bem
como a expressdo do gene HBZ, cujos niveis elevados podem ter valor prognéstico em relagdo a
avaliacdo da progressdo da doenca, podendo também ser utilizado como um marcador substituto
para prever o resultado a longo prazo em pacientes com HAM/TSP (ANDRADE et al., 2012;
SAITO et al., 2009).

1.5. A carga proviral e o desenvolvimento das doencas associadas ao HTLV-1

A infecc¢do viral nos individuos portadores do HTLV-1 é quantificada através do nimero
de células infectadas, expressos como a carga proviral, o que tem sido demonstrado que possuem
uma ampla variedade no sangue periférico entre os individuos infectados (NAGAI et al., 1998;
YAKOVA et al.,, 2005). No entanto, a carga proviral média em pacientes com ATL, com
HAM/TSP ou outras sindromes inflamatérias é significativamente mais elevado do que dos
portadores assintomaticos (NAGAI et al., 1998; YAKOVA et al., 2005). Estes resultados indicam
que a carga proviral pode ser marcador de risco importante para o desenvolvimento das doencas
associadas.

A flutuacdo da carga proviral ao longo da infeccdo pelo HTLV-1 e na patogénese das
doencas associadas ainda é pouco conhecida. Considera-se que a carga proviral em cada
individuo seja relativamente estdvel na maior parte do tempo ao longo da infeccdo
(MATSUZAKI et al., 2001). E provavel que um equilibrio dindmico em cada portador seja
alcancado pelo balanco entre o aumento das células infectadas pelo HTLV-1 e a taxa de sua
eliminacdo pela resposta imune contra o retrovirus.

A carga proviral aumentada foi relatada em pacientes com HAM/TSP, HU (YOSHIDA et
al, 1989; GESSAIN et al, 1990, ONO et al, 1995) e em pacientes com doenc¢as reumaticas
(YAKOVA et al., 2005), indicando o seu importante papel na patogénese destas doengas. A alta
carga proviral esta associada com o aumento do numero de linfocitos infectados e 0 HTLV-1
parece desempenhar um papel, causando producdo descontrolada de linfocinas ou a
sobrevivéncia prolongada dos linfécitos T infectados (ETOH et al., 1997). O longo periodo de
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laténcia dos portadores do HTLV-1 foi descrito como uma condi¢do clinica com um nimero
aumentado de células infectadas pelo HTLV-1, que era muitas vezes associado com o estado
imunodeficiente e sendo considerado como pré-leucemia (YAMAGUCHI et al., 1989). Isto
indicou como visto por Okayama e colaboradores em 2004, que a elevada carga proviral nos
portadores assintométicos também é considerada como alto risco de desenvolvimento para a
ATL. Assim, a quantificacdo da carga proviral é de importancia clinica para o diagnostico e
prognostico da ATL e das outras doencas associadas ao HTLV-1.

Primo e colaboradores em 2009 observaram que o nivel da carga proviral em pacientes
com DIH é semelhante a dos pacientes com HAM/TSP e muito mais elevada do que a encontrada
em portadores assintomaticos. Os altos niveis de carga proviral em pacientes com DIH nédo foram
associados com duracao da doenca, idade do paciente e tempo de aleitamento materno, ou estado
de atividade da doenca de pele (PRIMO et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

N&o foram bem estabelecidos os mecanismos de desenvolvimento da ATL e ndo se
conhecem os fatores que determinam o desenvolvimento das diferentes formas clinicas desta
neoplasia. O papel dos produtos dos genes virais e 0s seus mecanismos de regulacdo também néo
estdo bem esclarecidos. A literatura mostra que os produtos dos genes da regido pX parecem
participar na inducdo da proliferacdo das células infectadas. Na ATL, estes estudos somente
foram realizados considerando as formas mais agressivas da doenca e em estudos oriundos do
Japdo que incluiram pequenos grupos de pacientes (SATOU et al., 2006). Na Bahia, a forma
smoldering da doenca é mais reportada que no Japao (BITTENCOURT et al., 2009), o que pode
permitir em um estudo realizado no nosso Estado, a inclusdo de um maior nimero de casos desta
forma e contribuir no entendimento do papel destes genes virais na manifestacdo das diferentes
formas clinicas desta neoplasia. No nosso estudo incluimos também casos de forma tumoral
primaria de pele, umas das formas graves da ATL, que também néo foi reportada no Japao.

Por outro lado, a PVL ja foi associada ao desenvolvimento da HAM/TSP e da DIH
(NAGAI et al., 1998; PRIMO et al., 2009). Porém, o valor da carga proviral como fator preditivo
de desenvolvimento ou progresséo da ATL ndo foi bem estabelecido (IWANAGA et al, 2010). Os
estudos sobre carga proviral na ATL existentes incluem poucos casos das formas menos graves e
quando presentes, estes ndo correspondem aos critérios de classificacdo de Shimoyama
estabelecida em 1991 e adotada mundialmente.

Neste trabalho propomos o estudo sobre a carga proviral e os niveis de expressao dos
genes virais tax e HBZ nas diferentes formas clinicas da ATL. Assim, pretendemos contribuir
para 0 melhor entendimento da participacdo dos niveis da carga proviral e da expressdo desses
genes virais na ATL se relaciona com as manifestacfes e progndstico.

No Estado da Bahia, a ATL corresponde a 33% das neoplasias de células T (BARBOSA
et al., 1999). Esta neoplasia, assim como a infeccdo pelo HTLV-1 afeta principalmente a
populacdo afrodescendente e de baixa condicdo socioeconémica, que tem pouco acesso ao
sistema de salde, tornando-se um problema de salde publica na regido (DOURADO et al.,
2003). Até o momento, ndo existe um esquema terapéutico efetivo para o tratamento desta
neoplasia, fazendo-se necessario a identificacdo de novos alvos terapéuticos e biomarcadores

importantes no desenvolvimento e progressao da doenca.
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3. HIPOTESE

e A carga proviral nas diferentes formas clinicas da ATL é diferente e a alta carga proviral
n&o se relaciona com a progresséo da ATL;

e Os niveis de expressao dos genes virais tax e HBZ sdo diferentes aos observados nos
portadores assintomaticos e podem variar nas diferentes formas clinicas desta neoplasia e

estar relacionado com o prognostico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estudar os niveis de carga proviral e a expressdo dos genes virais tax e HBZ na
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL).

4.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a carga proviral do HTLV-1 nos pacientes com ATL nas diferentes formas
clinicas e em relacdo aos parametros clinicos;
e Analisar a expressao dos genes virais tax e HBZ nas células T infectadas contidas nas

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em pacientes com ATL;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Considerac0es éticas

Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e 0 nosso
estudo 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.

5.2. Populacéo estudada para quantificacéo da carga proviral e da expresséo dos genes tax e
HBZ

Foram incluidos no estudo 60 pacientes, para a analise da carga proviral e destes, foi
realizado a analise da expressdo viral em apenas 38 pacientes. Todos os pacientes incluidos
tiveram diagndstico de ATL seguindo critérios clinico-patoldgico estabelecidos (SHIMOYAMA
et al., 1991; BITTENCOURT et al., 2007) e que foram acompanhados no Hospital Universitario
Professor Edgar Santos (HUPES/UFBA). Foram estudados os pacientes nas diferentes formas
clinicas (Tabela 1). Dos 60 pacientes com ATL, 11 também tiveram HAM/TSP. Destes, trés foram
classificados como forma crénica e oito como smoldering. O desenvolvimento da HAM/TSP
precedeu a manifestacdo da ATL. O diagnéstico da HAM/TSP foi realizado seguindo critérios
pré-estabelecidos (OSAME et al., 1986). Também foram incluidos, por amostragem de
conveniéncia, 16 portadores assintomaticos (AC) do HTLV-1 do sexo feminino. Estes também
foram acompanhados no Hospital Universitario Professor Edgar Santos (HUPES/UFBA) e ndo
mostraram aspectos relacionados com a manifestacdo de ATL, DIH ou HAM/TSP. Néo foi
possivel realizar a quantificacdo da expressdo viral nos 60 pacientes, pois s6 conseguimos obter
RNA de 38 pacientes.

Nos portadores do HTLV-1 incluidos foi realizada a sorologia para 0 HTLV-1 pela técnica
de ELISA e o resultado positivo foi confirmado por Western Blot ou PCR. Também foi realizada
a sorologia para o HIV, sendo negativa em todos 0s casos.

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) destes individuos portadores do
HTLV-1 encontravam-se criopreservadas no Laboratorio de Patologia Experimental do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ. Em relagdo aos pacientes com ATL, as PBMCs foram
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obtidas em coletas realizadas no momento do diagnéstico e antes do inicio do tratamento.

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes com ATL estudados nas diferentes formas clinicas e dos
portadores assintomaticos.

ESTUDO CARGA PROVIRAL n (%)

Total de pacientes 60 (100)
Sexo
Masculino 29 (48,3)
Feminino 31 (51,7)
Formas clinicas
Aguda 17 (28,3)
Linfoma 9 (15)
Crbnica 17 (28,3)
Smoldering (SM) 12 (20)
Tumoral priméria de pele (TC) 5(8,3)
Portadores assintomaticos 16
Sexo
Feminino 16 (100)

ESTUDO EXPRESSAO GENES tax e HBZ n (%)
Total de pacientes 38 (100)
Sexo
Masculino 15 (39,5)
Feminino 23 (60,5)
Formas clinicas
Aguda 14 (36,8)
Linfoma 2 (5,3)
Cronica 10 (26,3)
Smoldering (SM) 9 (23,7)
Tumoral priméria de pele (TC) 3(7,9)
Portadores assintomaticos 16
Sexo

Feminino 16 (100)
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5.4. Obtencéo das amostras e extracdo de RNA e DNA

As PBMCs foram previamente separadas por gradiente de ficoll de aproximadamente 15
mL de sangue periférico. A partir das PBMCs foi realizada a extragdo de DNA com o Kit
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). A quantificagdo do DNA foi avaliada através do
espectrofotdbmetro Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer). A extracdo de RNA foi realizada
utilizando o kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN), seguindo instrucdes do fabricante, e ap0s a extragdo
foi adicionado inibidores de RNAse para evitar a degradacdo do RNA (RNasin Plus RNAse

inhibitor - Promega®). Posteriormente estas amostras foram tratadas com DNAse.
5.4.1. Obtencao do cDNA

Foi realizada uma Unica reacdo de transcri¢do reversa onde se utilizou oligos especificos
para os genes tax, HBZ (HBZ e HBZ-SI) e para os genes de referéncia humanos HPRT e /-
actina. Para a obtencdo dos cDNAs foram utilizados os oligos no sentido antisense descritos na
tabela 2. Antes de iniciar a reacdo de transcri¢do reversa todas as amostras foram tratadas com
DNAse com o kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega®), seguindo instrucdes do fabricante: 2ul de
DNAse 10x Reaction Buffer, 1ul de RNAse free DNAse, incubando por 30’ a 37°C, depois foi
adicionado 1l de Stop Solution, incubando novamente por 10° a 65°C. Ao final deste tratamento
todas as amostras foram requantificadas para melhor controle da quantidade de RNA incluida na
reacdo de transcricdo reversa. Para esta reacdo de RT-PCR foi utilizado o kit Superscript 11l
(Invitrogen™) seguindo instrucdes do fabricante. A quantidade de RNA utilizada para a
transcricdo reversa de cada amostra foi de 1ug que foi misturada a 1ul dos oligos especificos
(2uM) para amplificacdo dos transcritos e 1l do anelling buffer contendo inibidor de RNAses,
posteriormente incubado por 5’ a 65°C. Apds esta incubacdo foi adicionado o 2x First-Strand

Reation mix e o Superscript 11I/RNAse ¢ incubado por 50° a 50°C e 5” a 85°C.
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Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para a reacdo de transcri¢do reversa.

Sequéncia Genes estudados
5- AAATGTTTTTCACTGAGAGGCTCTAA -3 tax
5-TCTTCCTCCAAGGATAATAGCCCGTCCA-3’ HBZ e HBZ-SI
5- CGAGCAAGACGTTCAGTCCT -3 HPRT
5’>-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3’ B-actina

5.5. Quantificacdo absoluta da expressdo dos genes virais tax e HBZ e dos genes de
referéncia HPRT e g-actina

A quantificacdo da expressdo dos genes tax, HBZ, HPRT e f-actina foi realizada por PCR
em tempo real em um termociclador 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando o kit Fast SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para o gene HBZ foi
considerado os dois transcritos HBZ e HBZ-SI (MURATA et al., 2006), portanto, realizadas duas
quantificacoes.

Para a quantificacdo da expressdo destes genes foi necessario construir uma curva padrao
para cada reacdo. Estas curvas foram obtidas através de produtos de PCR de cada gene estudado.
Os oligos utilizados para a amplificacdo estdo descritos na tabela 3. Apos isto, foi calculado o
nimero de moléculas existente e realizou-se uma diluicdo seriada de 10°-10° dos produtos de
PCR obtidos para os genes tax, HBZ (HBZ e HBZ-SI), HPRT e f-actina.

Tabela 3: Oligonucleotideos iniciadores para obtencdo do fragmento dos genes tax, HBZ (HBZ e
HBZ-SI), HPRT e g-actina, por PCR convencional, utilizados para a construcao da curva padréo.

Sequéncia Genes estudados
5- GATGGCACGCCTATGATTTC -3’ tax (sense)
5- GCAGCCCTGGCGTCGTGATT -3° HPRT (sense)
5- CCCCTTGAGCACACAGAGGGC -3’ HPRT (antisense)
5- CAGCCCCTTGTCTCCACTTG -3’ HBZ e HBZ-SI (sense)
5- ACCTTGAGGGTCTTAGAGGTTC -3 HBZ (antisense)
5- TAAACTTACCTAGACGGCGG -3’ tax e HBZ-SI (antisense)
5’-AGGCACCAGGGCGTGAT-3’ [-actina (sense)

5’-ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3’ [-actina (antisense)
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Os produtos das PCR anteriores foram visualizados em gel de poliacrilamida, purificados
e seqlienciados para comprovar que as seqiéncias amplificadas eram as de interesse. Esta
comprovacao foi realizada utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Como as curvas foram construidas utilizando o Sybr Green (Applied

Biosystems), um corante que se liga por pontes de hidrogénio e com isso pode associar-se a
nucleotideos que ndo sdo os estudados, portanto, foi necessario verificar a curva de dissociacdo
que fornece os resultados da especificidade da amplificacdo e em todos os casos, essas curvas
apresentarem apenas um pico, sugerindo especificidade da reacéo.

As condicOes de reacdo do PCR em tempo real para todos os genes avaliados foram: 95°C
por 20s (para ativacdo da Taq polimerase) e 40 ciclos a 95°C por 3s (denaturagdo) e 60°C por 30s
(anelamento e extensdo). A dissociacdo foi feita a 95°C por 15s, 60°C por 1min, 95°C por 15s e
60°C por 15s. Os oligos utilizados na reacao estdo descritos na tabela 4. Para cada reacdo foi
preparado um mix utilizando 10uL do Fast SYBR® Green Master Mix (2x), 1L do oligo sense,
1uL do oligo antisense, 1L de cDNA e 7uL de agua RNAse free, totalizando 20pL de mix para
uma amostra. As avaliacdes foram feitas em duplicata e a curva padréo foi repetida para cada

placa.

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo da expressdo génica por PCR em
tempo real.

Sequéncia Genes estudados
5- CGAAAAAGAGGCAGATGACAATG -3’ tax (sense)
5- AAATGTTTTTCACTGAGAGGCTCTAA -3 tax (antisense)
5- CAGTAGGGCGTGACGATGTA -3’ HBZ (antisense)
5-TAAACTTACCTAGACGGCGG -3° HBZ-SI (antisense)
5- CAAGGATAATAGCCCGTCCA -3 HBZ e HBZ-SI (sense)
5-TGACCTTGATTTATTTTGCATACC -3’ HPRT (sense)
5- CGAGCAAGACGTTCAGTCCT -3 HPRT (antisense)
5’-AGGCATCCTCACCCTGAAGTAC-3 [-actina (sense)

5’-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3’ f-actina (antisense)
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Os dados foram analisados mediante o software 7500 software v2.0.6 (Applied
Biosystems) e foram considerados o coeficiente de correlacdo (R?), que mede o qudo préximo é
0 ajuste entre a regressao linear da curva padréo, os valores individuais de Ct das amostras padréo
e o0 Slope, que indica a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio. A quantificacdo da expressdo dos
genes constitutivos humanos HPRT e g-actina foi considerada para normalizar os resultados por
possiveis variabilidades na quantidade ou qualidade do RNA ou cDNA.

5.6. Quantificacdo absoluta da carga proviral (PVL)

Para realizar a quantificacdo da PVL, partiu-se de 30ng de DNA para cada amostra.
Inicialmente as amostras foram quantificadas, diluidas e requantificadas para maior controle da
quantidade de DNA utilizado na reacdo. A carga proviral foi avaliada por PCR quantitativa em
tempo real e o sistema usado foi 0 TagMan e como gene de referéncia foi utilizado a S-globina. A
quantificacdo da carga proviral serviu como referéncia para quantificar a expressao dos genes tax
e HBZ (HBZ e HBZ-SI) podendo referenciar os resultados a auséncia de células infectadas ou a
baixa expressao dos genes estudados.

Para a construcdo das curvas de referéncia para 0 gene tax e para o0 gene S-globina foi
utilizado produtos de PCR do gene tax e p-globina obtidos por PCR utilizando os
oligonucleotideos como descritos na tabela 5. Os produtos foram sequenciados e quantificados.
Ap6s isto foi calculado o numero de moléculas existente e realizou-se uma dilui¢do seriada de
10°-10".

Tabela 5: Oligonucleotideos iniciadores para obtencdo do fragmento do gene tax e do gene de
referéncia S-globina, por PCR convencional, utilizados para a construcéo da curva padrao.

Sequéncia Genes estudados
5- CAGCCCCTTGTCTCCACTTG -3’ tax (sense)
5- ACCTTGAGGGTCTTAGAGGTTC -3 tax (antisense)
5- GGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCC -3 B-globina (sense)

5-GTCTTCTCTGTCTCCACATGCCCA -3’ p-globina (antisense)
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Para a quantificacdo dos genes tax e S-globina por PCR em tempo real foram usados 0s
oligonucleotideos e as sondas como estdo descritos na tabela 6. As reacGes foram realizadas no
aparelho 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o kit TagMan® Fast
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢cGes de amplificacdo para os dois
genes foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15s e 60° por 1min, num total de 40 ciclos.
Para cada reacdo foi preparado um mix utilizando 12,5uL do TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix (2x), 1uL do oligo sense (5uM), 1uL do oligo antisense (5uM), 1uL da sonda
(2,5uM), 3uL de DNA (10ng) e 6,5uL de agua, totalizando 25uL de mix para uma amostra. O
mix utilizado para a curva padrdo foi o mesmo, alterando apenas a quantidade de amostra
utilizada que foi de 1pL e a de &gua que passou a ser de 8,5uL. A PVL foi expressa como
numero de copias do HTLV-1/PVL. Os resultados foram analisados mediante o software 7500
v2.0.6 (Applied Biosystems). As avaliacGes foram feitas em duplicata e a curva padrdo foi

repetida para cada placa.

Tabela 6: Oligonucleotideos e sondas utilizados para a quantificacdo da carga proviral por PCR
em tempo real para 0s genes tax e S-globina.

Sequéncia Genes estudados
5- CCCACTTCCCAGGGTTTGGA -3 tax (sense)
5- GGCCAGTAGGGCGTGA -3’ tax (antisense)
5’-FAM/CCAGTCTAC/ZEN/GTGTTTGGAGACTGTGTACA/3IABKFQ -3’ tax (sonda)
5- GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA -3 p-globina (sense)
5- CCTTGATACCAACCTGCCCAG -3 pS-globina (antisense)
5’- FAM/AAGGTGAAC/ZEN/GTGGATGAAGTTGGTGG/3IABKFQ -3° [S-globina (sonda)

5.7. Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram registrados em um banco de dados no excel e analisados
com o programa GraphPad Prism v. 5.02 para a avaliacdo estatistica. Foram calculadas as
medianas dos valores de carga proviral e dos valores de expressdao dos genes tax e HBZ. A
comparacao de dados entre dois grupos foi realizada através do teste de Mann-Whitney U e para
a correlacdo de variaveis entre grupos foi utilizado o teste de Spearman’s rank. Para analise das
curvas de sobrevida foi utilizado o teste Log-rank. Uma probabilidade de p < 0,05 foi considerada

significativa.
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6. RESULTADOS

6.1. CAPITULO 1: Estudo da carga proviral na ATL.

6.1.1. Carga proviral em pacientes com ATL e em portadores assintométicos adultos

A mediana da carga proviral dos 60 pacientes com ATL foi de 22,6 copias em 100
PBMCs. Os portadores assintomaticos adultos apresentaram menor carga proviral com uma
mediana de 5,7 cdpias/100 PBMCs (p=0,0007, teste de Mann-Whitney) (Figura 14). Quando os
pacientes com ATL foram separados por formas clinicas (Figura 15), os pacientes agudos
apresentaram a maior carga proviral com mediana de 38,4 cOpias/100 PBMCs seguido dos
pacientes crénicos com uma mediana de 24,3 coOpias/100 PBMCs (p=0,0436, teste de Mann-
Whitney). A forma smoldering mostrou uma carga proviral média de 9,9 c6pias/100 PBMCs,
significativamente menor quando comparado aos grupos agudo (p<0,0001) e crénico (p=0,0169).
As formas tumoral primaéria de pele e linfoma apresentaram menor carga proviral com mediana
de 3,1 e 4,4 cOpias/100 PBMCs, respectivamente. Estes valores sdo similares entre eles, porém
estatisticamente diferentes da smoldering (p=0,0239 e p=0,0124, respectivamente), aguda (p =
0,0025 e p = 0,0050, respectivamente) e crbnica (p=0,0073 e p=0,0042, respectivamente).
Quando a carga proviral nas diferentes formas clinicas da ATL foi comparada com a carga
proviral dos portadores assintomaticos, diferencas estatisticamente significativas foram
observadas apenas em relacdo aos tipos agudo (p<0,0001) e crénico (p=0,0002). A carga proviral
dos pacientes com formas clinicas smoldering, linfomatosa, e tumoral priméria de pele foram

similares as observadas nos portadores assintomaticos.



48

1.5%102- sk

1

1.0x1024 .t

-l

. 5.0x1014 "
Q =l.ll'
3.0x1014 ngin¥_n
1.5x101+ ° e
510 (] .'. “. ‘

0-4-4.4‘%_ PP
AC ATL

Figura 14: Quantificacdo absoluta por PCR em tempo real dos niveis de carga proviral. Analise dos niveis
de carga proviral dos pacientes com ATL e dos portadores assintomaticos utilizando o teste estatistico
Mann-Whitney.

*k%k
5.0x103+ Hkk
*kx x*
**k*x
*k%k
. ok o *k*k
r Ll Y ** v vy &
>  5.0x10?
a
A \ 4 —w
2.5x1011 ° A TV e
1 A v *
1.5x10 . AA v o%g
—h——— v
Al A
— %o Eg AA v . —008—
0 90 R 4 —¥ T &
LINFOMA TC SM CRONICA AGUDA AC

Figura 15: Quantificagdo absoluta por PCR em tempo real dos niveis de carga proviral. Anélise dos niveis
de carga proviral dos pacientes com ATL nas diferentes formas clinicas e dos portadores assintomaticos
utilizando o teste estatistico Mann-Whitney.
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6.1.2. Carga proviral e o nivel de linfocitose em pacientes com ATL

A mediana da contagem dos linfécitos nos 60 pacientes com ATL foi de 5,01 x10°%L.
Uma correlacdo positiva foi observada entre a carga proviral e os niveis de linfocitos no sangue
periférico (p <0,0001, r = 0,722, teste de Spearman) (Figura 16), quando todos os pacientes com
ATL foram considerados. Os tipos agudo e crdnico apresentaram acentuada linfocitose com

mediana de contagem de linfocitose de 51,72 e 6,90 x10%/L, respectivamente.
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Figura 16: Analise de correlacdo entre a carga proviral e o nivel de linf6citos nos pacientes com ATL
utilizando o teste estatistico Spearman’s rank.
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6.1.3. A carga proviral e a sobrevida nos pacientes com ATL

A fim de analisar se a carga proviral foi relacionada com a sobrevida em pacientes com
ATL, as curvas de sobrevida para as diferentes formas clinicas foram comparadas. Apesar do fato
de que os niveis de carga proviral nos tipos agudo e crénico tenham sido as mais altas, a
sobrevida, em pacientes agudos foi mais baixa do que em pacientes cronicos (log-rank,
p=0,0019). A sobrevida também foi menor nos pacientes com a forma tumoral priméria de pele
quando comparado com pacientes com a forma clinica smoldering (log-rank, p=0,0025), embora
a carga proviral na forma smoldering tenha sido maior que na tumoral primaria de pele. Além
disso, a sobrevida na forma cronica e smoldering foram semelhantes enquanto a carga proviral na
forma crénica foi maior do que a smoldering. A sobrevida em pacientes com a forma linfomatosa
foi tdo baixa quanto na aguda (log-rank, p=0,8117). Porém, a carga proviral do tipo linfoma é
menor a respeito da forma aguda. A sobrevida para os cinco tipos clinicos incluidos neste estudo
corroborou com os relatos anteriores, na Bahia, Brasil (BITTENCOURT et al., 2007).

Tabela 7: Sobrevida dos pacientes com ATL nas diferentes formas clinicas.

Tipo clinico (sobrevida) Valor de p
Cronica > Aguda p=0,0019
Smoldering > TC p=0,0025




o1

6.1.4. Carga proviral e a associagdo da ATL com HAM/TSP

Comparamos a carga proviral nos pacientes com ATL com e sem a associacdo com
HAM/TSP. Dos 60 pacientes com ATL, 11 foram diagnosticados com HAM/TSP. Trés deles
foram classificados como cronica e oito como smoldering. Na forma crénica, a mediana da carga
proviral nos pacientes com e sem HAM / TSP foi semelhante e estas duas formas clinicas foram
estatisticamente diferentes dos assintomaticos (p=0,0086 e p=0,0013, teste de Mann-Whitney).
Na forma smoldering, a mediana da carga proviral do subgrupo com HAM/TSP e do subgrupo
sem mielopatia também foram semelhantes, mas apenas o subgrupo associado com HAM/TSP
apresentou maior mediana de carga proviral quando comparado com os portadores assintomaticos
(p=0,0184, teste de Mann-Whitney U, figura 17). Esta diferenca nao foi observada nos pacientes

smoldering sem mielopatia.
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Figura 17: Quantificacdo absoluta por PCR em tempo real dos niveis de carga proviral. Analise dos niveis
de carga proviral dos pacientes com ATL e dos pacientes com ATL associada com HAM/TSP utilizando o
teste estatistico Mann-Whitney.
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6.1.5. Relagdo entre o envolvimento cutaneo, a idade no momento do diagndstico e a carga

proviral

Avaliou-se a relacdo entre a carga proviral e presenca ou auséncia de lesdes de pele nas
formas aguda, cronica e linfoma. Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de
carga proviral entre pacientes com ou sem envolvimento cutadneo. Considerando a idade no
momento do diagnostico, ndo foram observadas diferencas entre os tipos clinicos. A mediana de
idade no momento do diagnéstico para os pacientes com ATL incluidos foi de 48 anos. Este

pardmetro foi semelhante entre os tipos clinicos e ndo foi correlacionada com a carga proviral.
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6.2. CAPITULO 2: Estudo da expressdo dos genes virais tax e HBZ na ATL.

6.2.1. Avaliacao dos genes de referéncia HPRT e g-actina.

Foi avaliada a expressdo de dois genes constitutivos humanos, o HPRT e a pg-actina.
Observamos que os valores dos dois genes mostraram a mesma tendéncia como é mostrado na
figura 18. Porém, os valores de S-actina foram mais uniformes em relacdo ao HPRT, com isso,
resolvemos utilizar a p-actina como gene de referéncia para normalizar os resultados da

expressao dos genes virais.
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Figura 18: Quantificacdo absoluta realizada por PCR em tempo real utilizando 1jug de cDNA para cada
gene. Anélise dos niveis de expressdo dos genes de referéncia HPRT e S-actina. Cada ponto do eixo das
abscissas corresponde a um paciente com ATL.
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6.2.2. Expressao dos genes HBZ (transcritos HBZ e HBZ-SI) e tax nos pacientes com ATL e

nos portadores assintomaticos.

Analisamos a expressdao normalizada dos genes estudados nos pacientes com ATL e
observamos que a expressdo do transcrito HBZ-SI foi maior que a expressao do transcrito HBZ
(Figura 19), com mediana de 0,06400 copias de mRNA por 1ug de RNA total e 0,001123 cdpias
de mRNA respectivamente (p<0,0001, teste Mann Whitney). O gene tax apresentou mediana de
expressao normalizada de 0,0009187 copias de mRNA. Este valor foi estatisticamente menor que
a expressdo do gene HBZ, quando considerado apenas o transcrito HBZ-SI (p<0,0001, teste
Mann Whitney), porém para o transcrito HBZ ndo houve diferenca. Nos portadores
assintomaticos, o0s niveis de expressdo do gene tax e do transcrito HBZ foram similares com
medianas de 0,0004682 e 0,0004469 copias de mRNA, respectivamente, porém menores que a
mediana do nivel de expressdo observada para o transcrito HBZ-SI (p=0,0003 e p=0,0003,
respectivamente, teste Mann Whitney). Quando foram comparados os resultados entre 0s
pacientes com ATL e os portadores assintomaticos, foi observado um nivel mais elevado de
expressao do gene tax e do transcrito HBZ-SI nos pacientes com ATL (p=0,0449 e p=0,0109,

respectivamente).
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Figura 19: Quantificacdo absoluta por PCR em tempo real da expressdo dos genes HBZ (transcritos HBZ
e HBZ-SI) e tax. Analise dos niveis de expressdao normalizada destes genes nos pacientes com ATL e
portadores assintomaticos utilizando o teste estatistico Mann-Whitney.
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6.2.3. Expressédo dos genes virais HBZ (transcritos HBZ e HBZZ-SI) e tax, ajustada pela

carga proviral, nos pacientes com ATL e nos portadores assintomaticos.

Para estimar a expressao dos genes tax e HBZ por nimero de células infectadas, foi
dividida a quantidade absoluta e normalizada do numero de transcrito pela carga proviral
expressa por 100 PBMCs (Figura 20). O nivel de expressdo dos genes apOs o ajuste dos
portadores assintomaticos foi estatisticamente maior tanto para o gene tax (p=0,0080) como para
os transcritos HBZ e HBZ-SI (p=0,0124 e p=0,0255, respectivamente).
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Figura 20: Quantificagdo absoluta por PCR em tempo real da expresséo dos genes tax e HBZ (transcritos HBZ
e HBZ-SI). Analise dos niveis de expressdo normalizada destes genes, ajustada pela carga proviral, nos
pacientes com ATL e nos portadores assintomaticos utilizando o teste estatistico Mann-Whitney.
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6.2.4. Correlagdo entre os niveis de expressao dos genes virais tax e HBZ.

Nos pacientes com ATL, a expressdo do gene tax correlacionou positivamente com a

expressao do gene HBZ, transcritos HBZ (p<0,0001, r=0,6930, Figura 21A) e HBZ-SI (p=0,0014,
r=0,5057, teste Spearman r, Figura 21B, respectivamente). Também foi observada correlagdo
positiva entre os transcrito HBZ e HBZ-SI (p=0,0028, r=0,4772, teste Spearman r, Figura 21C).
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Figura 21: Andlise de correlacdo entre os genes normalizados tax e HBZ utilizando o teste estatistico
Spearman’s rank. Na figura observa-se: (A) Correlacdo da expressdo do gene tax e a expressdao do
transcrito HBZ; (B) Correlacdo da expressdo do gene tax e a expressdo do transcrito HBZ-SI; (C)
Correlagéo da expressdo dos transcritos HBZ e HBZ-SI.
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6.2.5. CorrelagOes entre a expressao dos genes virais HBZ e tax e a carga proviral.

A extracdo de RNA foi feita a partir das PBMCs e para avaliar se 0s niveis de expressdo
dos genes virais estavam relacionados com a quantidade de células infectadas na amostra de
partida ou com uma maior expressdo destes genes por célula infectada, foi correlacionada a
expressdo dos genes virais com a carga proviral. A mediana da carga proviral (expressa como
numero de copias do transcrito/PVL) nos pacientes de ATL foi de 29,19 (9,199 — 49,59).

Para os pacientes com ATL, houve correlacdo positiva entre a carga proviral e o gene tax
(p<0,0001, r=0,6432, teste Spearman r) e o transcrito HBZ (p<0,0001, r=0,6432, teste Spearman
r) (Figura 22A e B). Ja com o transcrito HBZ-SI ndo foi observada correlagdo (p=0,0647, r
=0,3112, teste Spearman r) (Figura 22C).
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Figura 22: Anélise de correlacdo entre os genes normalizados tax e HBZ e a carga proviral utilizando o
teste estatistico Spearman’s rank. Correlagdo entre o nivel de expressdo do gene tax e a carga proviral (A)
e do gene HBZ (transcritos HBZ (B) e HBZ-SI (C)) e a carga proviral nos pacientes com ATL.
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6.2.6. Expressdo dos genes HBZ (transcritos HBZ e HBZ-SI) e tax nos pacientes com ATL

nas diferentes formas clinicas e nos portadores assintomaticos.

Os pacientes foram subdivididos por formas clinicas e os valores da expressdo dos genes
estudados. Estas formas clinicas foram comparadas entre elas e em relagdo aos portadores
assintomaticos. A respeito do gene tax (Figura 23A), a forma clinica aguda com uma mediana de
0,001495 copias de mRNA foi estatisticamente maior que as formas smoldering e tumoral
priméaria de pele com mediana de 0,000705 e 0,00027 cépias de mRNA (p=0,0374 e p=0,0140,
respectivamente). As formas cronica e linfoma apresentaram medianas de 0,00067 e 0,00051
respectivamente, similares as das outras formas clinicas. Quando comparadas com os portadores
assintomaticos, somente se observou diferenca significante com a forma aguda (p=0,0017). O
nivel de expressdo deste gene nas outras formas clinicas foi similar ao observado nos
assintomaticos.

Em relacéo ao transcrito HBZ, também foi observado um nivel de expressdo maior na
forma aguda com mediana de 0,001795 copias de mRNA (Figura 23B), porém, este valor ndo
apresentou diferenca estatisticamente significante quando comparamos com o observado nas
outras formas clinicas. Nos portadores assintomaticos, o gene HBZ demonstrou niveis de
expressdao menores quando comparados unicamente com a forma aguda (p=0,0438), porém
similares quando comparados com as outras formas clinicas.

Ja a expressdao do transcrito HBZ-SI nas diferentes formas clinicas apresentou valor
similar, sendo na forma aguda de 0,06302 copias de mRNA, na crbnica de 0,05374, na
smoldering de 0,06086 cdpias de mMRNA, na tumoral priméaria de pele de 0,07115 cdpias de
mRNA e na linfomatosa de 0,0640 cépias de mRNA (Figura 23C). Somente a forma aguda
apresentou nivel de expressdo deste gene significativamente maior a respeito dos portadores

assintomaticos (p=0,0028).
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Figura 23: Quantificacdo absoluta por PCR em tempo real dos genes tax e HBZ (transcritos HBZ e HBZ-

SI). Analise dos niveis de exp

ressdo normalizada do gene tax (A) e do gene HBZ (transcritos HBZ (B) e

HBZ-SI (C)), nos pacientes com ATL nas diferentes formas clinicas e nos portadores assintomaticos
utilizando o teste estatistico Mann-Whitney.
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6.2.7. Expressdo dos genes HBZ (transcritos HBZ e HBZ-SI) e tax, ajustada pela carga
proviral, nos pacientes com ATL nas diferentes formas clinicas e nos portadores

assintomaticos.

ApoGs separar as amostras por formas clinicas comparamos os valores, normalizados e
ajustados pela carga proviral, da expresséo viral com os portadores assintomaticos (Figura 24A).
A respeito do gene tax, as medianas dos grupos estudados foram para a forma aguda de
0,00003479 coépias de mRNA pela PVL, para a cronica de 0,00003304 cépias de mRNA/PVL,
para a linfomatosa de 0,00004532 copias de mRNA/PVL, para a forma tumoral primaria de
0,0002738 copias de mMRNA/PVL. Nos portadores assintoméaticos a mediana foi de 0,0001608
copias de mMRNA/PVL. Quando estes valores foram comparados somente foram observadas entre
os portadores assintomaticos e as formas aguda e cronica, que foram menores, com valores de
p=0,0094 e p=0,0084, respectivamente.

Na expressédo do transcrito HBZ, a mediana dos valores da expressdo para este transcrito
foram 0,00003395 copias de mMRNA/PVL para a forma aguda, 0,00004010 cépias de mMRNA/PVL
para a forma cronica, 0,00004184 copias de mRNA/PVL para a forma linfomatosa e 0,0003548
copias de mMRNA/PVL para a forma tumoral primaria de pele. Para os portadores assintomaticos,
o valor foi de 0,0001695 cdpias de mRNA/PVL (Figura 24B). Somente foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre os portadores assintomaticos e a forma clinica
aguda (p=0,0017).

Ja na expressdo do transcrito HBZ-SI foi observado que as formas aguda e crdnica
apresentaram valores menores de expressdao que o observado na forma smoldering (p=0,0374 e
p=0,0434, respectivamente) e nos portadores assintomaticos (p=0,0094 e p=0,0101,
respectivamente). A forma tumoral primaria de pele e a linfomatosa apresentaram medianas

similares que ndo foram estatisticamente diferentes as dos outros grupos (Figura 24C).
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Figura 24: Quantificacdo absoluta por PCR em tempo real dos genes tax e HBZ (transcritos HBZ e HBZ-
SI). Analise dos niveis de expressao normalizada dos genes tax (A) e HBZ (transcritos HBZ (B) e HBZ-SI
(C)), ajustada pela carga proviral nos pacientes com ATL nas diferentes formas clinicas e nos portadores
assintomaticos utilizando o teste estatistico Mann-Whitney.
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7. DISCUSSAO

7.1. CAPITULO 1: Estudo da carga proviral na ATL.

O nivel de carga proviral nos portadores do HTLV-1 tem sido considerado como um
importante marcador para o desenvolvimento de doencas associadas a este retrovirus. Altos niveis
de carga proviral foram associados com risco para o0 desenvolvimento da HAM/TSP e da DIH
(NAGAI et al., 1998; PRIMO et al., 2009). Alguns autores sugerem um possivel papel da carga
proviral no desenvolvimento da ATL (OKAYAMA et al, 2004; IWANAGA et al, 2010). No
presente estudo, niveis altos de carga proviral também foram associados aos pacientes de ATL
guando comparados com os portadores assintomaticos. Este resultado esta de acordo com estudos
prévios, como o realizado na Jamaica (MANNS et al., 1999). Porém, mostramos neste estudo que
a carga proviral correlacionou-se positivamente com a linfocitose, de modo que aqueles pacientes
que tiveram maior nimero de linfocitos no sangue periférico também apresentaram maior carga
proviral, sugerindo que a populacdo aumentada de linfocitos correspondia as células infectadas
pelo retrovirus.

As diferentes formas clinicas na ATL se caracterizam, entre outros parametros, por
apresentar diferentes niveis de linfocitose (SHIMOYAMA et al., 1990; BITTENCOURT et al.,
2007). Deste modo, quando os pacientes com ATL incluidos neste estudo foram subdividos por
formas clinicas e comparadas as medianas de carga proviral entre os subgrupos, aquelas formas
clinicas que apresentaram maior linfocitose, as formas agudas e crénicas, também apresentaram
maior carga proviral. Além disso, as medianas das suas cargas provirais foram maiores que a
observada em portadores assintomaticos. Entretanto, as formas linfomatosa, smoldering e tumoral
priméaria de pele, que ndo mostram linfocitose, apresentaram carga proviral semelhante com os
portadores assintomaticos adultos. A este respeito, a percentagem de células CD4 + no PBMC
dos pacientes agudos e cronicos é mais elevada do que nos tipos smoldering, linfoma e tumoral
primaria de pele (dados ndo mostrados), tipos celulares que representam os principais alvos
celulares do HTLV-1. Estes resultados também podem sugerir que o desenvolvimento das formas
clinicas linfomatosa, smoldering e tumoral primaria de pele pode ndo esta associado a um
aumento significativo da capacidade proliferativa das células infectadas tumorais no sangue

periférico ou a alguma outra caracteristicas ou capacidade que adquire o clone de celulas
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infectadas quando se transforma neoplasicamente, como por exemplo um tropismo diferenciado
para linfonodo ou pele. Deste modo, as diferentes alteragdes genéticas ou epigenéticas adquiridas
pela célula ATL podem estar relacionadas com um comportamento diferenciado e, portanto, com
a manifestacdo clinica diferente. Neste sentido, mutacdes pontuais em genes supressores de
tumores como TP53 e delecGes nos genes que codificam para as proteinas pl5 e pl6 foram
observadas principalmente em pacientes com formas agudas com elevada linfocitose
(SAKASHITA et al., 1992; dados do nosso grupo).

Um dado interessante em nosso estudo foi observar que a carga proviral nao se relaciona
com a sobrevida e, portanto, ndo é necessariamente um fator de mal prognostico. As formas
linfoma, aguda e tumoral primaria de pele apresentam pior progndstico a respeito das formas
crénica e smoldering, que sdo menos agressivas (BITTENCOURT et al., 2007). Este resultado
sugere que o progndstico na ATL pode estar relacionado com outros fatores genotipicos ou
fenotipicos do clone neoplasico infectado diferente da sua capacidade de proliferar.

Também foi interessante observar que os pacientes com forma smoldering somente
apresentaram carga proviral maior que os portadores assintomaticos quando manifestavam
simultaneamente HAM/TSP, 0 que sugere que este aumento esta relacionado com a manifestacédo
da mielopatia e ndo da ATL. Em todos estes pacientes, a HAM/TSP foi diagnosticada antes da
neoplasia, 0 que pode levar a sugerir que estes pacientes ja tinham uma carga viral mais elevada
que os portadores assintomaticos antes de manifestar a ATL. Ndo temos estes dados, pois estes
pacientes ja chegaram ao ambulatorio do HUPES com manifestacGes de ATL. A associacao entre
HAM/TSP e ATL é raramente reportada na literatura e ndo existem estudos neste sentido.
Também ndo existem evidéncias na literatura sobre a possibilidade de que a manifestacdo da
HAMI/TSP possa predispor ao desenvolvimento da ATL. Porém, um dado que chama a atencéo é
gue na a Bahia a maioria dos casos de pacientes com ATL que também manifestam HAM/TSP
sdo da forma smoldering (BITTENCOURT et al., 2009). Deste modo, ndo podemos descartar que
a elevada carga proviral associada a manifestacio de HAM/TSP que antecede ao
desenvolvimento da ATL nestes casos possa favorecer a ocorréncia de algum tipo de alteracéo
molecular que favoreca a manifestacéo desta forma clinica.

Apesar de carga proviral ser considerada um dos principais indicadores para 0
desenvolvimento da ATL, os nossos resultados indicam que para o diagndstico precoce da ATL,

além da carga proviral, outros parametros clinicos e laboratoriais precisam ser considerados no
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acompanhamento dos portadores assintomaticos, principalmente no que se refere as formas
smoldering, linfomatosa e tumoral primaria de pele. A respeito das formas aguda e cronica, a
linfocitose aumentada acompanhada por um aumento da carga proviral pode ser um indicativo
para a suspeita do seu desenvolvimento fazendo-se necessario uma maior investigacao clinica e
laboratorial do portador. Também pode ser Util para os casos de evolugdo de outra forma clinica
para a forma aguda.

7.2. CAPITULO 2: Estudo da expressdo dos genes virais tax e HBZ na ATL.

Apbs o estabelecimento da ATL como uma entidade clinica distintae a identificagdo
do HTLV-1 como um agente causador desta neoplasia, estudos tem sido realizados para
esclarecer os mecanismos de patogénese do HTLV-1. Porém, ainda ndo se conhece o papel dos
produtos dos genes virais no desenvolvimento da ATL e na determinacdo da forma clinica
manifestada pelo paciente. Os principais genes virais relacionados com a oncogénese do HTLV-1
sdo o0s genestaxe HBZ (YOSHIDA et al.,, 2001; SATOU et al, 2006; ZHAO AND
MATSUOKA, 2012).

Como observado previamente na literatura em outras areas endémicas para 0 HTLV-1
(SAITO et al.,, 2009; SATOU et al., 2006, USUI et al., 2008), todos os pacientes de ATL
incluidos neste estudo, apresentaram expressdo do gene HBZ e niveis muito baixos ou
indetectaveis do gene tax. Na ATL e nos portadores assintomaticos, o nivel de expressdo do
transcrito HBZ-SI foi maior do que o nivel de expressdao do gene tax. Outros autores também
observaram resultados similares para pacientes com ATL, com HAM/TSP e portadores
assintomaticos (SAITO et al., 2009; USUI et al., 2008). Deste modo, 0s nossos resultados
também sugerem que o gene HBZ poderia ter um papel mais relevante na patogénese da infeccdo
pelo HTLV-1 do que o gene tax, como foi apontado na literatura (ARNOLD, 2008; ZHAO AND
MATSUOKA, 2012), na estimulagdo da proliferacdo das células infectadas e na manutencao da
carga proviral.

O nosso estudo também esta de acordo com estudos prévios que mostraram que 0s niveis
de expressdo do transcrito HBZ-SI s&o maiores que o do transcrito HBZ nos portadores do
HTLV-1 (SATOU et al., 2006; YOSHIDA et al., 2008; USUI et al., 2008). Este transcrito, e ndo o
HBZ parece ser o responsavel pela proliferacdo das células infectadas (YOSHIDA et al., 2008).
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Nossos resultados também apontam o transcrito HBZ-SI como mais relevante na patogénese do
HTLV-1.

Em 2008, Usui e colaboradores reportaram em portadores do HTLV-1 uma correlacéo
positiva entre a carga proviral e a expressao do transcrito HBZ-SI, indicando a importancia de
considerar a carga proviral, que é um indicativo do nimero de células infectadas contidas na
amostra avaliada, para interpretacdo dos valores de expressdo deste transcrito. No presente
estudo, a expressdo dos transcritos HBZ e tax na ATL correlacionou com a carga proviral,
indicando, portanto, que o nivel maior de expressdo destes transcritos foi devido a um maior
namero de células infectadas na amostra avaliada. A correlacdo positiva entre a expressdo de tax
e a carga proviral na ATL também foi observada previamente em pacientes de outras areas
endémicas, na HAM/TSP e em portadores assintomaticos (SAITO et al., 2009; USUI et al, 2008;
ANDRADE et al.,, 2012). No entanto, o transcrito HBZ-SI ndo correlacionou com a carga
proviral. Isto foi mostrado também por Saito e colaboradores, 2009, e sugere que nos pacientes
com ATL estudados a expressdo aumentada pode estar relacionada com algum mecanismo de
regulacao deste transcrito nas células tumorais infectadas que leve a sua expressao diferenciada.
Esta correlacdo foi mostrada para os portadores assintomaticos e para a HAM/TSP (ANDRADE
et al., 2012; SAITO et al., 2009), o que pode sugerir uma regulacdo especifica deste gene nas
diferentes condices clinicas da infeccdo por este retrovirus.

Os niveis dos transcritos HBZ e HBZ-SI correlacionaram positivamente entre eles e
também cada um deles com a expressdo do gene tax. Ainda que esta correlacdo ndo € muito forte,
poderia sugerir que a regulacdo da expressdo do gene tax e do gene HBZ pode acontecer por
mecanismos similares, ou que a expressdo de um deles estimule a expresséo do outro (LANDRY
et al., 2009; CHOUDHARY et al., 2011), e que a proteina HBZ néo esteja inibindo nestes casos a
expressao do gene tax, como proposto na literatura (MATSUOKA & JEANG, 2007; ZHAO et al.,
2009; YAN et al., 2009). Outros autores também mostraram esta correlacdo para o0s portadores
assintomaticos e para os pacientes com HAM/TSP (ANDRADE et al., 2012) e, como comentado
por estes autores, no nosso trabalho também ndo podemos assegurar se a expressao dos dois
genes acontece nas mesmas células ou em clones diferentes.

A relacdo entre a expressdo dos genes tax e HBZ e a manifestagéo de doengas associadas
ao HTLV-1 comecou a ser recentemente estudada na literatura (SAITO et al., 2009; USUI et al,

2008). O presente estudo corrobora esses dados, uma vez que observou maior nivel de expresséo
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do transcrito HBZ-SI nos pacientes com ATL quando comparados com o0s portadores
assintomaticos. Porém, discorda na inversao desta relacdo quando os valores de expressao foram
divididos pela carga proviral, 0 que proporciona a expressdo do transcrito por célula infectada.

Nos estudos japoneses, quando o valor de expressdo foi dividido pela carga proviral esta
diferenga desapareceu, sugerindo que as células ATL e as células dos portadores assintomaticos
expressam este transcrito a iguais niveis independentemente da condicdo clinica do portador. Na
HAM/TSP, isto também foi reportado (SAITO et al., 2009; ANDRADE et al., 2012). Os nossos
dados sugerem que 0s portadores assintomaticos expressaram maiores niveis de transcrito por
célula infectada que os pacientes com ATL. Este dado poderia indicar que o transcrito HBZ-SI é
mais necessario para a estimulacdo da proliferacdo da célula infectada e manutencdo da carga
proviral nos portadores assintomaticos que na ATL, onde a célula tumoral infectada pode nao ser
tdo dependente da estimulacdo viral para a sua proliferacdo pela ocorréncia de possiveis
alteracbes genéticas e epigenéticas adquiridas na sua transformacdo neoplésica. Isto também
poderia ser sugerido para o transcrito HBZ porque, embora ndo observamos diferengas no nivel
da expressdo deste em valores ndo normalizados pela carga proviral entre pacientes de ATL e
portadores assintomaticos, esta diferenca aparece quando os valores sdo divididos pela carga
proviral, o que indica que a expressdo do transcrito HBZ por célula infetada é maior nos
portadores assintomaticos que nos pacientes com ATL.

A respeito do gene tax, mostramos uma discreta, ainda que significativa diferenga nos
niveis de expressao deste gene na ATL em relacdo com os portadores assintomaticos. Isto tinha
sido também observado em pacientes com HAM/TSP, onde foram reportados niveis maiores de
MRNA do gene tax em pacientes com maior comprometimento neurolégico em comparagdo com
portadores assintomaticos e considerado o nivel de transcricdo do gene tax como um fator
preditor na HAM/TSP (YAMANO et al., 2002; ANDRADE et al., 2012). Porém, Saito e
colaboradores em 2009, ndo observaram diferencas na expressao deste gene entre os pacientes
com HAM/TSP, ATL e portadores assintoméaticos. No nosso estudo, esta diferenca se inverte
quando os valores da expressao deste gene foram divididos pela carga proviral, situagdo em que
0s portadores assintomaticos passam a expressar maior nivel de transcrito tax por célula infectada
gue os pacientes com ATL. Como sugerido para o gene HBZ, as células infectadas dos
portadores assintomaticos poderiam ser mais dependentes da expressdo do gene tax para

estimular a sua proliferacdo e manter a carga proviral. Na literatura, a relacdo entre a expresséo
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de tax em funcdo da carga provoral na ATL € controversa (USUI et al., 2008; SAITO et al.,
2009). As diferencas entre os estudos disponiveis podem estar relacionadas com o nimero e
caracteristicas dos pacientes incluidos e com possiveis divergéncias nas metodologias utilizadas.
Por outro lado, no caso do gene tax € importante a avaliagdo complementar do nivel da proteina,
para a qual foi atribuida fungdo, considerando possiveis mecanismos de regulacdo pos-
traducional de Tax (YAN et al., 2009; RENDE et al., 2012). A proteina Tax é capaz de estimular
a proliferacdo e inibir a apoptose das células infectadas. Ela também desencadeia uma infinidade
de outros eventos como regulacdo do ciclo celular, interferéncia no controle do checkpointe
inibicdo do reparo do DNA (KANNIAN & GREEN, 2010).

E interessante destacar que o presente estudo inclui pacientes das cinco formas clinicas da
ATL, e em todas elas, independentemente da sua agressividade, se observa a expressao do gene
HBZ, principalmente do transcrito HBZ-SI. Os poucos estudos anteriores disponiveis (USUI et
al., 2008) nao especificavam as formas clinicas dos pacientes com ATL incluidos ou incluiram
principalmente pacientes da forma aguda, uma das formas clinicas mais graves e poucos casos
com forma crénica, ndo incluindo a forma smoldering (SATOU et al., 2006; MURATA et al.,
2006). Estas formas sdao muito frequentes na Bahia (BITTENCOURT et al., 2007), porém sdo
raramente diagnosticadas no Japdo, de onde provem os trabalhos disponiveis na literatura. Deste
modo, o presente estudo pode contribuir no conhecimento de como os produtos destes genes
virais se relacionam com as diferentes formas clinicas da ATL.

O nivel de expressdo do gene tax diferiu entre algumas das formas clinicas da ATL, sendo
maior na forma clinica aguda a respeito da smoldering e da tumoral primaria de pele. Porém,
estas diferencas desaparecem quando os valores de expressdo sdo divididos pela carga proviral,
indicando que entre as diferentes formas clinicas ndo ha diferenca na expressao deste transcrito
por célula infectada. Somente as formas crénica e aguda que apresentam maior linfocitose,
mostraram menor expressdo deste gene por célula infectada quando comparadas com o0s
portadores assintomaticos. Estas formas clinicas geralmente acumulam mais alteracdes genéticas
e epigeneéticas que estdo relacionadas com maior proliferagdo das células tumorais (HATTA et al.,
1999; NISHIMURA et al., 1995; dados do nosso grupo), o que reforcaria a hipotese de menor
dependéncia da expressdo deste gene viral para estimulacdo da proliferacdo da célula infectada na
ATL. Por outro lado, a expressdo deste gene ndo se relacionou com a gravidade, sendo que, as

formas clinicas mais graves da ATL sdo a aguda, a linfomatosa e a tumoral priméria de pele.
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A respeito do transcrito HBZ, a forma aguda foi a Unica que apresentou niveis de
expressdo mais elevada que a dos portadores assintomaticos por apresentar maior carga proviral,
pois esta relacdo se inverteu quando o valor foi dividido pela carga proviral. Os valores nas
outras formas clinicas apresentaram muita dispersao.

A expressdo do transcrito HBZ-SI por célula infectada foi maior na forma smoldering e
nos portadores assintomaticos que nas formas agudas e cronicas. A carga proviral nos portadores
assintomaticos e na forma smoldering é similar e esta Ultima ndo apresenta linfocitose e, portanto,
apresenta uma taxa de proliferagcdo celular menor que a observada nas formas crénica e aguda.
Possivelmente, esta forma é mais dependente da expressdo do transcrito HBZ-SI para a
estimulagdo das células tumorais infectadas, pois a nossa hipotese é que ndo acumula tantas
alteracdes genéticas em genes supressores e oncogénese a respeito das formas aguda e cronica.
Como discutido para a carga proviral, a oncogénese da forma smoldering pode estar mais
associada a caracteristicas fenotipicas adquiridas pela célula ao se transformar neoplasicamente
relacionadas com tropismo cutaneo.

Infelizmente, o pequeno numero de pacientes incluidos nas formas linfoma e tumoral
primaria de pele limitaram o0 estudo da expressdo destes genes nestas formas clinicas. Nao
incluimos neste trabalho o estudo dos mecanismos que estdo relacionados com a baixa expressao
do gene tax. Esta foi relacionada na literatura como a ocorréncia de mutacdes, delecdes ou
inser¢Oes no gene tax e hipermetilacdo ou delecdo da regido 5’LTR (MATSUOKA, 2005) e ainda
com a regulacdo mediada pela proteina HBZ. Temos como perspectiva aprofundar este estudo
avaliando os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao destes dois genes e dos demais

genes localizados na regido pX do genoma do HTLV-1.
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8. CONCLUSOES

Os niveis de carga proviral na ATL correlacionam com a linfocitose;

As formas linfoma e tumoral priméria de pele apresentam niveis de carga viral similares
aos portadores assintomaticos. Na ATL parece ndo existir uma relagdo entre os niveis da
carga proviral e a gravidade da doenca. A forma smoldering somente apresenta maior

carga proviral a respeito dos assintométicos quando esta associada a HAM/TSP;

O gene HBZ se expressa em maiores niveis que o gene tax independentemente da

condicdo clinica;

A expressao dos genes tax e HBZ por célula infectada € menor nos pacientes com ATL do
gue nos portadores assintomaticos, porém a expressao destes genes varia nas diferentes

formas clinicas da ATL.
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10. ANEXO

10.1. ANEXO 1: Aprovacio do Comité Nacional de Etica em Pesquisa

ENUIADD POR:CONSELHD NACIONAL DE SAUDE - NO. TEL:61 33152158 28 FEU. 2087 17:26

MINISTERIO GA SAUDE
Consefho Nacional de Satde
Comissfio Nacionatf dé Elica em Pesquisa - CONER

PARECER N° 117/2007

Registro CONMEP: 13087 {Este n° deve ser citade nas cormséé’ndénv’:las telerentss a eate profeto)

- CAAE-0121.0.054.000-06 : ~ Processo n® 250080.092293/2006-78
Projeto de Pesquisa: “Estudo da apopiose e ds clonalidade como marcadores ciinleos
na Jeucemiallinfoma de células T deo adulto (A )

Pesquisador Responsavel: Dra, Achitéa Candida Lisboa Bittencourt
 Instituiggo: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos - UFBA

Area Temitica Especial: Genélita, Biosseguranca e Coaperagho estrangeira

Patrocinador: Conselho Nacionai de Desenvolvimento Cientffico & Tecnologico

Ao proceder a3 anglise das respoetas gpresentagas ao Parecer CONEP
121112006 considerou-se que:

1. Fol atendido o item 2.1 da Res. CNS 347/2005.
2. Fol encaminhada anuéncia identificada das instituigdes participantes.
' 3. Foi encaminhada Folha de Roslo assinada _pela pesguisadora e palo

responsavel institucional.

Diante do exposto. a Comissdo Nacional de Efica em Pesquisa - - CONEP,

do acordo com as atribuictes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se por
aprovar o projeto.

Situagéa: Projeto' aprovado ‘

Brasilia, 23 de fevereiro de 2007.
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