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RESUMO

O controle da carga proviral do HTLV-1 depende em parte da lise de células
infectadas por celulas citotoxicas mediada pelos linfocitos T CD8* e pelas células NK
(Natural killer). A familia de receptores KIR (killer-cell immunoglobulin-like receptor)
interage com as moléculas de HLA de classe |, principalmente os alelos do HLA C do grupo 1
(C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 e C*16), ativando ou inibindo a funcdo destas
células.O objetivo do presente estudo foi avaliar se 0s genes KIR2DL2/KIR2DL3 e os alelos
de HLA-C do grupo 1 estdo associados ao controle da carga proviral do HTLV-1 e ao
diagnostico de HAM/TSP. O estudo foi realizado no Centro de HTLV da Escola Bahiana de
Medicina e Saude Pubica, em Salvador-Bahia. A presenca dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3
foi determinada por PCR em tempo real (Syber Green). Foram incluidos 248 individuos
infectados pelo HTLV-1 (161 assintométicos e 87 com HAM/TSP) cujos alelos de HLA de
classe | haviam sido previamente determinados. A carga proviral (quantificada por PCR em
tempo real) e as frequéncias de individuos assintomaticos e com diagndstico de HAM/TSP
(Possivel, Provavel e Definido) foram comparadas de acordo com a presenca ou auséncia dos
genes KIR avaliados. As frequéncias dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 foi 84,3% e 96,8%,
respectivamente. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes na
frequéncia de individuos que possuiam os genes (KIR2DL2 ou KIR2DL3) nos grupos clinicos,
assim como na frequéncia de individuos que tinham simultaneamente os genes KIR e 0s
alelos de HLA-C do grupo 1. Os individuos do grupo HAM/TSP possivel que apresentavam o
gene KIR2DL2 tinham menor carga proviral (2,9% de células infectadas) que os individuos
sem este gene (19,2% de células infectadas) (p<0,001). Quando avaliamos a combinacdo da
presenca do gene KIR2DL2 com os alelos de HLA-C do grupo 1, menor carga proviral (2,1%)
foi observada nos individuos que apresentavam algum dos alelos de HLA-C do grupo
1,comparados aqueles que portavam apenas KIR2DL2 (5,0%) (p=0,013). Menor carga
proviral também foi observada nos individuos assintomaticos que portavam simultaneamente
0 gene KIR2DL2 e o alelo HLA-C*07, comparados aos individuos com apenas o gene
KIR2DL2 (p=0,03), enquanto que os individuos com HAM/TSP-PB que tinham essa

combinacdo (KIR2DL2/HLA-C*07) apresentaram tendéncia de menor carga proviral



(p=0,051). Em concluséo, a presenca da combinacdo do gene KIR2DL2 e de algum alelo de
HLA-C do grupo 1 esta associada ao controle da carga proviral. Este estudo quantificou pela
primeira vez as frequéncias de genes KIR em uma coorte de individuos infectados pelo
HTLV-1 do estado da Bahia. Estudos futuros sdo necessarios para confirmar estes achados em
outras populac@es e avaliar o valor progndstico da associagdo de KIR2DL2 e HLA-C do grupo
1.

Palavras-chaves: HTLV-1; Receptores KIR; HAM/TSP; HLA.
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ABSTRACT

The control of proviral load of HTLV-1 depends in part of the lysis of infected cells
mediated by cytotoxic CD8*T lymphocytes and NK (Natural Killer) cells. The family of KIR
(killer-cell immunoglobulin-like receptor) interacts with HLA class | molecules, especially
those HLA-C alleles in-group 1 (C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 and C*16) by
activating or inhibiting the function of these cells. The aim of this study was to evaluate if the
KIR2DL2, KIR2DL3 genes and group 1 HLA-C alleles are associated with the control of
proviral load of HTLV-1 and the diagnosis of HAM/TSP. The study was performed at
Bahiana School HTLV Center of Medicine and Health Public, in Salvador, Bahia. The
presence of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes was determined by real-time PCR (Syber Green).
The study included 248 subjects infected with HTLV-1(161 and 87 asymptomatic with
HAM/TSP) whose HLA class | alleles were previously determined. The proviral load
(quantified by real-time PCR) and the frequency asymptomatic individuals diagnosed with
HAM/TSP (possibly, probably and definitive) were compared according to the presence or
absence of KIR genes evaluated. The frequencies of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes were
84.3% and 96.8%, respectively. No statistically significant differences were observed in the
frequency of individuals who possessed the genes (KIR2DL2 or KIR2DL3) in clinical groups,
as well as the frequency of individuals who had both the KIR genes and HLA-C alleles group
1. Individuals in the group HAM/TSP possible to KIR2DL2 showed that the gene had lower
proviral load (2.9%o0f cells infected) individuals without this gene (19.2% infected cells)
(p<0.001). When we evaluated the combination of the presence of KIR2DL2 and 2DL3 genes
with HLA-C genes in group 1, lower proviral load (2.1%) was observed in individuals with
any of the alleles of HLA-C group 1, compared who those which harbored only KIR2DL2
(5.0%) (p=0.013) .Minor proviral load was also observed in asymptomatic individuals which
carried both the KIR2DL2 gene and HLA-C*07 allele when compared to individuals with only
KIR2DL2 gene (p=0.03), whereas patients with HAM/TSP-PB that had this combination
(KIR2DL2/HLA-C*07) tended to lower proviral load(p=0.051). In conclusion, the presence of
the combination of KIR2DL2 gene and a HLA-C grouplallele is associated with proviral load

control. This study quantified for the first time the frequencies of KIR genes in a cohort of



individuals infected with HTLV-1 in Bahia. Future studies are needed to confirm these

findings in other populations and to evaluate the prognostic value of KIR2DL2 association

and HLA-C group 1.

Keywords: HTLV-1; KIR; HAM/TSP; HLA.
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1. INTRODUCAO

O virus linfotrépico de células T humanas (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus humano
identificado, associado a doencas. No Brasil, Salvador esta entre as cidades que apresentam as
maiores prevaléncias: 1,3% entre doadores de sangue e 1,8% na populagdo geral (DOURADO
et al.,, 2003; GALVAO-CASTRO et al.,, 1997). O HTLV-1 é o agente etiolégico da
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) (GESSAIN et al.,
1985), da leucemia de células T adultas (ATL) (HINUMA et al., 1981) e da uveite associada
ao HTLV-1 (MOCHIZUKI et al., 1992). Contudo, a maioria dos individuos infectados pelo
virus ndo desenvolve estas doencas.

A HAM/TSP ¢é uma disfuncdo neuroldgica que resulta em uma paraparesia espastica,
com perda progressiva da funcdo motora, principalmente nos membros inferiores. A
patogenia da HAM/TSP nédo estd completamente esclarecida, mas a carga proviral tem sido
descrito como importante fator. Diversos estudos indicam que pacientes com HAM/TSP tém
carga proviral significativamente maior que individuos assintomaticos (GRASSI et al., 2011;
OLINDO et al., 2005).

A carga proviral nos portadores do HTLV-1 é mantida pela proliferacéo dos linfécitos
T infectados e é parcialmente controlada pela resposta imune celular. Os linfécitos T
citotoxicos CD8* (CTLs) lisam as células infectadas através do reconhecimento de peptideos
virais apresentados pelas moléculas de HLA de classe | presentes na superficie da célula
infectada. Alguns poucos estudos relatam a associacdo entre alelos de HLA de classe | e 0
desenvolvimento ou protecdo de doencas associadas ao HTLV-1, porém com resultados
controversos. No Japdo, em estudos conduzidos em pacientes infectados pelo HTLV-1, foi
descrito que os alelos HLA-A*02 e HLA-C*08 estavam associados a menor risco de
desenvolvimento de HAM/TSP e ao controle maior da carga proviral. Por outro lado, o alelo
HLA-B*5401 foi associado a maior risco de HAM/TSP e elevada carga proviral (JEFFERY et
al., 2000). No Ird, ndo foram observadas associacdes entre a presenca de alelos do HLA de
classe | e desenvolvimento ou protecdo de HAM/TSP(SABOURI et al., 2005). No Brasil, o
alelo HLA-A*02 foi mais comum em pacientes assintomaticos e, na auséncia deste, 0 HLA-
C*07 foi associado a presenca de HAM/TSP. O HLA-B*5401 ndo foi encontrado na
populacdo brasileira estudada e a frequéncia do alelo HLA-C*08 foi semelhante entre
individuos assintomaticos e com HAM/TSP(CATALAN-SOARES et al., 2009).
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As células NK, células citotdxicas da imunidade inata, também sdo importantes para o
controle da carga proviral. A funcdo das células NK é controlada pelo equilibrio entre sinais
de inibicdo e de ativacdo que envolvem os receptores transmembranares KIR (killer
immunoglobulin-like receptors) (MINGARI; MORETTA; MORETTA, 1998). A familia KIR
é composta por 14 receptores expressos principalmente em células NK e em alguns subtipos
de linfécitos T. Estes receptores interagem com moléculas de HLA classe | e podem ativar ou
inibir a funcéo destas células (PARHAM, 2005). Em pacientes japoneses, a presenca do gene
KIR2DL2 reforcava tanto o efeito protetor do alelo HLA-C*08 quanto o efeito prejudicial do
alelo HLA-B*54 (SEICH AL BASATENA et al., 2011). No entanto, no Peru estes resultados
ndo foram observados (TALLEDO et al., 2010). O presente estudo pretende avaliar se a
presenca dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 em combinacdo com genes de HLA-C do grupo |
estd associada ou ndo ao diagnostico de HAM/TSP e ao controle da carga proviral em

pacientes de Salvador, Bahia.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1HISTORICO

O virus linfotropico de células T humanas do tipo-1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus humano a ser identificado, sendo primeiramente isolado em um paciente com
linfoma cutaneo no inicio da década de 80 (POIESZ et al., 1980). Subsequentemente, 0
HTLV-1 foi associado com a paraparesia espastica tropical na Martinica (GESSAIN et al.,
1985) e com a mielopatia associada ao HTLV-1 no Japdo (OSAME et al., 1986). Devido ao
fato de ter sido demonstrado que estas duas patologias se tratavam da mesma entidade
nosoloégica, Roman e Osame propuseram a unificacdo da terminologia em mielopatia
associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) (ROMAN; OSAME, 1988).

Dois anos apds o isolamento do HTLV-1, Kalyanaraman e colaboradores
(KALYANARAMAN et al., 1982) isolaram o HTLV-2 a partir de células T de um paciente
com tricoleucemia (leucemia de células pilosas). O HTLV-2 apresenta 65% de similaridade
com genoma do HTLV-1 e foi associado a raros casos neurolégicos (BISWAS et al., 2009;
DOONEIEF et al., 1996;FEUER; GREEN, 2005).

Tem sido sugerido que a origem do HTLV ocorreu através da transmissdo zoonotica
decorrente do contato entre humanos e primatas ndo-humanos infectados. Em concordancia

com isto, 0 HTLV-1 apresenta maior homologia com o virus linfotrépico de células T de
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simios tipo 1 (STLV-1) do que com o HTLV-2 (GOUBAU; VANDAMME; DESMYTER,
1996). Acredita-se que o HTLV-1 e HTLV-2 tenham surgido independentemente e estdo
relacionados ao STLV-1 e STLV-2, respectivamente.

Mais recentemente, na década de 2000, os tipos HTLV-3 e HTLV-4 foram
descobertos em uma populagéo de cacadores camaroneses que tinham contato com primatas
ndo humanos (CALATTINI et al., 2005; WOLFE et al., 2005). O HTLV-3 tem sua origem
sugerida do STLV-3, porém para o HTLV-4 ainda ndo foi identificado um STLV equivalente.
Devido a escassez de informacbes sobre 0 HTLV-3 e HTLV-4, a hipotese de transmisséo
entre humanos e associagdo com doencas ainda ndo pode ser descartada (WOLFE et al.,
2005).

2.2 ESTRUTURA E GENOMA DO HTLV-1

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Deltaretrovirus. A estrutura do HTLV-1 é composta pelo envelope, nucleocapsideo e
nucledide, medindo aproximadamente 100 nm. O envelope viral contém a proteina de
superficie (SU) e a proteina transmembrana (TM) que ancora a proteina SU na membrana
plasmatica do envelope. A membrana interna do envelope é revestida pela proteina da matriz
(MA). O capsideo do HTLV-1 apresenta forma icosaédrica e € composto pela proteina do
capsideo (CA) e abriga o material genético associado a proteina do nucleocapsideo. No
interior do capsideo também se encontram a transcriptase reversa e a integrase (PROIETTI,
A.B. F. C,, 2006).

O genoma do HTLV-1 é composto por duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples senso positivo que contém 9032 nucleotideos. Semelhante a outros retrovirus, o
genoma do HTLV-1 possui 0s genes gag, env e pol, além da regido px que contém os genes
regulatorios tax e rex. O genoma do HTLV-1 € flanqueado por sequéncias de repeticdes
terminais longas (LTR — long terminal repeat) que sdo fundamentais para a integracdo do
genoma viral no genoma do hospedeiro, assim como para a regulacdo da transcricdo do
genoma viral. O gene env codifica a proteina de superficie (SU) e a proteina transmembrana
(TM), que séo responsaveis pela ligacdo e fusdo a membrana celular durante a entrada do
virus na célula do hospedeiro. O gene gag codifica as proteinas estruturais nucleocapsideo
(NC), capsideo (CA) e matrix (MA). As enzimas transcriptase reversa, responsavel pela

sintese de DNA viral a partir da molécula de RNA, intergrase, que promove a integracdo do
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DNA viral no DNA do hospedeiro, e protease sdo codificadas pelo gene pol (PROIETTI, A.
B. F. C., 2006).

A regido px do genoma do HTLV-1 é uma sequéncia Unica deste retrovirus que
contém quatro ORFs (Open reading frame) e codifica as proteinas regulatorias e acessorias. A
ORF | codifica as proteinas p12 e p8, enquanto a ORF Il codifica as proteinas p13 e p30. As
proteinas acessérias contribuem para a manutencdo de altas cargas provirais, infectividade
viral, regulacdo da transcricdo génica e ativacdo celular (BINDHU; NAIR; LAIRMORE,
2004). A principal proteina regulatéria do HTLV-1 € tax, codificada pela ORF IV. Tax
interage com fatores celulares e com a regido LTR, sendo essencial para a replicacéo e
infectividade viral (FELBER et al.,1985; LEUNG; NABEL, 1988). Através da interacdo
com fatores de transcricdo celulares, como a proteina CREB, NF-KB e AP-1, a proteina tax
promove aumento da expressao de genes de varias citocinas, receptores e proto-oncogenes
envolvidos no crescimento e proliferacdo de células T (KIM, S. J. et al., 1990;
TSCHACHLER et al., 1993). Além disso, tax suprime a atividade de genes responsaveis pela
inibicdo do crescimento celular, podendo inibir a apoptose e o reparo do DNA (COPELAND
et al., 1994; JEANG et al., 1990;JIN; SPENCER; JEANG, 1998; MULLOQY et al., 1998).
Rex, codificada pela ORF Ill, é outra proteina regulatéria importante e atua a nivel pos-
transcricional transportando RNAs mensageiros virais do nlcleo para o citoplasma (YOUNIS;
GREEN, 2005).

A proteina HBZ (HTLV-1 basic leucinae ziper factor) é codificada pela fita negativa
do genoma do HTLV-1 a partir da LTR 3°. HBZ suprime a atividade transativadora de tax
sobre 0 genoma do provirus através da sua ligacdo com o fator de transcricio CREB,
reduzindo assim a expressdo viral (LEMASSON et al., 2007). J& foi descrito que, além da
proteina, 0 RNA de HBZ pode estimular a expressdo de varios genes celulares relacionados
com a proliferacdo de células T (ARNOLD et al., 2008; SATOU et al., 2006).

2.3 CICLO VIRAL

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfécitos T CD4*, mas a infecgdo de células T
CD8*, mondcitos e células dendriticas in vivo ja foi demonstrada (HANON et al., 2000;
JONES et al., 2008;KOYANAGI et al., 1993). O ciclo replicativo do HTLV-1 é semelhante
ao dos demais retrovirus. A adsorcdo € mediada pelas proteinas SU e TM do envelope viral e

os receptores da célula do hospedeiro. Até o momento, trés receptores celulares foram
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associados a entrada da particula viral: GLUT-1 (transportador de glicose 1), HSPG
(proteoglicano heparan-sulfato) e NRP-1 (neuropilina-1). Primeiramente, ocorre a ligacdo
entre a proteina SU do HTLV-1 com HSPG. Em seguida, hd a ligagdo com NRP-1 que
estabiliza o complexo. A fusdo do envelope viral com a membrana da célula é desencadeada
apos a associacdo de GLUT-1 ao complexo e entdo o cerne viral é introduzido no citoplasma
da célula.

Logo apos a entrada na célula, o genoma do HTLV-1 € transcrito reversamente pela
TR. Com a concluséo da transcricdo, o cerne viral € rompido e 0 DNA do HTLV-1 entra no
nacleo da célula. A integrase promove a insercdo do genoma do HTLV-1 no genoma da
celula hospedeira, formando o provirus. Este processo de integragdo do provirus finaliza a
fase precoce e inicia a fase tardia do ciclo de replicacdo do HTLV-1. Na fase tardia, a sintese
do RNA viral ocorre através dos mecanismos de reproducdo celular, utilizando o provirus
integrado como molde. A transcri¢do do provirus origina um longo transcrito primario que é
processado para gerar o RNA genémico e 0s mMRNAS. As proteinas virais sao sintetizadas nos

ribossomos, podendo ocorrer mudancas pos-traducionais.

2.4 EPIDEMIOLOGIA

O HTLV-1 esta presente ao redor do mundo, porém, diferentemente do HIV, a sua
distribuicdo se apresenta na forma de aglomerados, com é&reas de alta endemicidade
circundadas por areas vizinhas que frequentemente ndo apresentam o virus. A origem da
formacdo desses aglomerados ainda ndo esta esclarecida, mas acredita-se que seja, em parte,
decorrente do efeito fundador e também devido a persisténcia de alta taxa de transmissdo viral
(GESSAIN; CASSAR, 2012).

A prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 aumenta progressivamente com a idade,
principalmente em mulheres (CATALAN-SOARES,; PROIETTI; CARNEIRO-PROIETTI,
2001; DOURADO et al., 2003). Varios estudos tém relatado a prevaléncia mundial do
HTLV-1 em 10 — 20 milhdes de individuos infectados, porém esta estimativa foi feita com
dados de mais de 25 anos e provavelmente néo reflete mais a situagdo atual (HLELA et al.,
2009). Recentemente, Gessain e colaboradores estimaram a prevaléncia mundial em 5 a 10
milhdes de individuos infectados pelo HTLV-1 (GESSAIN; CASSAR, 2012). As principais
areas endémicas para 0 HTLV-1 sdo o sudoeste do Japao, ilhas do Caribe, Africa Equatorial,
Oriente Médio e América do Sul (PROIETTI et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo global da infec¢do pelo HTLV-1. Fonte: Jacobson, 2013

O Brasil € considerado o pais com o maior numero absoluto de individuos infectados
com 0 HTLV-1, com uma estimativa de 2,5 milhdes de infectados (CARNEIRO-PROIETTI
et al., 2002). O HTLV-1 encontra-se disseminado por todo o pais, apresentando distribuicdo
heterogénea com prevaléncias mais elevadas nas regifes norte e nordeste (CATALAN-
SOARES, B.; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2005) (Figura 2).
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Figura 2.Soroprevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1 em bancos de sangue dos 26 estados do Brasil e do
Distrito Federal. Fonte: Catalan-Soares, 2005.
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Em um estudo multicéntrico realizado em bancos de sangue, a cidade de Salvador
apresentou a maior prevaléncia do HTLV-1 (1,35%) (GALVAO-CASTRO et al., 1997). No
unico estudo de base populacional do Brasil, Salvador apresentou prevaléncia do HTLV-1 de
1,8% na populacdo em geral, sendo 2% em mulheres e 1,2% em homens (DOURADO et al.,
2003).

A transmissdo do HTLV-1 pode ocorrer através das vias sexual, parenteral e vertical.
A principal forma de transmissdo vertical € através da amamentacgédo, ocorrendo em 20% dos
filhos de mées infectadas e esta correlacionada com a carga proviral materna e com altos
titulos de anticorpos anti-HTLV-1 (KINOSHITA et al., 1984; URETA-VIDAL et al., 1999).
A transmissdo através da transfusdo sanguinea teve papel importante no passado quando os
bancos de sangue ndo realizavam a triagem para 0 HTLV-1. Outra via de transmissao
parenteral € por meio do compartilhamento de agulhas entre usuérios de drogas intravenosas.
J& a transmissao pela via sexual, estudos tem demonstrado maior eficicia de transmissdo de
homens para mulheres do que o inverso (LARSEN et al., 2000; MURPHY et al., 1989).

2.5 DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

O HTLV-1 ¢ o agente etioldgico da leucemia de células T do adulto (ATL) (HINUMA
et al., 1981), da mielopatia associada ao HTLV-1/ paraparesia espastica tropical (HAM/TSP)
(GESSAIN et al., 1985) e da uveite associada ao HTLV-1 (MOCHIZUKI et al., 1992).
Apesar de 95% dos individuos infectados pelo HTLV-1 ndo desenvolverem essas doencas ao
longo da vida, diversas outras doencas tem sido descritas com diferentes graus de associacdo
ao HTLV-1 (Quadro 1).
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Quadro 1. Doencas associadas a infeccdo pelo HTLV-1. Fonte: Gessain, 2012.

Doenca Associagéo

HAM/TSP ++++

ATL ++++

Uveite ++++

Dermatite infectiva +++

Polimiosite ++

Aurtrite associada ao HTLV-1 ++

Pneumonia infiltrativa ++

Sindrome de Sjogren +

++++, associagdo provada, +++ associagdo provavel, ++ e +, associacdo possivel.

A ATL é uma malignidade de células T CD4" com uma prevaléncia de 1 — 5% em
individuos infectados pelo HTLV-1 (MURPHY et al., 1989). Foi a primeira doenca maligna
identificada como causada por um retrovirus. O HTLV-1 ndo possui um oncogene no seu
genoma e o seu potencial oncogénico advém da atividade das suas proteinas regulatorias que
interferem na expressdo de genes responsaveis pelo controle da proliferacdo celular
(LEMASSON et al.,, 2007; YAO; WIGDAHL, 2000). A ATL apresenta quatro
apresentacfes clinicas: aguda, cronica, linfomatosa e indolente (smouldering), sendo
caracterizada pela infiltracdo de baco, linfonodos, pele e trato gastrointestinal, com a presenca
de células T com nucleo multilobulado conhecidas como flowercells. A forma mais grave da
ATL € a aguda, com evolucdo rapida para o 6bito e tempo de sobrevida em torno de seis
meses.

A mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) é uma
disfuncdo neuroldgica progressiva que resulta em paraparesia espastica com perda progressiva
da funcdo motora dos membros inferiores. Outros sintomas como disfuncéo erétil e intestinal,
incontinéncia urinaria e distarbios sensoriais nos membros inferiores ja forma relatados pelos
pacientes. A HAM/TSP acomete aproximadamente 1 — 5% dos individuos infectados pelo
HTLV-1, ocorrendo mais em mulheres que em homens com uma razdo de 2:1.

A patogénese da HAM/TSP ainda néo esta totalmente esclarecida, mas fatores virais e
do hospedeiro, como resposta imune e carga proviral, sdo fundamentais para o
desenvolvimento da doenca (BANGHAM; OSAME, 2005). Trés modelos tém sido propostos
para elucidar a patogénese da HAM/TSP: 1) células T CD8" citotoxicas HTLV-1 especificas
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atravessariam a barreira hematoencefalica e reconheceriam células gliais infectadas,
destruindo-as por citotoxicidade direta; 2) o mimetismo molecular entre a riboproteina nuclear
(hnRNP)-A1 e proteina viral tax resultaria em um processo inflamatorio autoimune causando
dano neuronal; 3) modelo do dano circundante, no qual linfocitos T CD4" infectados e
linfdcitos T CD8" especificos anti-tax atravessariam a barreira hematoencefalica e
produziriam grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias, resultando em dano ao SNC
(TAKENOUCHI; YAO; JACOBSON, 2004).

O diagnostico de HAM/TSP € baseado em uma lista de achados clinicos e
laboratoriais que devem estar presentes em individuos infectados pelo HTLV-1 e que foram
sistematizados em 1989, pela OMS (ORGANIZATION, 1989). Devido ao fato de muitos
pacientes ndo apresentarem a sindrome completa, mas apresentarem alteracdes sugestivas, De
Castro-Costa e colaboradores elaboraram uma diretriz revisada para diagnostico de
HAM/TSP. De acordo com a nova proposta, os pacientes podem ser classificados em
HAM/TSP possivel, provavel e definido, segundo os critérios de defini¢do diagnostica, sendo
uma ferramenta complementar para o diagnostico e acompanhamento dos pacientes. Os
pacientes com HAM/TSP possivel apresentam a sindrome completa ou incompleta, porém
outras causas de meilopatia ndo forma excluidas. Os pacientes com HAM/TSP provavel sdo
monossintomaticos (por exemplo, apresentam bexiga neurogénica ou apenas o sinal de
Babinski presente) porém outras causas de mielopatia foram excluidas. Os pacientes com
HAM/TSP definido preenchem os critérios estabelecidos pelo OMS(DE CASTRO-COSTA et
al., 2006) (Quadro 2).
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Quadro 2. Critérios de Belém para diagndstico de HAM/TSP.

Definid o

winarios e intesting s podem oundo estar presefites.

-

HTLV -1 positivo o sangue &'ou iquor.

3. Exclusdo de ouras patologias que se assemelhem a HAMTSP.

Provavel

estudo wrodinamico.

HTLV-1 positivo o sangne &'ou iquor.

3. Exclusdo de outras patologias que se assemelhem a HAMTSP.
Possivel

1. Apresentacdo clinica incompleta ou completa.

HTLV -1 positivo o sangue &'ou iquor.

3. As oufras patologias que se assemelham a HAM TSP nio foram excluidas.

1. Paraparesia espastica cromica, progressiva, ndo-remissiva com comprometimento suficients da
marcha que pode ser percebido pelo pacients. Sintomas ou sinais sensitivos podem ou ndo estar

presentes. Quando presentes, eles permanecem leves e sem niveis senstivos. Sinais ou sntomas

2. Presenca de anticorpos HILV-1 no soro e liguor, confirmado por Westernrblot e'ou PCE para

1. ApresentacBo monosintomatica: espasticidade ou hiperreflexia nos membros inferiores ou sinais de

Bahinsk isolado com ou sem sinais sensifivos leves, ou bexiga newrogénica, somente confirmada por

2. Presenca de anticorpos HTLV-1 no soro e'ou liquor, corfirmada por Western-blot e'ou PCE para

2. Presenga de amticorpos HTLV-1 no soro e'ou liquor, corfirmado por Westerni-blot e'ou PCR para

2.6 CARGA PROVIRAL

Os individuos infectados pelo HTLV-1 ndo apresentam virions extracelulares
detectaveis. Desse modo, a carga viral é quantificada como carga proviral (proporcdo de
células mononucleares periféricas que possuem o provirus do HTLV-1 integrado ao seu
genoma).

A carga proviral tem sido considerada um marcador para desenvolvimento das
doengas associadas ao HTLV-1. Diversos estudos demonstraram que individuos
assintomaticos apresentam carga proviral significativamente menor comparados aos
individuos sintomaticos (HISHIZAWA et al., 2004; MONTANHEIRO et al., 2005; NAGAI
et al., 1998; OLINDO et al., 2005). Um ponto de corte de 5% de células infectadas foi
determinado como o melhor valor para diferenciar individuos assintomaticos de pacientes

com HAM/TSP (Grassi, 2011). Porém, pode haver uma variacdo da carga proviralde até 1000
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vezesentreindividuos, de modo que ha sobreposicdo dos valores entre individuos
assintomaticos e sintomaticos (ASQUITH; BANGHAM, 2008).

Além de ser um fator de risco para desenvolvimento de HAM/TSP, diversos estudos ja
associaram a carga proviral a outras complicacdes clinicas, como uveite(ONO et al., 1995) e
artrite reumatoide (YAKOVA et al., 2005). Pacientes que perdem rapidamente as funcoes
motoras apresentam carga proviral maior que individuos com progressdo mais lenta
(MATSUZAKI et al., 2001). A coinfeccdo do HTLV-1 com Strongyloidesstercoralis também
estd associada com alta carga proviral, devido aos antigenos do S. stercoralis induzirem a
proliferacdo policlonal das células infectadas pelo HTLV-1 (SATOH et al., 2003). Em outro
estudo, carga proviral maior que 100.000 cdpias/10° PBMC foi associada & presenca de
ceratoconjutivite seca (CASTRO-LIMA VARGENS et al., 2011).

De acordo com o modelo de evolucdo da carga proviral proposto por Grant e
colaboradores, durante a infeccdo primaria, ocorre inicialmente um pico da carga proviral no
sangue periférico seguido de uma queda em consequéncia da resposta do sistema imune,
mantendo a carga proviral equilibrada durante o periodo de laténcia clinica. A qualidade da
resposta imune do hospedeiro determinara se a carga proviral ira se manter em equilibrio, e
desse modo o portador permaneceria assintomatico, ou aumentar continuamente,elevando o
risco de desenvolver HAM/TSP. Apds o estabelecimento da doenca, a carga proviral alcanca
um novo platé e mantém-se com pouca variagdo ao longo da doenga (GRANT et al., 2002).

A carga proviral é mantida principalmente pela proliferacdo dos linfécitos TCD4" de
memoria. Esta proliferacdo é resultado da atividade transativadora de tax que estimula a
expressao de genes, como c-fos, IL-2, IL-2R, TGF-B, que induzem a proliferagdo celular.
Portanto, quanto maior a expressao de tax, maior tende a ser a carga proviral. Por outro lado, a
expressao de tax também expbe as células infectadas ao sistema imune, resultando na
destruicdo destas células e consequente diminuicdo da carga proviral. Dessa forma, o
equilibrio entre esses dois fatores opostos ira determinar o nivel da carga proviral ASQUITH;
BANGHAM, 2008).

O controle da carga proviral do HTLV-1 depende de fatores virais e do hospedeiro.
Estudos realizados na década de 90 ndo encontraram associacdo entre genétipos do HTLV-1 e
manifestacdes clinicas (DAENKE et al., 1990; KOMURIAN; PELLOQUIN; DE THE,
1991). Devido a diferenca entre a sequéncia do HTLV-1 entre os individuos infectados ser
limitada, acredita-se que as diferencas genéticas do hospedeiro sejam responsaveis pelos

diferentes desfechos da infecgdo. Existem evidéncias que um dos principais determinantes da
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carga proviral e do risco de desenvolver HAM/TSP é a resposta dos linfocitos T CD8" (CTLS)
mediada pelo HLA de classe | aos antigenos do HTLV-1.

Em um estudo realizado na populacédo japonesa, Jeffrey e colaboradores demonstraram
que os alelos de HLA-A*02 e HLA-C*08 foram associados a menor risco de desenvolvimento
de HAM/TSP e menor carga proviral nos individuos assintomaticos. Por outro lado, o alelo
HLA-B*54 foi associado a maior susceptibilidade a HAM/TSP e maior carga proviral em
pacientes com HAM/TSP. Este mesmo grupo também observou que alelo de classe 1l HLA-
DR*0101, na auséncia do HLA-A*02, foi associado a maior chance de desenvolver HAM/TSP
(JEFFERY et al., 2000; JEFFERY et al., 1999). O efeito protetor dos alelos HLA-A*02 e
HLA-C*08 ndo foram encontrado sem outro estudo realizado no Ird, porém foi confirmada a
associacdo do HLA-DR*0101 com susceptibilidade a HAM/TSP, na auséncia de HLA-A*02(
SABOURI et al., 2005). No Brasil, Catalan Soares observou que o alelo HLA-A*02 foi mais
frequente em individuos assintomaticos, e na auséncia deste, o alelo HLA-C*07 foi associado
a presenca de HAM/TSP (CATALAN-SOARES, B. C. et al., 2009). A diferenca nos
resultados encontrados nestes estudos, poderia ser decorrente das diferencas dos perfis
genéticos encontradas nestas regides.

Em concordéncia com o efeito protetor do alelo HLA-A*02, Macnamara e
colaboradores demonstraram que alelos preditos de ligar fortemente a proteina viral HBZ,
incluindo o alelo HLA-A*02, foram associados a menor carga proviral e a menor
susceptibilidade a HAM/TSP (MACNAMARA et al., 2010).

2.7 CELULAS NK (NATURAL KILLERS)

As células NK sdo componentes da imunidade inata e correspondem a primeira linha
de defesa contra diversos tipos de patdgenos, incluindo virus, bactérias e fungos (BAR et al.,
2014; CERWENKA,; LANIER, 2001). Elas foram inicialmente descritas como grandes
linfocitos granulares com citotoxicidade natural contra células tumorais. Posteriormente, as
células NK foram reconhecidas como uma linhagem linfocitica distinta com capacidade
citolitica também contra células infectadas por virus. Além disso, as células NK podem liberar
citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas envolvidas nos eventos precoces das respostas
inflamatérias (VIVIER et al., 2011).

Embora as células NK compartilnem algumas caracteristicas com as células T, elas

ndo expressam TCR (receptor de células T) nem a molécula acessoria CD3. Os principais
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marcadores de células NK sdo CD56, uma isoforma da molécula de adeséo celular (NCAM),
e CD16, um receptor para a porcao Fc de IgG (CALIGIURI, 2008). De acordo com o nivel de
expressdo de CD56, as células NK podem ser divididas em NK CD56%™ e NK CD56""¢",
Aproximadamente 90% das células do baco e do sangue periférico sdo CD56%™ CD16". Estas
celulas apresentam uma potente atividade citotoxica e também produzem rapidamente IFN-y,
bem como outras citocinas do tipo | e quimiocinas apds a ativacao através de seus receptores
de ativacdo (BRYCESON et al., 2006; DE MARIA et al., 2011). Por outro lado, as células
NK CD56°"9" CD16  estdo principalmente localizadas nos linfonodos e 6rgdos linfoides
secundarios, e possuem pouca atividade citotéxica. Acredita-se que as células NK CD56"9"
sejam responsaveis pela producdo de longa duragdo de citocinas e quimiocinas,
principalmente IFN-y e TNF (CALIGIURI, 2008).

A atividade citotdxica das células NK é mediada pela liberacdo de granulos liticos
contendo granzima e perforina. A perforina age formando poros na membrana celular das
células alvo que alteram a permeabilidade celular, culminando na lise osmética. J& a granzima
pertence a uma familia de serina-proteases, sendo a granzima B a principal enzima pré-
apoptotica desta familia. Ela age através da sua atividade semelhante a caspases que cliva a
molécula Bid, um membro da familia pré-apoptotica Bcl-2, e clivando parcialmente algumas
caspases, induz a morte celular por apoptose (TRAPANI, 2001).

A funcdo das células NK é regulada pelo balanco de sinais dos receptores de ativagdo
e inibicdo presentes na superficie celular (Figura 3). Nos Gltimos 20 anos, houve um grande
avanco no conhecimento da funcdo das células NK. Diversos receptores, tanto de ativacao
quanto de inibicdo, foram descobertos e acredita-se que o equilibrio de sinais gerados por
estes receptores regulem a destruicdo de células alvo, como também sdo responsaveis pela
tolerancia ao proprio (CHEENT; KHAKOO, 2009).
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Figura 3. Receptores das células NK e seus supostos ligantes. BAT-3, transcrito 3 associado a HLA-B;
CRTAM, molécula associada a células T restritas a classe I; HA, hemaglutinina; HLA-E, antigeno de
histocompatibilidade de classe | cadeia alfa E; 1gG, imunoglobulina G, LFA-1, antigeno associado a funcéo de
leucocitos 1; LLT1, transcrito semelhante a lectina 1; TIGIT, imunoglobulina de células T e dominio ITIM.
Fonte: Chan, 2014.

Os principais receptores de ativacdo das células NK sdo os receptores de
citotoxicidade natural (NCR) NKp30, NKp44 e NKp46, o receptor da familia semelhante a
lectina do tipo-C NKG2D, CD16 (receptor de Fc de baixa afinidade) e 2B4, que pode ter
funcdo tanto de ativacdo quanto de inibicdo (CHEENT; KHAKOO, 2009; PAROLINI et al.,
2000). De maneira geral, os receptores de ativacdo monitoram mudancas no nivel de
expressao de seus ligantes que séo induzidos pelo estresse celular. Estes ligantes séo proteinas
proprias que sdo raramente expressas em células normais, mas séo hiperexpressos em células
tumorais ou infectadas por virus (THIELENS; VIVIER; ROMAGNE, 2012).

Os receptores KIR e 0 CD94/NKG2A sdo os principais receptores de inibicdo que
regulam a atividade das celulas NK atraves do reconhecimento de MHC de classe | proprio.
Os ligantes para os receptores KIR de inibicdo sdo as moléculas de HLA classicas (HLA-A,
HLA-B e HLA-C), enquanto CD94/NKG2A reconhece a molécula de HLA-G carregada com
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a sequéncia lider do HLA-A, B ou C. Além de controlar a funcdo das células NK, os
receptores inibitorios especificos para MHC de classe | também sdo cruciais para a
maturacdo, estado funcional das células NK e tolerancia (KIM, S. et al., 2005; ORR;
LANIER, 2010). As células NK reconhecem e destroem células que apresentam diminuicdo
ou perda da expressdo de MHC-1, como ocorre em infecgdes virais e tumores (LJUNGGREN;
KARRE, 1990).Por outro lado, células NK de animais deficientes de MHC de classe | ndo sdo
autorreativas e nao rejeitam células deficientes em MHC de classe |, apesar de apresentarem
ligantes de ativacdo (HOGLUND et al., 1991; LIAO etal., 1991).

2.8 RECEPTORES KIR

Os receptores KIR sdo considerados os principais receptores que controlam a funcdo e
o0 desenvolvimento das células NK (LANIER, 1998; LONG et al., 2001;MORETTA et al.,
2001; VILCHES; PARHAM, 2002). Os genes que codificam os receptores KIR formam uma
familia multigénica que ocupa uma regido de 150 kb, contida no complexo de receptores de
leucécitos (LRC) no brago curto do cromossomo 19913.4 (BIASSONI et al., 2003). A
familia KIR compreende 15 genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A,
KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1,
KIR3DL2,KIR3DL3 e KIR3DS1) e dois pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1)
(RAJALINGAM, 2012). A estrutura basica apresentada pelos genes KIR é uma unidade de
nove éxons que representa o gene ancestral (Figura 4), sendo que cada gene KIR pode conter
de 4 a 9 éxons(UHRBERG et al., 1997). Os éxons 1 e 2 codificam as sequéncias lider e os
dominios extracelulares (D0, D1 e D2) sdo codificados pelos éxons 3, 4 e 5. O éxon 6 codifica
a cauda, que fica situado entre o dominio extracelular e a membrana, enquanto que a porcao
transmembrana é codificada pelo éxon 7 e a cauda citoplasmatica pelos éxons 8 e 9 (WILSON
et al., 2000).0s genes apresentam grande similaridade de sequéncia (ABI-RACHED;
PARHAM, 2005; MARTIN, A. M. et al., 2004).
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Figura 4. Representacéo do gene ancestral de KIR. Fonte: Barishova, 2006.

A familia destes receptores é composta por 14 receptores que desencadeiam sinais de
ativacdo (3DS1, 2DS1-5), inibicdo (3DL1-3, 2DL1-3 e 2DL5) ou ambos (2DL4) (WILSON et
al., 2000).

A nomenclatura dos receptores KIR é baseada no numero de dominios extracelulares
semelhantes a imunoglobulinas (2D e 3D) e de acordo com o tamanho da cauda
citoplasmatica, S para cauda curta e L para cauda longa (Figura 5) (BASHIROVA et al.,
2006). Os receptores KIR3D possuem, obrigatoriamente, os dominios DO, D1 e D2, enquanto

que os KIR2D podem ter os dominios D1 e D2 (Tipo I) ou DO e D2 (Tipo II) (VILCHES;
PANDO; PARHAM, 2000).
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\ : v, 5, : A
Inibicao ativacao

Figura 5. Dominios extracelulares dos receptores KIR: DO, D1 e D2. As caudas citoplasmaticas poder ser curtas
(S) de ativacdo ou longas (L) de inibigdo. Fonte: Barishova, 2006.

A cauda citoplasmatica e a porcao transmembrana sdo responsaveis pela atividade
funcional do receptor. A cauda citoplasmatica longa é associada a motivos ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based inhibition Motifs) que libera um sinal de inibicdo para a

célula. Este sinal de inibicdo € decorrente da fosforilagdo de um residuo de tirosina que
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promove o recrutamento de (SHP-1 e SHP-2), que promovem a desfosforilagdo de substratos
proteicos de tirosina quinases relacionadas a ativacdo das células NK (BARROW;
TROWSDALE, 2006; BILLADEAU; LEIBSON, 2002).

Por outro lado, os receptores de ativacdo possuem motivos ITAMs (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motifs) no seu dominio transmembrana que se associam com a
molécula adaptadora DAP-12. A interacdo desses receptores com seus ligantes resulta no
recrutamento das tirosinas quinases SyK e ZAP-70 pelos ITAMs, resultando na reorganizacéo
do citoesqueleto para liberacdo de granulos e também na transcricdo de genes de citocinas e
quimiocinas (BARROW; TROWSDALE, 2006; LANIER, 2008).

2.9 HAPLOTIPOS KIR

Existem dois grupos de haplotipos KIR, haplétipo do grupo A e do grupo B. Estes dois
grupos sdo diferenciados principalmente pelo nimero de genes para receptores de ativacdo
(MIDDLETON; CURRAN; MAXWELL, 2002). Cada individuo pode ter de 9 a 17 genes
KIR (SHILLING et al., 2002). Além da variacdo no conteddo e nimero de genes, 0s
haplotipos KIR apresentam polimorfismo alélico (SHILLING et al., 2002; UHRBERG et al.,
1997). Apesar da grande diversidade de contetdo génico, os genes KIR2DL4, 3DL2, 3DL3 e
3DP1 estdo presentes em virtualmente 100% dos hapldtipos KIR. A extremidade
centromérica dos hapléticos é flanqueada pelo loco KIR3DL3, enquanto que a extremidade
telomérica é flanqueada pelo KIR3DL2, além de dois loci centrais, o0 KIR3DP1 e KIR2DLA4.
Devido a isto, estes quatro genes sdo denominados de genes estruturais ou framework (LONG
et al., 2001). Ao contréario dos genes estruturais, a presenca dos outros 13genes é bastante
variavel. Os receptores KIR2DL2 e 2DL3 segregam como alelos do mesmo locus, do mesmo
modo que ocorre com KIR3DL1 e 3DS1, sendo que virtualmente todos os haplétipos irdo ter
KIR2DL2 ou 2DL3 e 3DL1 ou 3DS1(RAJALINGAM, 2012).

O haplétipo do grupo A é formado por nove genes e tem como principal caracteristica
possuir apenas um receptor de ativacdo, 0 KIR2DS4. Este gene possui um alelo nulo com
frequéncia populacional de 84% (MIDDLETON et al., 2002). Desse modo, alguns individuos
homozigotos para o haplétipo A podem ndo ter nenhum gene KIR de ativacdo expresso (HSU
et al., 2002). Além dos quatro genes estruturais, o haplétipo A possui os genes KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR2DPL1.
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Ao contrério do grupo A, os hapl6tipos do grupo B variam bastante em relacdo ao seu
conteddo génico e compreende varios genes que ndo estdo presentes no grupo A. O
haplotipoB é caracterizado pela presenca de um ou mais dos seguintes genes: KIR2DL5,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1.Desse modo, este grupo geralmente
possui mais genes de ativagdo do que o haplétipo A (UHRBERG; PARHAM; WERNET,
2002; WILSON et al., 2000).

As frequéncias do hapldtipos do grupo A e B séo bastante variaveis de acordo com a
populacéo de estudo (WHANG et al., 2005). O haplotipo do grupo A tem frequéncia de 75%
na populacdo japonesa (YAWATA et al., 2002), 13% em aborigenes australianos (TONEVA
et al., 2001) e frequéncia similar a do grupo B em caucasoides, apesar do grupo B possuir
maior variedade de subgrupos (HSU et al., 2002).

A variacdo do contetdo génico e a diversidade alélica dos genes KIR, além da elevada
heterozigosidade nas populagdes, torna a ocorréncia de duas pessoas nao-relacionadas a
possuirem 0 mesmo haplé6tipo KIR um evento bastante raro (SAMBROOK et al., 2006).

2.10 EXPRESSAO DE KIR

Os receptores KIR séo expressos em células NK e em alguns subtipos de células T
(UHRBERG et al., 2001). O nivel de expressdo de RNAm varia de acordo com o gene e
alelos KIR.A analise de expressao de RNAm e proteinas tem demonstrado que clones de
células ndo expressam todos os genes KIR que estdo presentes no seu genoma. O mecanismo
que regula a expressdao dos receptores KIR ndo é bem conhecido, mas 0s receptores sao
expressos aparentemente de maneira aleatéria (VALIANTE et al., 1997).

Apesar dos genes KIR apresentarem ampla diversidade, as regides promotoras destes
genes sdo altamente homologas, com mais de 90% de similaridade. Dessa forma, diversos
mecanismos epigenéticos tém sido propostos para explicar a expressao diferencial dos genes
KIR. A metilacdo de ilhas CpG é um dos principais mecanismos de regulacdo génica. Em um
estudo realizado por Santourlidis e colaboradores, foi observada correlagéo entre ilhas CpG
altamente metiladas e genes KIR ndo expressos, tanto em células NK de linhagem quanto em
células NK recém isoladas (SANTOURLIDIS et al., 2002). Segundo mecanismo proposto por
Chan e colaboradores, a quantidade de compostos de desmetilacdo durante o desenvolvimento
das células NK regula o padrdo aleatorio de metilacdo dos genes KIR e este padrdo

estabelecido € preservado nas geracdes subsequentes (CHAN et al., 2005).
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2.11 LIGANTES DOS RECEPTORES KIR

Os receptores KIR reconhecem como ligantes moléculas especificas de HLA de classe
I, que sdo codificados pelos genes altamente polimoérficos de MHC (CARRINGTON, M. A.
N., P., 2003). A figura 6 apresenta os ligantes dos receptores KIR. As moléculas de HLA-C
sdo os principais ligantes dos receptores KIR. Todos os aldtipos de HLA-C carreiam uma
valina (V) na posicdo 76, enquanto apresenta um dimorfismo na posi¢do 80, podendo ser
asparagina (N) ou lisina (K). Os al6tipos que possuem asparagina na posi¢do 80 (N80) sdo
denominados do grupo 1 (C*01, C*03, C*07 e C*08) e sdo os ligantes dos receptores de
inibicdo KIR2DL2/3. Por outro lado, os al6tipos que possuem lisina na posicdo 80 (K80)
pertencem ao grupo 2 (C*02, C*04, C*05, C*06 e C*15) e se ligam ao receptor KIR2DL1
(Figura 6).
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Figura 6. Receptores KIR e seus ligantes HLA de classe I. Fonte: Rajalingam, 2012.
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Os receptores KIR2DL2/3 também interagem com dois ligantes de HLA-B46 e B73,
que tém uma valina na posi¢do 76 e uma asparagina na posicao 80, e com alguns al6tipos de
HLA-C do grupo 2, C*0501 e C*0202 (MOESTA et al., 2008). Os sinais de inibicdo
desencadeados pela interacdo entre KIR2DL2/3 e HLA-C do grupo 1 sdo relativamente mais
fraca quando comparados aos sinais decorrentes da interacdo entre KIR2DL1 e HLA-C do
grupo 2 (MOESTA et al., 2008; WINTER et al., 1998).

As moléculas de HLA-B sdo classificadas sorologicamente em Bw4 e Bw6. Os
alotipos HLA-B Bw4 séo ligantes para o receptor KIR3DL1(GUMPERZ et al., 1995). Ndo ha
evidéncias que alttipos de HLA-B Bwé6 se liguem a algum receptor KIR, embora KIR3DL1
possa ter uma ligacdo de baixa afinidade com estes aldtipos (CARR; PANDO; PARHAM,
2005).

Os genes KIR e HLA segregam-se de maneira independente, de modo que é possivel
um individuo expressar um determinado receptor KIR e ndo ter o seu ligante, tornando o
receptor ndo-funcional (WILLIAMS; BATEMAN; KHAKOO, 2005).

4.13 KIR E INFECCOES VIRAIS

Infecgdes virais promovem a diminui¢&o dos niveis de expressdo de MHC de classe |
nas células infectadas como uma forma de escapar da resposta das células T CD8* citotdxicas,
porém as tornam susceptiveis a lise pelas células NK (JONCKER; RAULET, 2008). Diversos
estudos genéticos tem demonstrado a influéncia das interacdes KIR/HLA no desfecho de
varias doencas, como doencas autoimunes (MARTIN, M. P.; NELSON; et al., 2002),
infeccdes virais (COOK et al., 2006; KHAKOO et al., 2004; MARTIN, M. P.; GAO; et al.,
2002) e canceres (CARRINGTON, M. et al., 2005; NAUMOVA et al., 2005).

Individuos portadores do HIV com rapida progressdo para Aids foram associados a
presenca de KIR3DS1/HLA-BW4®'(MARTIN, M. P.; GAO; et al., 2002). Este estudo foi o
primeiro a demonstrar que um KIR de ativacdo tem significancia biolégica na imunidade
antiviral. Surpreendentemente, um subconjunto de alelos de KIR3LS1com alta expresséo e
alta capacidade de inibicdo em combinacéo com HLA-Bw4'™ foi associado com protecéo a
progressdo para Aids e a baixos niveis de carga viral (MARTIN, M. P.; GAO; et al., 2002).
Esse efeito protetor decorrente de um receptor de inibicdo pode ser atribuido a processo de
maturagdo mais eficiente durante o desenvolvimento das células NK KIR3DL1*, que resulta

em ativacdo mais forte dessas celulas NK.
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Na infecgdo pelo HCV, a combinagdo KIR2DL3 e HLA-C do grupo 1 em homozigose
foi associada com efeito protetor na infeccdo pelo HCV (KHAKOO et al., 2004; ROMERO
et al., 2008). Este efeito protetor foi associado a individuos infectados através do uso de
drogas intravenosas ou acidentes com perfuro cortantes, ou seja, infectados com baixo
indculo. Uma vez que KIR2DL3 se liga a HLA-C com afinidade menor em relagdo aos outros
receptores KIR de inibicdo (WINTER et al., 1998), acredita-se que seu efeito protetor na
infeccdo por HCV seja resultado dos sinais inibitérios mais fracos que sdao mais facilmente
superados pelos sinais de ativacao.

Em pacientes japoneses, a presenga do gene KIR2DL2 reforgava tanto o efeito protetor
do alelo HLA-C*08 quanto o efeito prejudicial do alelo HLA-B*54 na infeccéo pelo HTLV-1
(SEICH AL BASATENA et al.,, 2011). No entanto, no Peru estes resultados ndo foram
observados (TALLEDO et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a associagdo entre genes KIR2DL2, KIR2DL3 e genes de HLA-C do grupo | e
o diagndstico de HAM/TSP em pacientes infectados pelo HTLV-1 em Salvador, Brasil.

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia dos genes KIR2DL2 e KIR2DLS3;
e Comparar a carga proviral e prevaléncia de HAM/TSP nos subgrupos de pacientes

com genes KIR2DL2 e KIR2DL3 em presenca dos genes de HLA-C do grupo 1.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDOE OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Trata-se de um estudo corte transversal, envolvendo pacientes acompanhados no Centro de
HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. O CHTLV dispde de um banco de
amostras de DNA de 420 pacientes (280 Assintométicos e 140 com HAM/TSP), dos quais
cerca de 70% sdo do sexo feminino (cerca de 300 pacientes). Estas amostras foram
previamente coletadas e 0 DNA extraido utilizando o KitQiagem (QlAamp DNA BLOOD
Mini kit 250), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A concentracdo de DNA de
cada amostra foi determinada por espectrofotometria utilizando o Nanodrop TM 2000/2000c
(Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Foram incluidos 248 individuos infectados
pelo HTLV-1 com status clinico definido para os quais a genotipagem do HLA classe | foi
realizada em um projeto anterior. Todos os individuos infectados pelo HTLV-1 foram
previamente avaliados por um neurologista e classificados de acordo com o seu status clinico
em assintomatico (ASS), HAM/TSP-provavel (PB), HAM/TSP-possivel (PS) e HAM/TSP-
definido (D). O processo de selecdo dos pacientes esta ilustrado na figura 7. O presente
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz. Consentimento livre e

esclarecido foi obtido de todos os participantes do estudo.
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420 pacientes
infectados com HTLV-1

Pacientes excluidos:

* 93 pacientessem

genotipagem do HLA de classe |

327 pacientes
infectados com HTLV-1

Pacientes excluidos:
*3 paclentes co-infectados
comHIV e HBV

* 1 paciente co-infectados com
HIV

*3 pacientes com dados

insuficientes
* 72 pacientes sem amostra de
DNA disponivel

248 pacientes
infectados com HTLV-1

Figura 7. Fluxograma de selecéo dos pacientes infectados pelo HTLV-1.

4.2 QUANTIFICACAO DA CARGA PROVIRAL DO HTLV-1

A carga proviral do HTLV-1 foi realizada através do método de quantificagdo absoluta
por PCR em tempo real utilizando sondas TagMan (DEHEE et al., 2002). A albumina foi
utilizada como gene enddgeno. Para a obtengdo de curva padrdo para a alboumina e HTLV-1
foi utilizado o plasmideo pc DNA 3,1 (Invitrogen, Groningen, The Netherlands), que tem uma
dupla insercdo, uma porcdao do intron do gene da albumina humana (na posicdo 15758 —
16940, GenBank numero do acesso M12523) e do gene pol do genoma do HTLV-1 (na
posicdo 4708 — 4953, GenBank numero de acesso J02029). O plasmideo foi diluido
seriadamente em fator de 10 a partir de 10’. Para a realizacdo da curva foi utilizada apenas as
concentracdes de 10° a 10 copias/pL.

Para quantificacdo do HTLV-1 foram utilizados seguintes primers direcionados para o
gene  pol, SK110 (5-CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3) e SK111  (5-
GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT-3). Enquanto que para a quantificacdo da albumina
humana foram utilizados os primers Alb (5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3) e Alb-AS
(5-AAACTCATGGGAGCTGCT GGTT-3). A sonda interna TagMan da albumina foi a 5-
CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC-3 com o reporter dye FAM (6-carboxy
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fluorescein), enquanto que a do HTLV-1 foi a 5-
CTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGGA-3 com o reporter dye VIC. As duas sondas
continham o quencher dye TAMRA (6-carboxy tetramethylrhodamine).

O mix de PCR com volume total de 25uL para Albumina ou HTLV-1 continha 4pL do
DNA extraido (concentragdo 50 - 100 ng/uL), 2,25 uL (concentracdo de 10 uM de cada) para
os primers SK110 e SK111 ou Alb-S e Alb-AS, 1,25 uL da sonda (na concentragéo de 5uM
de cada), para HTLV-I ou albumina, 12,5 uL do TagMan Universal PCR Master Mix. Todos
os reagentes do PCR foram adquiridos da Applied Biosystems(Foster City, California, EUA).

Para a amplificacdo do DNA do HTLV-1 e albumina, apés um ciclo de 50 °C por 2
minutos, seguido de outro ciclo de 95 °C por 10 minutos, duas temperaturas sdo utilizadas: 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 65 °C por 45 ciclos. Os dados da amplificacdo sdo analisados

utilizando ABI Prism 7700 Sequence Detector System (Perkin—Elmer Applied Biosystems).

4.3FREQUENCIA DOS GENES KIR2DL2 E KIR2DL3

A presenca dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 foi determinada por PCR em tempo real
com o método de incorporacdo de SYBR Green. O quadro 2 apresenta os primers que foram
utilizados para os genesKIR2DL2 e KIR2DL3.

Quadro3.Primers utilizados para amplificacdo dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 (VILCHES et
al., 2007).

Gene Sentido Sequéncia 5' - 3' Tamanho do fragmento
Direto AAACCTTCTCTCTCAGCCCA
KIR2DL2 142 pb
Reverso GCCCTGCAGAGAACCTACA
Direto AGACCCTCAGGAGGTGA
KIR2DL3 156 pb

Reverso CAGGAGACAACTTTGGATCA

O mix da PCR teve um volume final de 25 pL, contendo 12,5 pL do 2X SYBR Green
PCR Master Mix, 0,5 puL de cada primer na concentragdo de 10 uM, 2,5 pyL da amostra de
DNA (concentragédo 50 - 100 pL) e 9 puL de agua livre de RNAse. Os ciclos da reacdo foram
compostos por uma etapa inicial de desnaturagdo a 95°C por 10 minutos, seguida por 45
ciclos com uma etapa de 94°C por 20 segundos e outra etapa a 60°C por 40 segundos. Apds

os 45 ciclos, foi realizada uma curva de melting para verificar a especificidade da rea¢do.Os
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dados da amplificagéo sdo analisados utilizando ABI Prism 7700 Sequence Detector System
(Perkin—Elmer AppliedBiosystems).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia de cada gene foi estimada por contagem direta. O teste exato de Fisher foi
utilizado para comparar as proporcdes dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 entre 0s grupos
assintomaticos e HAM/TSP-PS, -PB e -D. A mediana da carga proviral dos subgrupos de
pacientes que apresentam os genes KIR2DL2 e KIR2DL3 em presenca das moléculas de HLA-
C do grupo 1foi comparada utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Um valor de p<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. O programa SPSS Statistics 17.0foi utilizado para

realizar os calculos estatisticos.
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5. RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as principais caracteristicas clinicas dos 248 individuos incluidos
no estudo. No geral, o sexo feminino foi predominante em todos 0s grupos clinicos, com
frequéncia aproximada de 70%. A mediana da idade do grupo assintomatico (49 anos) foi
estatisticamente menor quando comparado aos grupos com diagnéstico de HAM/TSP-PS e —
D. A carga proviral do HTLV foi estatisticamente maior nos grupos com HAM/TSP (PS, PB

e D) comparado ao grupo assintomatico.

Tabela 1. Caracteristicas Gerais dos pacientes infectados pelo HTLV-1 assintomaticos e com
diagnostico de HAM/TSP de acordo os critérios de Belém (Possivel, Provavel e Definido)
(n=248) (DE CASTRO-COSTA et al., 2006)

HAM/TSP
Assintomatico Possivel Provavel Definido Valor de
n=161 n=20 n=24 n=43 P
Mulheres,
n(%) 117 (72,6) 14 (70,0) 15 (62,5) 30 (69,7) 0,777%
Idade,
mediana 49 61,5 54,5 57 <0.001°
(variacéo) (13-90) (41-178) (21-87) (35— 84) ’
Carga
rnr;;/:;ﬁ; 11 3.4 88 11,6 <0,001°
(percentil) (0,06 — 4,6) (0,7-8,2) (4,3-15,2) (6,3-19,5)

Dados representam a mediana; a= Qui-quadrado; b= Kruskal-Wallis

As frequéncias dos genes KIR2DL2 e 2DL3 nos pacientes infectados pelo HTLV-1
foram de 84,3% e 96,8%, respectivamente. As frequéncias dos genes KIR2DL2 e 2DL3 foram
semelhantes entre os individuos assintométicos e com HAM/TSP,tanto isoladamente tanto em

associagdo com os seus ligantes, os alelos de HLA-C do grupo 1 (Tabela 2).



Tabela 2. Frequéncia dos genes KIR2DL2 e 2DL3 e associacdo com os alelos de HLA-C do
Grupo 1 (n=248) em pacientes infectados pelo HTLV-1 de acordo com o diagndstico clinico

HAM/TSP

TOTAL ASS PS PB D
n (%) n (%) n(%) n(%) n(%)

2DL2 209 (84,3) 134 (83,2) 15 (75,0) 22 (91,7) 38(88,4)
2DL3 240 (96,8) 157 (97,5) 20 (100,0) 22 (91,7) 41 (95,3)
2DL2+2DL3 202 (81,4) 131 (81,4) 15 (75,0) 20 (83,3) 36 (83,7)
2DL2+HLA-C1 156 (62,9) 103 (64,0) 12 (60,0) 16 (66,7) 25 (58,1)
2DL3+HLA-C1 181 (73,00 119(73,9) 16 (80,0) 17 (70,8) 29 (67,4)

ASS: Assintomatico, PS: Possivel, PB: Provavel, D: Definido.
HLA-C grupo-1: C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 e C*16.
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Em relacdo a associacdo entre a presenca dos genes KIR2DL2 e 2DL3 e carga proviral

(Tabela 3), menor carga proviral foi encontrada nos pacientes com diagndstico de HAM/TSP

possivel com o gene 2DL2(2,8%) comparado ao grupo de pacientes que ndo apresentavam o

genotipo (19,2%) (p=0,001).

Tabela 3. Carga Proviral dos pacientes infectados com HTLV-1 de acordo com a presenca dos

genes KIR2DL?2 e 2DL3.

HAM/TSP
TODOS ASS PS PB D
2DL2 (n=248) (n=161) (n=20) (n=24) (n=43)
+ 2,6 1,1 2,8* 8,6 12,8
(0,2-10,0) (0,08-37)  (0,3-43) (4,2-127) (6,2 - 20,3)
- 5,7 0,3 19,2* 21,8 8,2
(0,1-11,0) (0-6,7) (86-30,0)  (209-227)  (7.4-116)
2DL3
+ 2,9 11 34 9,7 11,1
(0,2-10,2) (0,06-48)  (0,7-82) (4,4 -15.8) (6,2—19,5)
- 3,6 0,2 4,7 15,7
(0,2-8,9) (0,07 -1,9) (35-5,9) (11,8 - 19,5)
2DL2 e 2DL3
+ 2,5 11 2,8* 8,8 12,4
(0,2-10,0) (0,09-37)  (0,3-43) (43-137) (5,8 - 20,3)
- 5,6 0,2 19,2* 13,3 11,6
(0,1-11,6) (0-57) (8,6 — 30,0 (47-218) (7,8 -13,0)

Dados da carga proviral representam a mediana em porcentagem de células mononucleares infectadas
pelo HTLV-1. ASS: Assintomético, PS: Possivel, PB: Provavel, D: Definido.

Mann-Whitney *p=0,001
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Quando avaliamos a associacdo entre o gene KIR2DL2 e a presenca de um dos alelos
do HLA-C do grupo 1, observamos menor carga proviral (2,1% de células infectadas)
naqueles que tinham os dois gendtipos, quando comparados aos individuos com apenas o
gene KIR2DL2 (5,0% de células infectadas) (p=0,013) (Tabela 4). No entanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes quando a andlise foi realizada
estratificando-se os grupos de acordo com o status clinico.

Tabela 4. Influéncia da associacdo dos genes KIR2DL2 e 2DL3 e alelos de HLA-C do grupo
1 sobre a carga proviral.

HAM/TSP
TODOS ASS PS PB D

2DL2 + (n=209) (n=134) (n=15) (n=22) (n=38)
HLA-C1 + 2,1* 0,7 2,9 7.9 11,0

(0,1-8,0) (0,07-33) (0,1-43) (3,8 - 13,6) (4,6 — 19,5)

HLA-C1 - 5,0* 2,2 1,2 8,8 16,7

(09 -137) (02-79) (11-24) (5,9-12,7) (8,5 - 20,3)
2DL2 +
HLA-C*07 + 2,2 0,2%* 1,8 4,27 12,3

(0,07 -6,2) (0-3,3) (0,2-3,8) (3,5—11,6) (6,2—23,2)
HLA-C*07 - 2,6 1,4%* 2,8 8,97 12,7

(0,3-11,0) (02-47) (05-3,9) (7,3-15,7) (6,9 —19,3)
2DL3 + (n=240) (n=157) (n=20) (n=22) (n=41)
HLA-C1 + 2,5 0,9 3,6 10,6 11,0

(0,1-9,8) (0,05-4,1) (0,3-11,9)  (4,2-20,9) (6,2—19,0)
HLA-C1 - 45 2,1 2,4 8,9 15,1

06-110) (01-77) (L1-57) (86-127)  (69-2009)

Dados da carga proviral expressos em porcentagem de PBMC infectado pelo HTLV-1.

ASS: Assintomatico, PS: Possivel, PB: Provavel, D: Definido.

HLA-C grupo-1: C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 e C*16 (KULKARNI; MARTIN;
CARRINGTON, 2008)

Mann-Whitney *p=0,013; **p=0,03; $p=0,051

Tanto os individuos assintomaticos quanto os com HAM/TSP-Pb que apresentavam o
gene KIR2DL2 em associacdo com o alelo HLA-C*07 tiveram carga proviral menor
comparado aos individuos com o gene KIR2DL2 isolado. Em relacdo ao gene KIR2DL3,
cargas provirais similares foram observadas tanto na presenca quanto auséncia dos alelos de
HLA-C do grupo 1.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez associagao protetora entre a presenca
do gene do receptor KIR2DL2 e de algum dos alelos dos seus ligantes HLA-C do grupo 1,
sendo que menor carga proviral do HTLV-1 foi observada nos pacientes que apresentavam
esta combinacdo. Além disso, reducdo da carga proviral também foi observada no grupo de
individuos assintomatico que tinham o gene KIR2DL2 e o alelo HLA-C*07. Os individuos
com HAM/TSP provével que também tinham essa combinacdo apresentaram carga proviral
menor, porém a diferenca ficou no limite da significancia estatistica (p=0,051).

A frequéncia do gene KIR2DL2 é bastante heterogénea no Brasil. J& foi descrita a
frequéncia de 75% em uma populacéo de Belém (PEDROZA et al., 2011), enquanto que em
um estudo realizado em Rondonia foi observada frequéncia de 26,1% para o KIR2DL2
(SINGLE et al., 2007). Esta diferenca exemplifica a grande diversidade genética presente na
populacdo brasileira, fruto da colonizacdo heterogénea e migracdo continua da populacdo. Em
relacdo ao gene KIR2DL3, sua distribuicdo mundial € mais homogénea e frequéncias similares
a encontrada neste estudo ja foram reportadas em Rondonia (97,8%)e Amaz6nia (93,8%)
(SINGLE et al., 2007).

Para verificar se a associacao observada entre os genes KIR2DL2 e HLA-C do grupo 1
e a carga proviral era decorrente apenas do efeito do HLA-C*07, a analise foi repetida
excluindo-se os individuos que apresentavam o HLA-C*07. Surpreendentemente, 0 mesmo
efeito foi observado, portadores dos genes KIR2DL2 e algum dos alelos de HLA-C do grupo 1
apresentaram uma menor carga proviral que os portadores apenas de KIR2DL2 (p=0,048).

Um achado interessante neste estudo foi que a reducdo da carga proviral, na presenca
da associacdo do gene KIR2DL2 e o alelo HLA-C*07, foi observada em individuos
assintomaticos. Os individuos assintomaticos sdo aqueles que ndo apresentam as doencas
associadas ao HTLV-1, embora possam apresentar alteracbes reumatoldgicas, neuroldgicas
como parestesias, disfuncéo erétil entre outros (CASKEY et al., 2007). Poder-se-ia especular
que a associacao entre os receptores KIR2DL2 e de seus ligantes (alelos do HLA de classe |
do grupo C), teria um efeito protetor reduzindo a carga proviral e protegendo contra o
desenvolvimento das doengas associadas. Individuos com HAM/TSP apresentam carga
proviral mais elevada em comparacdo a individuos assintomaticos (NAGAI et al., 1998). Um
ponto de corte de 5% de células infectadas foi descrito como o melhor valor de carga proviral
para diferenciar individuos assintomaticos de pacientes com HAM/TSP(GRASSI et al.,

2011). No entanto, o desenho de corte transversal do presente estudo ndo permite avaliar essa
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inferéncia. Estudos prospectivos devem ser conduzidos com maior nimero de individuos para
avaliar se a associacdo entre KIR2DL2 e algum dos seus ligantes é um fator protetor para o
desenvolvimento de doenca associada.

AssociacOes entre os genes KIR e HLA podem influenciar o desfecho de infeccbes
virais. De maneira geral, gendtipos que teoricamente predispdem menor inibicdo e maior
ativacdo podem ser benéficos contra infecgdes virais, enquanto que gendtipos de ativacao
representam um risco para doencas autoimunes e neoplasias que estdo associados a
inflamacéo localizada, como o cancer cervical (BASHIROVA et al., 2006). Na infeccédo pelo
HIV, individuos que apresentam a combinacdo dos genes KIR3DS1 e de seu ligante HLA-B
Bw4**'apresentam progressdo mais lenta para AIDS, menor carga viral e protecdo contra
infeccbes oportunistas (MARTIN, M. P.; GAO; et al., 2002; QI et al., 2006). Em
concordancia com o suposto efeito protetor de um gene KIR de ativacdo em infecgbes virais,
0 gene KIR3DS1 em combinacdo com os alelos HLA-Bw4 demonstrou efeito protetor
associado com a resolucdo da infeccdo pelo virus da hepatite C(HCV) (KHAKOO et al.,
2004).

Interessantemente, estudos também tém demonstrado associacdes protetoras entre
genes KIR de inibi¢do e seus ligantes em infecg¢des virais. Um estudo realizado na mesma
coorte na qual foi demonstrada a associacdo entre KIR3DS1 e HLA-Bw4, demonstrou que
aldtipos do KIR3DL1 que possuem uma alta expressdo, KIR3DL1*h, juntamente com seus
ligantes HLA-Bw4®"', estavam associados a uma menor carga viral e progressdo mais lenta
para AIDS comparados a individuos que possuiam outros al6tipos KIR3DL1/HLA-B
(MARTIN, M. P. et al., 2007). Os genes KIR2DL3 e HLA-C do grupo 1 em homozigose
também tiveram um efeito protetor, sendo associado a resolu¢do da infeccdo pelo HCV
(KHAKOO et al., 2004). Basatena e colaboradores observaram que o gene KIR2DL2
reforcava o efeito dos genes de HLA na infeccdo pelo HTLV-1 e HCV. Em individuos
infectados pelo HTLV-1, a presenca do gene KIR2DL2 reforcava tanto o efeito protetor do
alelo HLA-C**08 quanto o efeito prejudicial do alelo HLA-B*54. Diferentemente do nosso
estudo, este trabalho de Basatena ndo observou associacdo entre o gene KIR2DL2 e os alelos
de HLA-C do grupo 1 de forma geral, a associacdo foi detectada apenas com o alelo HLA-
C*08. Alem disso, o subtipo do HLA-C*08 mais frequente neste estudo realizado na
populacédo japonesa foi o0 HLA-C*0801, que se liga muito fracamente a KIR2DL2 (WINTER
et al., 1998). Devido a isto, entre outros fatores, 0s autores propdem que o efeito observado do

gene KIR2DL2 seja decorrente da sua expressdao em células T CD8" e ndo em células NK.
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Nossos resultados demonstram a associagdo do genes KIR2DL2 com os seus ligantes HLA-C
do grupo 1, e assim, suporta possivel efeito das células NK no controle da carga proviral.

Apesar da associacdo protetora entre um receptor KIR de inibicdo e seu ligante, no
contexto de uma infeccdo viral, parecer controversa, esses dados podem ser justificados pela
hierarquia da forga de interacdo entre os receptores KIR2DL e os seus ligantes HLA-C, no
qual a interacdo entre KIR2DL1-HLA-C do grupo 2 é a mais forte, enquanto que KIR2DL3-
HLA-C do grupo 1 é a interacdo mais fraca (MAENAKA et al., 1999; VALES-GOMEZ;
REYBURN; STROMINGER, 2000; WINTER et al., 1998). Isto poderia explicar, em parte, a
reducdo da carga proviral observada nos individuos com os genes KIR2DL2+HLA-C do
grupo 1. Essa interacdo pode desencadear sinais de inibicdo mais fracos em relacdo a
KIR2DL1+HLA-C do grupo 2 permitindo que o estado de inibicdo da célula NK possa ser
mais facilmente superado pelos estimulos de ativacdo, favorecendo assim a destruicdo das
celulas infectadas.

Outro modo pelos quais os receptores KIR de inibicdo podem contribuir para a
imunidade antiviral é através da expressdo de KIR2DL2 em células T CD8". A expressdo de
receptores KIR em um subconjunto de células T CD8* com fendtipo de memaria efetora ja foi
demonstrada em infecgfes cronicas como HIV-1, EBV e HCV (ALTER et al., 2008;
BONORINO et al., 2007; POON et al., 2005). Além disso, a esta expressdo de KIR em
células T CD8" foi associada a niveis elevados da molécula anti-apoptdtica Bcl-2 e com baixo
nivel de morte celular (YOUNG et al., 2001). Dessa forma, a expressdo de KIR2DL2 em
células T CD8" poderia contribuir para reducio da morte destas células e contribuir para o
controle da carga proviral. As células NK também atuam na destruicdo de células T ativadas e
a expressdo de KIR2DL2 sobre as células NK pode contribuir para menor destruicdo das
células T e favorecer o controle da infeccdo (SODERQUEST et al., 2011).

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que a associacdo entre 0S genes
KIR2DL2/HLA-C do grupo 1 contribui para o controle da carga proviral em individuos
infectados pelo HTLV-1. Este resultado auxilia na compreensdo dos possiveis mecanismos
envolvidos no controle da carga proviral do HTLV-1. Porém, este feito protetor da associagdo
entre os genes KIR2DL2 e HLA-C do grupo 1 precisa ser confirmado por estudos posteriores
e ensaios funcionais sdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual este receptor pode

contribuir para o controle da infec¢éo pelo HTLV-1.
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7. CONCLUSOES

Individuos infectados pelo HTLV-1 que apresentam os genes KIR2DL2 e algum dos alelos de
HLA-C do grupo 1 apresentam melhor controle da carga proviral comparados a individuos

gue possuem apenas o gene KIR2DL?2.

O gene KIR2DL2 e o alelo HLA-C*07 foram associados a menor carga proviral em individuos
assintomaticos e com HAM/TSP-PB.

N&do foi observada associacdo entre o gene KIR2DL3 ao controle da carga proviral ou a

presenca de HAM/TSP no grupo estudado.
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PERSPECTIVAS

Realizar analise de ancestralidade na populacdo de estudo para avaliar a presenca de viés

devido as diferencas genéeticas entre as populagdes.

Avaliar a expressao dos receptores KIR2DL2 e KIR2DL3 e HLA de classe | em ceélulas
NK e linfocitos T de individuos infectados pelo HTLV-1.
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APENCICE

Association of genes KIR2DL2/KIR2DL3 and HLA-C alleles group 1 with
associated myelopathy HTLV-1/tropical spastic paraparesis (HAM / TSP)

Igor Ives Santos Fraga, Viviana Nilla Olavarria, Andreas Stocker, Becca
Asquith, Bernardo Galvédo Castro, Maria Fernanda Rios Grassi

ABSTRACT

The control of proviral load of HTLV-1 depends in part of the lysis of infected cells
mediated by cytotoxic CD8*T lymphocytes and NK (Natural Killer) cells. The family of KIR
(killer-cell immunoglobulin-like receptor) interacts with HLA class | molecules, especially
those HLA-C alleles in-group 1 (C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 and C*16) by
activating or inhibiting the function of these cells. The aim of this study was to evaluate if the
KIR2DL2, KIR2DL3 genes and group 1 HLA-C alleles are associated with the control of
proviral load of HTLV-1 and the diagnosis of HAM/TSP. The study was performed at
Bahiana School HTLV Center of Medicine and Health Public, in Salvador, Bahia. The
presence of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes was determined by real-time PCR (Syber Green).
The study included 248 subjects infected with HTLV-1(161 and 87 asymptomatic with
HAM/TSP) whose HLA class | alleles were previously determined. The proviral load
(quantified by real-time PCR) and the frequency asymptomatic individuals diagnosed with
HAM/TSP (possibly, probably and definitive) were compared according to the presence or
absence of KIR genes evaluated. The frequencies of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes were
84.3% and 96.8%, respectively. No statistically significant differences were observed in the
frequency of individuals who possessed the genes (KIR2DL2 or KIR2DL3) in clinical groups,
as well as the frequency of individuals who had both the KIR genes and HLA-C alleles group
1. Individuals in the group HAM/TSP possible to KIR2DL2 showed that the gene had lower
proviral load (2.9%of cells infected) individuals without this gene (19.2% infected cells)
(p<0.001). When we evaluated the combination of the presence of KIR2DL2 and 2DL3 genes
with HLA-C genes in group 1, lower proviral load (2.1%) was observed in individuals with
any of the alleles of HLA-C group 1, compared who those which harbored only KIR2DL2
(5.0%) (p=0.013) .Minor proviral load was also observed in asymptomatic individuals which
carried both the KIR2DL2 gene and HLA-C*07 allele when compared to individuals with only
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KIR2DL2 gene (p=0.03), whereas patients with HAM/TSP-PB that had this combination
(KIR2DL2/HLA-C*07) tended to lower proviral load(p=0.051). In conclusion, the presence of
the combination of KIR2DL2 gene and a HLA-C grouplallele is associated with proviral load
control. This study quantified for the first time the frequencies of KIR genes in a cohort of
individuals infected with HTLV-1 in Bahia. Future studies are needed to confirm these
findings in other populations and to evaluate the prognostic value of KIR2DL2 association
and HLA-C group 1.

Keywords: HTLV-1; KIR; HAM/TSP; HLA.

INTRODUCTION

The human T-lymphotropic virus (HTLV-1) is the etiologic agent of the HTLV-1
associated myelopathy / tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) (GESSAIN et al., 1985), a
neurological disease characterized by spastic paraparesis, progressive loss of motor function,
especially in the lower limbs. Although HAM/TSP pathogenesis remains unclear, HTLV-1
proviral load has been identified as a possible biomarker for the development of this disease.
Patients with HAM/TSP have HTLV-1 proviral load significantly higher than asymptomatic
individuals, especially those with more than 5% of infected cells (Grassi et al, 2011; OLINDO
et al, 2005, Nagai.)

The balance between the spontaneous proliferation of T-lymphocytes, triggered by the
viral protein Tax, and the lyses of infected cells maintain the HTLV-1 proviral load stable in
infected individuals. Cytotoxic CD8" T-lymphocytes (CTLs) and NK cells lyse infected cells
by recognizing viral peptides presented by HLA class | molecules of infected cells and
decrease or absence of HLA class | on the infected cells, respectively.

An association has been reported between the presence of a specific HLA class |
genotypes and development or protection for HAM/TSP, but with controversial results
depending on the studied population. For example, in Japan the presence of both HLA-A*02
and HLA-C*08 alleles was associated with low risk for HAM/TSP development, while HLA-
B*5401 allele was associated with HAM/TSP development. (JEFFERY et al., 2000). In
contrast, no associations were found between HLA class | alleles and presence of HAM/TSP
in Iran (SABOURI et al., 2005). In Brazil, one study found a similar frequency of HLA-C*08
allele in asymptomatic individuals and HAM / TSP patients. In addition, HLA-A* 02 allele

was more common in asymptomatic patients and, in its absence, HLA-C*07 was associated



64

with presence of HAM/TSP. The HLA-B*5401 allele was not found in the Brazilian
population (CATALAN-Soares et al., 2009).

NK cells are components of innate immunity that exert a cytotoxic role and are
important in the control of viral infections. Viral infections which promote the reduction of
HLA class | expression in infected cells as a CTL escape mechanism, make these cells
susceptible to lysis by NK cells (JONCKER; RAULET, 2008). The function of NK cells is
controlled by the balance between inhibition and signals triggered by activation of
transmembrane killer immunoglobulin-like receptors (KIR) (MINGARI; MORETTA;
MORETTA, 1998). The KIR family is composed of 12 receptors expressed primarily on NK
cells and in some T-lymphocyte subtypes. Depending on the interaction between KIR and
HLA class | molecules CTL and NK cell the function of CTL and NK cells maybe activated
or inhibited (PARHAM, 2005). Several genetic studies have demonstrated the influence of the
KIR / HLA molecules interaction on the outcome of various viral infections such as HIV,
HCV and CMV (COOK et al., 2006; KHAKOO et al., 2004; MARTIN et al., 2002). With
respect to HTLV-1 infection, a study conducted in Japan found that the presence of KIR2DL2
gene either reinforced the protective effect of HLA-C* 08 allele and as the detrimental effect
of the HLA-B*54(SEICH AL BASATENA et al., 2011). However, these findings were not
observed in Peruvian individuals observed (TALLEDO et al., 2010). This study intends to
evaluate whether the presence of KIR2DL2 and/or KIR2DL3 genes in combination with HLA
C do grupo 1 (C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 e C*16) molecules are associated
with the development of HAM/TSP and control of proviral load in patients from Salvador,

Brazil.

METHODS
STUDY DESIGN

It is a cross-sectional study involving patients treated at Bahia School HTLV Center of
Medicine and Public Health. The CHTLV has a bank of DNA samples from 420 patients (280
asymptomatic and 140 with HAM / TSP), of which about 70% are female (about 300
patients). These samples had previously been collected and the DNA extracted using the
Qiagem kit (QIAamp DNA Mini Kit BLOOD 250) according to the recommendations of
fabricante.A DNA concentration of each sample was determined by spectrophotometry using
NanodropTM 2000 / 2000c (ThermoScientific, Wilmington, Delaware, USA) .There were
included all individuals infected with HTLV-1 clinical status defined for which the HLA class
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I genotyping was performed on a previous project. All individuals infected with HTLV-1
have been previously evaluated by a neurologist and classified according to their clinical
status in asymptomatic (ASS), HAM / TSP-likely (PB), HAM / TSP-possible (PS) and HAM /
TSP -definido (D). This project was approved by the Ethics Committee of Fiocruz Research.

MEASUREMENT OF HTLV-1 PROVIRAL LOAD

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) blood by density gradient centrifugation, and cryopreserved until use. DNA was
extracted using a spin column DNA extraction system (QUIAGEN, Germany). HTLV-1-PVL
was measured using a real-time TagMan PCR method, in accordance with Dehéee et al.
Albumin DNA was used as an endogenous reference. The value of HTLV-1-PVL was
reported as the [(HTLV-1 average copy number)/(albumin average copy number)] x 2 x 10°
and expressed as the number of HTLV-1 copies per 106 PBMCs. All HTLV-1-PVL
measurements were performed in duplicates. The analysis was repeated when there was a
variation greater than 30% between duplicate values of HTLV-I or albumin DNA copy

numbers.
FREQUENCY OF KIR2DL2 AND KIR2DL3 GENES

The presence of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes was determined by real-time PCR
with SYBR green incorporation method. The primers used for Vilches were used to amplify
the genes KIR2DL2 and KIR2DL3 (VILCHES et al., 2007).

The PCR mix had a final volume of 25 uL containing 12.5 uL of 2X SYBR Green
PCR Master Mix, 0.5 uL of each primer at a concentration of 10 uM, 2.5 uL of the DNA
sample and 9 uL of RNase-free water. The cycling consisted of an initial denaturation step at
95 ° C for 10 minutes, followed by 45 cycles with a step of 94 ° C for 20 seconds and another
step at 60 ° C for 40 seconds. After 45 cycles a melting curve was performed to verify the
specificity of amplification of the reaction. The amplification data are analyzed using the

ABI Prism 7700 Sequence Detector System (Perkin-Elmer Applied Biosystems).

STATISTICAL ANALYSIS

The frequency of each gene was estimated by direct counting. The Fisher exact test

was used to compare proportions of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes among asymptomatic
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groups and HAM/TSP-PS, -PB and -D. The median proviral load of the subgroups of patients
with the gene KIR2DL2 and KIR2DL3 in the presence of HLA-C molecules of group 1 were
compared using the Mann-Whitney test. A p value <0.05 was considered statistically

significant. The SPSS Statistics 17.0 software was used to perform statistical calculations.
RESULTS

Table 1 display the main clinical characteristics of the study population. Overall,
female were predominant in all clinical groups, with a frequency around 70%.The median age
of ASS group (49 years) was statistically lower compared to HAM/TSP-Ps and -D groups.
HTLV proviral load was statistically higher in the groups with HAM/TSP (Ps, PB and D)
compared with ASS group.

Table 1. General characteristics of HTLV-1-infected individuals asymptomatic and with
HAM/TSP diagnosis according to Belem criteria (Possible. Probable and Definite)(n=248).

HAM/TSP
Possible Probable Definite
ASS n=161 P value
n=20 n=24 n=43

Female n(%)
117(72.6) 14 (70.0) 15 (62.5) 30 (69.7) 0.777°

Age (years) 49 61.5 54.5 57 b
< 0.001
(13-90) (41-78) (21 -87) (35-84)
Proviral load
(% of
) 11 34 8.8 11.6 "
infected < 0.001
s (0.06 -4.6) (0.7-8.2) (43-15.2) (6.3-19.5)
cells

Data represents median (range); a= Qui-quadrado; b= Kruskal-Wallis, Dunn post test

The frequencies of KIR2DL2 and 2DL3 in HTLV-1-infected individuals were 84.3%
and 96.8%, respectively. Frequencies of KIR2DL2 and 2DL3 were similar between
asymptomatic and HAM/TSP subgroups. No statistically significant associations were found
between frequencies of KIR2DL2 and 2DL3 genes and the clinical status, when genes were

presented alone or in association with HLA-C group 1 alleles ligands (Table 2).



Table 2. Frequencies of KIR2DL2 and 2DL3 genes alone or in association with HLA-C

Group 1 alleles (n = 248)

HAM/TSP
Total ASS PS PB D
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
2DL2 200 (84.3) 134(83.2) 15 (75.0) 22 (91.7) 38 (88.4)
2DL3 240 (96.8) 157 (97.5)  20(100.0) 22 (91.7) 41 (95.3)
2DL2+2DL3 202 (81.4) 131(81.4)  15(75.0) 20 (83.3) 36 (83.7)
2DL2+HLA-C1 156 (62.9) 103 (64.0) 12 (60.0) 16 (66.7) 25 (58.1)
2DL3+HLA-C1 181(73.0) 119(73.9)  16(80.0) 17 (70.8) 29 (67.4)

ASS: Asymptomatic, PS: Possible, PB: Probable, D: Definite.
HLA-C group-1 alleles: Cw01, Cw03, Cw07, Cw08, Cw12, Cw13, Cwl14 and Cw16.
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Regarding the association between of KIR genes and proviral load (Table 3), a significant

lower proviral load was found in HAM/TSP-Ps individuals with gene KIR2DL2 compared

with patients without this gene.
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Table 3. HTLV-1 proviral load HTLV-1-infected groups according the presence of KIR2DL2,

and 2DL3 genes

HAM/TSP
Total ASS PS PB D
2DL2 (n=248) (n=161) (n=20) (n=24) (n=43)
+ 2.6 1.1 2.8% 8.6 12.8
(0.2-10.0)  (0.08-37)  (0.3-43) (42-127)  (6.2-20.3)
- 5.7 0.3 19.2% 21.8 8.2
(0.1-11.0) (0-6.7)  (86-300) (209-227) (7.4-116)
2DL3
+ 2.9 1.1 3.4 9.7 11.1
(02-102)  (0.06-48)  (0.7-8.2) (44-158)  (6.2-19.5)
36 0.2 47 15.7
(0.2-8.9) (0.07 - 1.9) (35-59)  (11.8-19.5)
2DL2 e 2DL3
+ 25 1.1 2.8% 8.8 124
(02-10.0)  (0.09-37)  (0.3-43) (43-137)  (5.8-20.3)
- 5.6 0.2 19.2* 133 11.6
(0.1-11.6) (0-57)  (86-300) (47-218)  (7.8-13.0)

Data on Proviral loads represent % of infected cells

ASS: Asymptomatic, PS: Possible, PB: Probable, D: Definite.

Mann-Whitney *p=0.001

HTLV-1-infected individuals who had gene KIR2DL2 in association with any of HLA-C
alleles of group 1 had a significantly lower proviral load (2.1% of infected cells) when
compared to individuals with only gene KIR2DL2 (5.0% infected cells) (p = 0.013) (Table 4).

No statistically significant differences in proviral load was observed when the groups were

stratified according to the clinical status.



Table 4. Effect of the association between KIR2DL2 and KIR2DL3 genes and HLA-C alleles

group 1 on HTLV-1 proviral load.

HAM/TSP
Total ASS Ps Pb D
2DL2 + (n=209) (n=134) (n=15) (n=22) (n=38)
HLA-C1 + 2.1* 0.7 2.9 7.9 11.0
(0.1-8.0) (0.07-33) (0.1-43) (3.8-13.6) (4.6 —19.5)
HLA-C1 - 5.0* 2.2 1.2 8.8 16.7
(09 -137) (02-79) (1.1-24) (5.9-12.7) (8.5—20.3)
2DL2 +
HLA-CwO07 + 2.2 0.2** 1.8 4.27 12.3
(0.07-6.2) (0-3.3) (02-38)  (3.5-116) (6.2—-23.2)
HLA-CwO07 - 2.6 1.4%* 2.8 8.9t 12.7
(03-11.0) (02-47) (05-39)  (7.3-15.7) (6.9-19.3)
2DL3 + (n=240) (n=157) (n=20) (n=22) (n=41)
HLA-C1 + 25 0.9 3.6 10.6 11.0
(01-98)  (0.05-4.1) (0.3-11.9) (4.2-20.9) (6.2 —19.0)
HLA-C1 - 4.5 2.1 24 8.9 151
(06-11.0) (01-7.7) (1.1-57) (86-127) (6.9 —20.9)

Data on Proviral loads represent % of infected peripheral blood mononuclear cells
ASS: Asymptomatic. PS: Possible. PB: Probable.D: Definite.

HLA-C grupo-1: C*01. C*03. C*07. C*08. C*12. C*13.C*14 e C*16
Mann-Whitney *p=0.012; **p=0.03; 1p=0.051

Both ASS carriers and HAM/TSP-Pb patients who expressed the gene KIR2DL2 in
association with HLA-CwOQ7 allele had lower proviral load compared to individuals with
KIR2DL2 gene isolated. Regarding KIR2DL3 genotype, similar proviral load was found

whether the genotype was or not associated with evaluated HLA class I alleles.

DISCUSSION

The present study demonstrated for the first protective association between the
presence of KIR2DL2 gene and some of HLA-C of group 1 alleles: lower proviral load of
HTLV-1 was observed in patients who had this combination.. Moreover, reduction of proviral

load was also observed in the group of asymptomatic individuals who had KIR2DL2 gene and
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the HLA-C*07 allele. Individuals with HAM / TSP likely also had this combination had
lower proviral load, but the difference was at the limit of statistical significance (p = 0.051).

The frequency of KIR2DL2 gene is highly heterogeneous in Brazil. It has been
reported frequency of 75% in a population of Belém (PEDROZA et al., 2011), while in a
study in Rondonia were observed frequency of 26.1% for KIR2DL2 (SINGLE et al., 2007).
This difference illustrates the great genetic diversity present in the Brazilian population, due
to the heterogeneous colonization and continued migration of the population. Regarding the
KIR2DL3 gene, its worldwide distribution is more homogeneous and similar frequency to
that found in this study have been reported in Rondonia (97.8%) and Amazon (93.8%)
(SINGLE et al., 2007).

To check whether the observed association between KIR2DL2 and HLA-C genotypes
in group 1 and the proviral load was only due to the effect of HLA-C * 07, the analysis was
repeated excluding individuals with HLA-C * 07 . Surprisingly, the same effect was observed
carriers KIR2DL2 gene and any of the HLA-C allele 1 group had a lower proviral load
carriers only KIR2DL2 (p = 0.048).

An interesting finding in this study was that the reduction of proviral load, in the
association of the presence of KIR2DL2 gene and HLA-C*07 allele, was observed in
asymptomatic individuals diagnosed with HAM/TSP-PB. Asymptomatic individuals are those
who do not have the diseases associated with HTLV-1, although they may present
rheumatologic, neurological disorders such as paresthesia, erectile dysfunction among others
(CASKEY et al., 2007). The patients with HAM/TSP-PB are patients with monosymptomatic
form of myelopathy, for example, a positive Babinsky signal or overactive bladder (DE
CASTRO-COSTA et al., 2006). One may speculate that the association between KIR2DL2
receptors and their ligands (HLA class | alleles in group C), has a protective effect reducing
the proviral load and protecting against the development of associated diseases. Individuals
with HAM / TSP have higher proviral load compared to asymptomatic individuals (NAGAI et
al., 1998). A cutoff of 5% infected cells was described as the best proviral load value to
distinguish healthy individuals from patients with HAM/TSP (GRASSI et al., 2011).
However, the cross-sectional design of this study does not evaluate this inference. Prospective
studies should be conducted with the greatest number of individuals to assess the association
between KIR2DL2 and its receptors is a protective factor for the development of associated
disease.

Associations between KIR and HLA genes may influence the outcome of viral

infections. In general, genotypes that predispose theoretically less inhibition, increased
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activation may be beneficial against viral infections, whereas activation genotypes represent a
risk for autoimmune diseases and malignancies that are associated with local inflammation,
such as cervical cancer (BASHIROVA et al., 2006). In HIV infection, individuals who have
combination of genotypes KIR3DS1 and HLA-B Bw4-801 had slower progression to AIDS,
viral load and protection against opportunistic infections (MARTIN et al., 2002; QI et al.,
2006). In accordance with the supposed protective effect of an activation KIR genotype in
viral infections, KIR3DS1 gene in combination with HLA-alleles Bw4 demonstrated
protective effect associated with the resolution of infection by hepatitis C virus (HCV)
(KHAKOQO et al., 2004).

Interestingly, studies have also demonstrated protective associations between KIR
genes and their ligands in inhibiting viral infections. A study in the same cohort in which was
demonstrated the association between HLA-KIR3DS1 and Bw4 showed that the KIR3DL1
allotypes which have a high expression, KIR3DL1*h, together with its HLA-Bw4-80I ligands
were associated with a lower load viral and slower progression to AIDS compared to
individuals who had other genotypes KIR3DL1/HLA-B (MARTIN et al., 2007). The
KIR2DL3 and HLA-C group 1 genes in homozygous also had a protective effect, being
associated with resolution of HCV infection (KHAKOO et al.,, 2004). Basatena and
colleagues found that the KIR2DL2 gene reinforced the effect of HLA genes in HTLV-1 and
HCV. In individuals infected with HTLV-1, the presence of KIR2DL2 gene reinforced both
the protective effect of HLA-C*08 as the detrimental effect of the HLA-B*54. Unlike our
study, this work Basatena not observed association between the gene KIR2DL2 and HLA-C
alleles in group 1 in general, the association was detected only with the HLA-C*08. In
addition, the HLA-C subtype *08 more frequent in this study was in the Japanese population
HLA-C*0801, which very weakly binds KIR2DL2. Because of this, among other factors, the
authors propose that the observed effect is due to the KIR2DL2 gene expression in CD8* T
cells and not in NK cells. Our results demonstrate the association of KIR2DL2 genes with
their HLA-C ligands of group 1, and so supports the possible effect of NK cells in controlling
the proviral load.

Although the protective association between a KIR inhibitory receptor and its ligand in
the context of a viral infection, it appears controversial, these data can be justified by the
hierarchy of the force of interaction between the KIR2DL receptors and their HLA-C ligands,
in which interaction between KIR2DL1-HLA-C group 2 is the strongest, whereas KIR2DL3-
HLA-C group 1 is the weakest interaction (MAENAKA et al., 1999; VALES-GOMEZ;
REYBURN; STROMINGER, 2000; WINTER et al., 1998). This could in part explain the
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observed reduction of proviral load in individuals with KIR2DL2+HLA-C group 1 genes .
This interaction can trigger weaker inhibition signal in relation to KIR2DL1 + HLA-C group
2 allowing the state inhibition of NK cell can be easily overcome by activation stimuli,
thereby facilitating the destruction of infected cells. Another way by which inhibition of KIR
receptors may contribute to the antiviral immunity is by KIR2DL2 expression on CD8 + T
cells. The expression of KIR on a subset of CD8 + T cells with effector memory phenotype
has been demonstrated in chronic infections such as HIV-1, HCV and EBV (ALTER et al.,
2008; BONORINO et al., 2007; POON et al., 2005). Furthermore, this expression of KIR
CD8 + T cells was associated with high levels of anti-apoptotic molecule Bcl-2 and low levels
of cell death (YOUNG et al., 2001). Thus, KIR2DL2 expression in CD8 + T cells could
contribute to reducing the death of these cells and contribute to the control of proviral load.
NK cells also act in activated T cell destruction and the KIR2DL2 expression on NK cells
may contribute to less destruction of T cells and promote infection control (SODERQUEST
etal., 2011).

In conclusion, this study demonstrated that the association between the gene
KIR2DL2/HLA-C group 1 contributes to the control of proviral load in individuals infected
with HTLV-1. This result helps in understanding the mechanisms involved in the control of
proviral load of HTLV-1. However, this protective association between KIR2DL2 and HLA-
C group 1 genes needs to be confirmed by further studies and functional assays are needed to

elucidate the mechanism by which this receptor may contribute to the control of HTLV-1.
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