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RESUMO

O Virus Linfotrépico da célula T Humana Tipo 1 (HTLV-1) é 0 agente etioldgico da paraparesia
espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP). Entretanto, 0 HTLV-1 ndo
causa doenca na maioria dos individuos, pois fatores genéticos individuais podem influenciar a
resposta imune. Estudos mostram que polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) podem
estar relacionados aos sintomas nos infectados, a exemplo de SNPs no gene da interleucina 17
(IL-17A), citocina com potente atividade pro-inflamatoria. Nosso objetivo foi investigar a
possivel associacdo do polimorfismo G-197A no gene IL17 com a presenca de sintomas em
portadores do HTLV-1. Para tanto, foram coletadas amostras de sangue periférico de 116
pacientes (29 sintomaticos, com HAM/TSP, e 87 assintométicos) do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz com diagnoéstico positivo para HTLV-1. Apés a extracdo do DNA, a
genotipagem do SNP G-197A foi realizada por PCR em tempo real, utilizando sondas
TagMan®. Os resultados ndo mostraram diferencas significativas na frequéncia alélica entre os
grupos (p=0.110). Entretanto, a frequéncia do genotipo homozigoto AA foi maior nos
sintomaticos do que nos assintomaticos quando comparada com o genoétipo GG (p=0.032) e
com os genotipos GG/AG (p=0,0323). Idade avancada (p=0.0042) e sexo feminino (p=0.028)
também aparecem como fatores de risco no desenvolvimento da doenca. Em acréscimo, através
da deteccdo de citocinas por citometria de fluxo no soro de 64 pacientes, ndo foram detectadas
concentragdes minimas de IL-17 em nenhuma das amostras. Porém, as maiores concentracoes
de IFN-y e TNF-a foram encontradas nos pacientes HAM/TSP. Portanto, os resultados
mostraram que a presenca do genotipo AA provavelmente esta associado ao desenvolvimento
de HAM/TSP. Como perspectiva, para confirmar esses achados, é necessario verificar a
frequéncia deste e de outros SNPs no gene IL17 em uma populacdo maior, a fim de
compreender melhor a resposta presente na patogénese dos virus HTLV.

Palavras-chave: Virus Linfotropico de Células T Humanas Tipo 1 - imunologia. Interleucina-
17 - genética - imunologia.
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ABSTRACT

The Human T cell Lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1) is the causative agent of tropical
spastic paraparesis / HTLV-1-associated myelopathy (HAM/TSP). However, HTLV-1 does not
cause disease in most individuals because individual genetic factors may influence the immune
response. Studies have shown that single nucleotide polymorphisms (SNPs) may be related to
symptoms in infected, like SNPs in the interleukin 17 gene (IL-17A), a cytokine with potent
proinflammatory activity. Our objective was to investigate the possible association of G-197A
polymorphism in the 1L17 gene with the presence of symptoms in individuals infected with
HTLV-1. Peripheral blood samples from 116 patients (29 symptomatic suffering from
HAM/TSP and 87 asymptomatic) of the Hospital Universitario Oswaldo Cruz diagnosed
positive for HTLV-1 were collected. After extracting the DNA, the SNP genotyping 197A-G
of IL17A gene was done by real time PCR using TagMan® probes. The results showed no
significant differences in allele frequencies between the groups (p = 0.110). However, the
frequency of homozygous genotype AA was higher in the symptomatic than in the
asymptomatic when compared to the GG genotype (p = 0.032) and the genotypes GG / AG (p
=0.0323). Advanced age (p = 0.0042) and female gender (p = 0.028) also appear as risk factors
in disease development. In addition, by detection of cytokines by flow cytometry in the serum
of 64 patients were not detected minimum concentrations of IL-17 in any of the samples.
However, the highest concentrations of IFN-y and TNF-a were found in HAM/TSP patients.
Therefore, the results showed that the presence of AA genotype probably is associated with the
development of HAM/TSP. As perspective, to confirm these findings, it is necessary to check
the frequency of this and other SNPs in the IL17 gene in a larger population in order to better
understand the response involved in the pathogenesis of HTLV.

Keywords: Human T-lymphotropic virus 1 - immunology. Interleukin-17 - genetics -
immunology.
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1 INTRODUCAO

O Virus Linfotrépico da Célula T Humana Tipo 1 (HTLV-1) foi descoberto em 1979 e
descrito em 1980 como o primeiro retrovirus humano (GALLO, 2005; POIESZ et al., 1980). O
HTLV-1 pode ser transmitido de trés formas: através do aleitamento materno, de mée para filho,
por transmissdo sexual ou ainda por transfusdo sanguinea/compartilhamento de seringas
(MATSUOKA; JEANG, 2007).

Segundo De Thé e Bomford (1993), estima-se que mundialmente existam de 10 a 20
milhdes de pessoas infectadas pelo HTLV-1. Deste total, 2,5 milhdes de casos estdo no Brasil,
fazendo deste o pais com a maior prevaléncia (ROMANELLI et al., 2010).

No entanto, apesar do grande nimero de infectados, a infeccdo pelo HTLV-1 por si s6
ndo ocasiona o surgimento de quadro clinico. Desta forma, a maior parte dos infectados
permanece sem sintomas (COSTA et al., 2002).

Quando as manifestaces clinicas estdo presentes, os individuos podem ser acometidos
por duas doencas principais, ambas sem cura, a Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLV-1 (PET/MAH ou HAM/TSP) e a Leucemia de Células T do Adulto (ATL)
(COSTA et al., 2002; OSAME et al., 1986).

Pesquisas buscam esclarecer o0 motivo de apenas um percentual relativamente pequeno
de individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolverem as doencas associadas a este, enquanto
a maioria permanece assintomatica, uma vez que diversos fatores na interacdo virus —
hospedeiro — ambiente sdo determinantes no desenvolvimento do quadro clinico (BARMAK et
al., 2003; COSTA et al., 2002).

Um dos determinantes no desenvolvimento das doengas associadas ao HTLV-1 é a
resposta imune do hospedeiro, pois essa pode ser influenciada tanto pela via de infeccao, que
determina a populacdo-alvo na infeccdo primaria, quanto por fatores genéticos individuais,
como polimorfismos nos genes envolvidos na resposta imune (BARMAK et al., 2003).

Apesar das doencas associadas ao HTLV-1 serem muito estudadas, 0 mecanismo exato
realizado pelo HTLV-1 para causar condi¢fes inflamatorias ainda ndo € bem compreendido
(ARAYA et al., 2011). Porém, sabe-se que na patogénese causada pelo HTLV, a proteina
reguladora mais importante do virus, Tax, é o principal mecanismo relacionada ao
desenvolvimento das diversas doencas, uma vez que induz a expressao de genes envolvidos na
ativacdo e proliferacdo de células T, alem de ja ter sido observado que € capaz de regular a
expressdo da interleucina 17 (IL-17) (DODON et al., 2004; MARTINS et al., 2010).
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Estudos recentes tem mostrado, inclusive, que polimorfismos de um Unico nucleotideo
(SNPs) no gene IL17 podem estar associados a maior ou menor producdo de citocinas em
diversas doencas (CHEN et al., 2010; ESPINOZA et al., 2011).

Portanto, o melhor entendimento do desenvolvimento das células Th17 e os efeitos da
sinalizacdo de IL-17 e suas atividades pro-inflamatoérias na resposta imune podem revelar o
potencial de uso desta via no tratamento de doengas imunoldgicas (WAITE; SKOKOS, 2011).

Assim, busca-se investigar se um polimorfismo no gene IL17 esté associado a presenca
de sintomas em individuos infectados pelo HTLV-1, pois a infec¢do por esse virus é endémica
no Brasil e considerada uma doenca negligenciada. Portanto, sdo necessarias pesquisas de base
que permitam melhor entendimento e identificagdo de novas vias envolvidas na
imunopatogénese das enfermidades causadas pelo virus, com a perspectiva de identificar alvos
e marcadores que possam sensibilizar a industria farmacéutica vindo a utiliza-los como terapia,

pois estas doengas ndo possuem cura e muitas vezes deixam 0s pacientes incapacitados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Em 1908, quando Ellerman e Bang observaram que a leucemia de galinhas poderia ser
transmitida entre a espécie através da inoculacdo de filtrados de células tumorais, comegou-se
a perceber que alguns tipos de céancer teriam etiologia viral, ou seja, que alguns virus
participavam do processo de transformacdo celular, sendo entdo chamados de virus
oncogénicos, entre os quais inclui-se o retrovirus HTLV (ROMANOS et al., 2008).

2.1 Virus Linfotropicos Da Célula T Humana (HTLV)

O HTLV, Virus Linfotrépico da Célula T Humana, possui quatro tipos distintos ja
identificados: HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4. Evolutivamente, esse oncovirus,
pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género Deltaretrovirus,
pode ter surgido a partir do contato entre humanos e primatas ndo-humanos infectados, uma
vez que retrovirus relacionados, como o STLV (Virus Linfotrépico da Célula T de Simios), ja
foram descritos em primatas do velho mundo. Observa-se portanto, que a transmissao zoonotica
e a natureza transmissivel e patogénica de virus relacionados, como o STLV (KROOM et al.,
2010).

No entanto, dos quatro tipos distintos existentes, apenas 0 HTLV-1 tem sido associado
a doencas devido a sua maior patogenicidade, apesar de o0 HTLV-2 aumentar o risco de
neuropatias inflamatorias e doencas infecciosas (BARTMAN et al., 2008; BISWAS et al.,
2010; MAHIEUX; GESSAIN, 2003).

O HTLV-1 foi descoberto nos Estados Unidos em 1979 e descrito no ano seguinte como
0 primeiro retrovirus humano (GALLO, 2005; POIESZ et al., 1980). A transmissdo do HTLV-
1 ocorre principalmente por via sexual e contato com sangue através de transfusbes e
compartilhamento de seringas, podendo ser transmitido também de mae para filho, durante o
aleitamento materno (KINOSHITA et al., 1987; MATSUOKA,; JEANG, 2007).

Estima-se que existam atualmente 20 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo,
encontrando-se as maiores prevaléncias no Japdo, Africa, ilhas do Caribe e América do Sul,
locais onde mais de 1% da populacdo esta infectada (PROIETT] et al., 2005). No Brasil, estudos
de soroprevaléncia relatam 2,5 milhdes de infectados, fazendo deste o pais com maior nUmero
de casos (ROMANELLI et al., 2010).

Porém, apesar da maior parte dos infectados permanecer assintomatica ao longo da vida,

aproximadamente 3% desenvolvem Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATL) e outros
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3% desenvolvem uma doenga inflamatoria no Sistema Nervoso Central conhecida como
Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP) (GESSAIN et
al., 1985; TAKATSUKI, 2005; VERDONCK et al., 2007).

Em 1981, dois anos depois da descoberta do HTLV-1, Robert Gallo e seus
colaboradores isolaram de um individuo com leucemia um virus muito menos patogénico, o
HTLV-2. O HTLV-2 é um virus bastante similar ao HTLV-1, compartilhando cerca de 70% de
homologia e similaridade estrutural. No entanto, é endémico em populacdes indigenas da Africa
e Ameéricas e ja foi encontrado em usuarios de drogas na Europa e Estados Unidos (GALLO,
2005; GESSAIN; CASSAR, 2012; MELAMED et al., 2014; MURPHY, 2004).

Apesar de ndo ser o agente etiolégico de doencas graves como aquelas causadas pelo
HTLV-1, manifestacdes neuroldgicas e mielopatia foram descritas em individuos infectados
pelo HTLV-2, além deste ter sido associado a inflamagOes cronicas e ao aumento da
mortalidade relacionada ao cancer (BARTMAN et al. 2008; BISWAS et al., 2009; BISWAS et
al., 2010; MELAMED et al., 2014; ORLAND et al., 2003).

O terceiro tipo de HTLV (HTLV-3) foi descoberto em 2005 em individuos
assintomaticos que viviam em areas de floresta tropical de Camardes do Sul, cujos soros
apresentavam sorologia indeterminada para HTLV. No mesmo ano, o HTLV-4 foi descoberto
em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de um cacador que vivia em
Camardes. Porem, até hoje ndo foram encontrados sintomas relacionados a infeccao por estes
dois tipos virais, apesar da proteina Tax-3 do HTLV-3 ter analogia funcional com a Tax do
HTLV-1 em termos de ativacdo da transcricao, sugerindo possivel patogenicidade do terceiro
tipo viral (CALATTINI et al., 2005; CHEVALIER et al., 2012; GESSAIN et al., 2013;
MAHIEUX; GESSAIN, 2011; WOLFE et al., 2005).

Os aspectos bioldgicos virais descritos nas proximas sessdes consideram apenas 0

HTLV-1, uma vez que este é o tipo viral melhor compreendido e mais associado a doencas.

2.1.1 Estrutura Viral

A particula viral do HTLV-1 (Figura 1) é formada por um envelope de 80 a 110
nandmetros de didmetro (TAYLOR et al., 1999). O genoma é RNA de fita simples diploide,
com cerca de 9Kb, contendo genes estruturais (gag, pol e env), a regido pX, que contém genes
reguladores (tax e rex) e genes acessorios (pl2, pl13, p30 e HBZ) e duas terminagdes longas
repetidas (LTRs) (GALLO, 2002; KASHANCHI; BRADY, 2005; KAZANJI; GESSAIN,
2003; MATSUOKA; JEANG, 2007; VERONESI, 2002).
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Figura 1 - Estrutura e genoma do HTLV-1
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Legenda: O HTLV-1 possuiu de 80-110 nm de diametro. Seu genoma ¢é formado pelo RNA
de fita simples diploide que contém genes estruturais (gag, pol, env), genes reguladores (tax,

rex) e genes acessorios (pl12, p13, p30, HBZ).
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Cada gene estrutural é responsavel pela codificacao de diferentes proteinas presentes na

estrutura do virus. Enquanto o gene gag codifica proteinas do capsideo, p52 e suas derivadas

pl9 e p24, o gene pol é responsavel pela codificacdo das enzimas transcriptase reversa e

integrase e 0 gene env pela proteina transmembrana gp21 e a gp46 (LE BLANC et al., 2001;

OLIVEIRA; AVELINO, 2007).

Os genes reguladores, por sua vez, codificam proteinas muito importantes no ciclo do

HTLV-1. O gene tax é um gene regulador que codifica uma proteina de mesmo nome, Tax,

uma fosfoproteina nuclear transativadora responsavel pela regulacdo da transcri¢cdo do genoma

do provirus do HTLV através da interacdo com diversas proteinas reguladoras. Estudos

demonstraram que Tax esta relacionada a ativacdo de genes celulares, como genes de citocinas
(IL-2, IL-1, IL-3, IL-6, TGF-B, Fator de Crescimento de Granuldcitos ente outros) e

protooncogenes. O outro gene regulador, rex codifica a proteina Rex, capaz de realizar

regulacdo pos-transcricional de proteinas estruturais do virus (GALLO, 2002; OLIVEIRA;

AVELINO, 2007; VERONESI, 2002).

O gene HBZ do HTLV-1 codifica uma importante proteina que contém um dominio de
ziper de leucina basico (bZIP). Essa proteina, chamada de fator bZIP do HTLV (HBZ), ¢é a

Unica codificada na fita negativa do provirus e possui a capacidade de reprimir a transcricao do

HTLV-1 através da dimerizacdo com CREB, um dos fatores essenciais a formacao do complexo

protéico responsavel pela ativacdo da transcrigdo viral (CLERC et al., 2008).



20
NECO, H.V.P.C.

Com o passar dos anos, a importancia de HBZ vem sendo ainda mais demonstrada em
estudos que relatam seu envolvimento em diversas fungdes, como a inibi¢do da resposta imune
inata mediada por IRF3, a conversdo de células infectadas em células T regulatérias, a indugéo
da transcricdo de Foxp3 e a supressao da apoptose, 0 que demonstra um papel ndo apenas
acessOrio na patogenia das doencas causadas pelo virus (DOUVILLE et al., 2011,
MATSUOKA, 2013; TANAKA-NAKANISHI et al., 2014).

2.1.2 Infeccéo e Ciclo de Replicagdo

O HTLV-1 infecta preferencialmente células linfoides periféricas, em especial o0s
linfocitos T CD4+ de memoéria e os linfécitos T CD8+, apesar de ter sido observado que também
pode infectar células da imunidade inata, a exemplo dos mondcitos e células dendriticas
(JONES et al., 2008; YASUNAGA et al., 2001). Atualmente, observou-se in vitro que o HTLV-
1 foi capaz de infectar inclusive células mesenquimais estromais humanas (RODRIGUES et
al., 2014). Assim, o surgimento das diversas manifesta¢Ges clinicas esta relacionado ao tipo de
resposta imune que ¢é desencadeada (JOURNO; MAHIEUX, 2011).

Para Costa (2002), o que determina o rumo da infeccéo € a resposta das células T CD8+,
pois nos pacientes sintomaticos a carga proviral encontra-se elevada assim como a resposta
imunologica. Além disso, 0 HTLV-1 € capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica junto
aos linfocitos infectados, em especial os CD4+.

Para infectar todos esses tipos celulares, o receptor do HTLV-1 tem que ser uma
molécula comumente expressa na superficie das celulas anteriormente citadas (KOYANAGI et
al., 1993). Estudos mostraram que as proteinas do envelope do HTLV-1 interagem com trés
moléculas de superficie para conseguir entrar nas células: Heparan Sulfato Proteoglicanos
(HSPG), Neuropilina-1 e o Transportador de Glicose 1 (GLUT1) (GHEZ et al.,2006; JONES
et al., 2005; MANEL et al., 2003).

Primeiramente, o envelope do virion HTLV-1 se une a moléculas de HSPG, formando
complexos. Em seguida, os complexos sdo estabilizados pela interagdo com moléculas de
Neuropilina-1. Por fim, GLUT-1 associa-se ao complexo permitindo o processo de fusdo para
a entrada do virus, como ilustra a Figura 2 (JONES et al., 2011).

Dentro da célula, a transcriptase reversa presente no capsideo do HTLV-1 utiliza o RNA
viral para sintetizar DNA. A partir de entdo, a dupla fita do DNA proviral segue para o0 nucleo

e é integrado no genoma do hospedeiro pela agdo da Integrase.
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Figura 2 — Ciclo de Replicacdo do HTLV-1

Ciclo de Replicacdo do HTLV-1
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Legenda: O HTLV-1 interage inicialmente com moléculas de HSPG, Neuropilina 1 e GLUT-1

para conseguir infectar a célula.

Segundo Clerc (2008), durante sua integracdo no genoma do hospedeiro, o provirus do
HTLV-1 utiliza a RNA Polimerase Il para replicacdo e expressdo dos genes virais. Porém, a
ativacdo datranscricdo do HTLV-1 requer proteinas, como Tax, que no entanto, sozinha ndo se
liga ao DNA. Assim, € necessario seu recrutamento ao promotor viral, onde ajudara a formar
um complexo com o fator de transcricdo celular CREB ou outros membros da familia
ATF/CREB, proteinas que possuem dominio de ziper de leucina basico (bZIP) responsavel por
estimular a dimerizacdo protéica e ligacdo ao DNA.

Na regido 5° LTR do provirus, os complexos Tax-CREB associam-se a trés CRE virais
(VCREs), elementos que possuem sequéncia central semelhantes a CRE celular e que sdo

reconhecidas por CREB. A formacao deste complexo no promotor, permite que os coativadores
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p300 e CBP (Proteina de Ligacdo a CREB) liguem-se ao promotor, através do contato direto
com Tax, permitindo a integracdo do virus no genoma do hospedeiro (CLERC, 2008).

Com o virus integrado, acontece a replicacdo e posterior transcricdo dos genes do
HTLV-1, produzindo o RNA mensageiro (RNAm) de proteinas como Tax e Rex, capazes de
regular a replicagéo viral (GALLO; POIESZ; RUSCETTI, 1981; IGAKURA et al.; 2003;
VARMUS, 1988).

Quando a proteina Rex é produzida em grande quantidade, ha formacdo de um novo
RNAm, responsavel por codificar proteinas estruturais que formam novas particulas virais e
seguem para a membrana celular, levando uma parte dessa, emergindo por brotamento na
superficie celular (FERREIRA JUNIOR; PLANELLES; ROSENBLATT, 1997).

Como a maioria dos individuos infectados pelo HTLV-1 sdo assintomaticos, percebe-
se que a infeccdo por esse virus € latente na maioria das pessoas. Porém, os mecanismos pelos
quais 0 HTLV-1 entra em laténcia ou é reativado ainda ndo estdo esclarecidos. Philip et al.
(2014) mostraram que a maioria das células HelLa infectadas pelo HTLV-1 em seu estudo
tornaram-se senescentes, enquanto quando a atividade de NF-kp foi bloqueada, a senescéncia
ndo aconteceu, levando as células infectadas a se dividir continuamente produzindo as proteinas
virais.

Os autores mostraram, baseados na expressédo relativa das proteinas reguladoras Tax,
Rex e HBZ, que a infeccdo em cultura pode levar a dois resultados: 1) A laténcia é estabelecida
por HBZ; ou 2) A reativacdo € permitida por Rex, através da regulacdo de exportacdo de
MRNAs. Quando a expressdo de Tax/Rex € dominante sobre HBZ, proteinas estruturais séo
expressas e ocorre hiperativacdo de NF-kB, induzindo a senescéncia. Porém, quando HBZ é
dominante sobre Tax/Rex, proteinas reguladoras (Tax/Rex/HBZ) sdo expressas, enquanto nao
ha expressdo de proteinas estruturais, ocasionando a laténcia da infeccdo (PHILIP et al., 2014).

A forma latente do HTLV-1 é chamada de provirus, cujas particulas estranhas acarretam

na producdo de anticorpos, estabelecendo uma infeccdo prolongada (FRANCHINI, 1995).

2.1.3 Transmissao

A transmissdo do HTLV-1 ocorre atraves do contato com células infectadas vivas, via
transmissdo vertical (durante o aleitamento materno ou mais raramente no Utero), contato sexual
e transfusdo sanguinea/compartilhamento de seringas (BERTOTTO et al., 1990; MANNS;
HISADA; LA GRENADE, 1999; MATSUOKA; YASUNAGA, 2013).
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Segundo Yasunaga et al. (2001), provirus do HTLV-1 foram encontrados em células T
efetoras/de memdria no leite materno, expressando LFAL e ICAM-1, o que pode demonstrar a
capacidade do HTLV-1 em alterar o fendtipo das células infectadas para facilitar sua entrada
no leite materno e em outros locais, como o sémen.

A répida transmissdo celular pode ocorrer devido a diversas caracteristicas do virus. Por
exemplo, o HTLV-1 possui a capacidade de atravessar barreiras epiteliais, como o trato
digestorio, por mecanismos de transcitose (MARTIN-LATIL et al., 2012). Além disso, 0s
virions podem infectar células dendriticas que existem nessas barreiras, migrando entdo para 0s

linfonodos, onde realizam sinapses com as células T (JONES et al.,2008).

2.2 Epidemiologia do HTLV-1

2.2.1 Epidemiologia no Mundo

A distribuicdo geogréafica do HTLV-1 é estudada desde que o virus foi descrito e, como
pode ser visto na Figura 3, traz Jap&o, Africa, llhas do Caribe, América Central e América do
Sul como as areas de maior prevaléncia no mundo, apresentando mais de 1% da populacéo
infectada (PROIETTI et al., 2005).

Figura 3 - Prevaléncia do HTLV-1 no mundo
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Fonte: Adaptado de Proietti (2005).
Legenda: O HTLV-1 esta distribuido geograficamente em todo 0 mundo, com &areas em que a prevaléncia
chega a 37%, como 0 Japdo.
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No Japdo, a prevaléncia estimada varia desde &reas onde o virus ndo € encontrado a
locais com soroprevaléncias que chegam a 37%, a exemplo das ilhas de Shikoku, Kyushu e
Okinawa, no sudoeste do pais (GONCALVES et al., 2010; YOSHIDA; MIYOSHI; HINUMA,
1982).

Algumas ilhas do Caribe apresentam altas taxas de infecg¢éo pelo HTLV-1. Na Jamaica,
por exemplo, a prevaléncia e de aproximadamente 5% (MURPHY et al., 1991). Ja no continente
africano, a soroprevaléncia varia de 0,6%, no Marrocos, a mais de 5% em paises da Africa
Subsaariana, como Benin, Guiné Bissau e Camardes (DUMAS et al., 1991; GONCALVES et
al., 2010).

Segundo Murphy et al. (1991), a Europa e a América do Norte, apesar de possuirem
baixas prevaléncias, apresentam casos de infecgéo restritos, em geral, a grupos imigrantes, que
emigraram de areas endémicas. Na Franca e nos Estados Unidos, por exemplo, baixas taxas
foram relatadas em doadores de sangue, com prevaléncia de 0,0039% e 0,025%,
respectivamente (COUROUCE et al., 1998; MURPHY et al., 1991).

Na Australia, embora a prevaléncia seja baixa em doadores de sangue, foi descrita uma
prevaléncia de 14% em aborigenes do Territorio do Norte (BASTIAN; HINUMA; DOHERTY,
1993).

Na Ameérica do Sul, 0o HTLV-1 esta presente em todos os paises, com prevaléncia média
de 0,73% em doadores de sangue no Chile e 0,07% na Argentina (GONCALVES et al., 2010;
VASQUEZ et al., 1991).

As prevaléncias no Brasil, Colombia e Peru parecem estar de alguma forma relacionadas
com a latitude e a altitude das regides. Na Colombia, areas de baixa altitude registram
prevaléncias de 4,3%, enquanto areas de alta altitude relatam prevaléncia de 0,73%
(MALONEY et al., 1989).

2.2.2 Epidemiologia no Brasil

O HTLV-1 foi descrito no Brasil pela primeira vez em Campo Grande, no Mato Grosso
do Sul, em uma comunidade de imigrantes japoneses, cuja maioria da populacdo era oriunda de
Okinawa (KITAGAWA et al., 1986).

Com a Portaria n® 1.376 de 1993 do Ministério da Saude, todo o sangue doado no Brasil
passou a ser submetido a triagem soroldgica (BRASIL, 1993). Essa portaria permitiu o estudo

das prevaléncias do HTLV-1 em doadores de diversas regides do pais.
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A frequéncia de infeccdo pelo HTLV-1 no Brasil (Figura 4) varia de 0,08% em
Floriandpolis, no sul do pais, a 1,35% em Salvador, sendo a regido Nordeste a que apresenta
maior prevaléncia para a infecgdo (CARNEIRO-PROIETTI; CATALAN-SOARES;
PROIETTI, 2002; GALVAO-CASTRO et al., 1997).

Figura 4 - Prevaléncias do HTLV no Brasil de 1989 a 1996
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Fonte: Adaptado de Carneiro-Proietti et al. (2002).
Legenda: Presente em todos os estados brasileiros, estudos de soroprevaléncia no Brasil afirmam que o HTLV-
1 é mais prevalente na regido Nordeste.

Em estudos posteriores, demonstrou-se que as maiores taxas de soroprevaléncia para
HTLV-1/2 no Brasil estdo no Maranhdo, na Bahia, no Para e em Pernambuco (CATALAN-
SOARES; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2005).
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Devido ao tréafico de escravos vindos da Africa, hd maior probabilidade de pessoas
infectadas pelo HTLV-1 serem encontradas em estados como Pernambuco, Salvador e Rio de
Janeiro. Em Pernambuco, o retrovirus foi identificado pela primeira vez em 1990 em uma
paciente de Goiana, a 60 Km do Recife, acometida por Leucemia/Linfoma de Células T do
Adulto. Posteriormente, o estudo da etiologia confirmou que a via de infeccdo da paciente foi
através do aleitamento materno, uma vez que esta foi amamentada por trés anos pela mée,
portadora de HTLV-1 e com marido negativo para a infecgdo (FLORENCIO et al., 1990 apud
LOUREIRO, 2011).

Estudos de soroprevaléncia revelaram que entre doadores de sangue de Pernambuco
houve 0,8% de presenga de anticorpos para HTLV-1/2, enquanto para os que utilizavam o
sangue houve soroprevaléncia de 16,6% em hemofilicos, 11,2% em portadores de anemias
hereditarias e 7,4% em portadores de leucemia mieldide aguda, o0 que sugere a alta prevaléncia
entre doadores e transfundidos (LOUREIRO et al., 1994 apud LOUREIRO, 2008).

2.3 Doencas associadas ao HTLV-1

Os fatores genéticos e imunologicos do hospedeiro sdo relatados como os principais
responsaveis pelo desenvolvimento de manifestacdes clinicas relacionadas ao HTLV-1, sejam
elas neoplésicas, inflamatdrias ou infecciosas (ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI,
2010).

Nos ultimos anos, diversas doencas foram associadas a infec¢éo pelo HTLV-1. Sdo elas:
uveite, dermatite infecciosa, sindrome de Sjdgren, polimiosite, tireoidite, polineuropatias,
linfoma cuténeo de células T, artropatias e alveolite linfocitaria. Em acréscimo, a presenca do
HTLV-1 em co-infeccdo com outros parasitas, a exemplo da estrongiloidiase, escabiose,
tuberculose e hanseniase aparece em varios estudos como agravante dos quadros clinicos
observados nessas doencas (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; MORI et al.,
2005; SEGUCHI et al., 2006; VERDONCK et al, 2007).

Porém, o HTLV-1 esta relacionado a doencas proliferativas graves e aparece como
agente etiologico de duas doencas principais: Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto
(ATL), uma doenca neoplasica, e Paraparesia Espéastica Tropical/Mielopatia Associada ao
HTLV-1 (HAM/TSP), uma enfermidade caracterizada por intensa inflamacdo no Sistema
Nervoso Central (MAHIEUX; GESSAIN, 2003).
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2.3.1 Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM/TSP)

A HAM/TSP é uma sindrome desmielinizante cronica e incapacitante causada pelo
HTLV-1 e que leva a fraqueza progressiva dos membros inferiores, disfuncéo erétil, fraqueza
na bexiga e no intestino e dores nas partes inferiores das pernas e costas (ANDERSON;
MARTIN, 2014).

A mielopatia apresenta-se como a manifestacdo neuroldgica mais frequente do HTLV-
1. Em 1969, antes de o HTLV-1 ter sido isolado, alguns casos de paraparesia espastica
idiopéatica foram descritos, sendo chamados depois de Paraparesia Espastica Tropical (TSP ou
PET) (CHAMPS et al., 2010; VERDONCK; GOTUZZO, 2010). Posteriormente, Gessain et al.
(1985) demonstraram que 68% dos casos de Paraparesia Espastica Tropical (PET)
apresentavam sorologia positiva para HTLV-1.

No Japéo, Osame (1986) encontrou uma manifestacdo neuroldgica semelhante a descrita
por Gessain, no entanto chamou de Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM ou MAH), uma
vez que o termo tropical parecia inadequado para uma doenca endémica do Japao, uma regido
temperada. Percebendo que se tratava da mesma enfermidade, o autor acabou por usar o termo
Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (PET/MAH ou HAM/TSP,
de HTLV-1 Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis) (CHAMPS et al., 2010;
ROMAN; OSAME, 1988; VERDONCK; GOTUZZO0, 2010).

A HAM/TSP ¢ caracterizada principalmente pela paraparesia espastica lenta e
progressiva, bem como pela presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e no fluido cérebro-
espinhal dos pacientes (CSF) (NAKAGAWA et al., 1996; NAKAMURA, 2009). Gessain e
Gout (1992) colocam como caraceristicas patologicas da doenga, a paraplegia ou paraparesia
espastica progressiva e cronica, disturbios no esfincter e uma perda de sensibilidade minima,
além de haver comprometimento dos nervos periféricos e supra-espinhal em alguns casos.

Essa doenca, que ocorre em cerca de 1 a 5% dos infectados pelo HTLV-1, afeta mais
mulheres que homens, na proporc¢éo 2,5:1 a 3:1. Além disso, a HAM/TSP acomete individuos,
em sua maior parte, nas 42 e 5% décadas de vida e, menos raramente, antes dos 20 anos e ap0s
0s 70 anos. A doenca € tdo incapacitante que ap0s dez anos de sua instalacdo, aproximadamente
30% dos pacientes encontram-se paraplégicos e confinados ao leito (CARNEIRO-PROIETTI
et al., 2002; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

Apesar de pacientes HAM/TSP apresentarem maior mortalidade e morbidade em
relacdo a populacdo em geral, ainda ndo existe cura ou tratamentos antirretrovirais para o
HTLV-1 (ANDERSON; MARTIN, 2014).
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Embora a HAM/TSP seja bem estudada desde que foi descrita, os esforcos limitados
para se desenvolver terapias eficazes fazem com que as opgdes de tratamento ainda sejam
escassas. Porém, interferon-a., interferon-y, terapia antirretroviral, corticoides, acido valprdico,
anticorpos monoclonais anti-CD25 entre outras moléculas, ja foram testadas mas os resultados
foram inconclusivos (MARTIN; TAYLOR, 2014).

Ainda assim, o paciente pode ser tratado seguindo duas abordagens: a) o tratamento para
0s sintomas (como dor ou rigidez); e b) o tratamento da causa (como a inflamagdo da medula
espinhal) (NEUSIEDLER, 2012).

A bexiga hiperativa, por exemplo, pode ser controlada com o uso de Oxybutynin, uma
droga que reduz a atividade do muasculo da bexiga (THUROFF et al., 1991). Em relatos de caso
mais recentes, este sintoma é tratado com a toxina Onabotulinum A, popularmente conhecida
como Botox® (CARNEIRO NETO et al., 2014).

A inflamagdo da medula espinhal, por sua vez, pode ser reduzida com corticosteroides.
Inclusive, estudos relataram melhora neuroldgica quando o0s pacientes que receberam
corticosteroides foram tratados com fisioterapia e drogas anti-espasticas como adjuvantes
(CRODA et al., 2008).

Em acréscimo, tratamentos com agentes imunossupressores, como interferon-a e
ciclosporina, também tem sido testados com eficacia. Além disso, foi visto recentemente que
células T CD8+CCR4+ e células T CD4+CCR4+ sdo alvos terapéuticos de primeira linha para
tratar a HAM/TSP através de Mogamulizumab, um anticorpo anti-CCR4 (MARTIN et al.,
2012; SANCHEZ-MONTALVA et al., 2015; YAMAUCHI et al., 2015).

2.3.2 Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATL)

Nos anos 70, uma doenca de células T que ainda ndo havia sido descrita acometia
adultos da ilha de Kyushu, no sudoeste do Japéo, onde pacientes apresentavam les@es cutaneas,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e hipercalcemia. Esta doenca foi entdo chamada de
Linfoma (ou Leucemia) de células T do Adulto (ATL), associada posteriormente ao HTLV-1,
o tipo viral mais relacionado a doencas, uma vez que todos 0s pacientes apresentavam
anticorpos para este virus (TAKATSUKI, 2005). Porém, embora exista entre 10 e 20 milhGes
de infectados pelo virus, apenas de 1 a 4% desenvolvem ATL durante a sétima década de vida
(KOKORIS et al., 2004).

A leucemia de células T do adulto é caracterizada por ser uma proliferacdo macica de

células T infectadas pelo HTLV-1. A ATL tem um periodo de laténcia de mais de 30 anos e
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pode apresentar os sintomas de organomegalia, lesdes cutaneas, hipercalcemia e presencga de
linfécitos atipicos (AKBARIN et al., 2013; CABRERA et al., 1994; KOKORIS et al., 2004).
Segundo Cessay et al. (2012), as células T na ATL também expressam CD25, molécula
normalmente ndo expressa nas células T.

Bazarbachi et al. (2013) afirmam que o pior prognostico da ATL se da devido a
quimioresisténcia intrinseca e imunossupressdo grave, com 0s pacientes apresentando uma
sobrevida media de menos de 12 meses.

Apesar de ainda ndo apresentar cura, resultados promissores foram relatados utilizando
0 tratamento padrdo no ocidente, zidovudina e interferon-a como terapia antiviral.
Recentemente, estudos vem sendo realizados para verificar o potencial terapéutico quando
utilizados transplantes de células-tronco alogénicas (allo-SCT), telomerase transcriptase
reversa humana (hTERT) entre outros alvos moleculares. O Mogamulizumab, anticorpo
monoclonal anti-CCR4, também foi estudado e apresentou efeitos citotoxicos em células ATL
(BAZARBACHI et al., 2013; MIYAZAKI et al., 2013; UTSUNOMIYA et al., 2015).

2.4 Imunopatogénese das doencas associadas ao HTLV-1

2.4.1 Imunopatogénese da HAM/TSP

Embora a fisiopatologia do virus ndo seja inteiramente conhecida, sdo consideradas trés
hipdteses para explicar o desenvolvimento da HAM/TSP pelo HTLV-1 (Figura 5).

A primeira hipétese trata de um mecanismo de citotoxicidade direta, na qual células T
CD8+ infectadas pelo HTLV-1 seriam capazes de cruzar a barreira hematoencefalica e destruir
as células da glia infectadas pelo virus, seja por citotoxicidade direta ou pela producdo de
citocinas (FURAKAWA et al., 2003; IJICHI; OSAME, 1995; NAKAMURA et al., 1993).

A segunda hipotese é chamada de autoimune e trata-se de um mecanismo de mimetismo
molecular, no qual a ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP-A1), uma proteina
neuronal do hospedeiro, é bastante semelhante a Tax, a proteina mais importante do virus, e
desencadeia um intenso processo inflamatorio autoimune com lesdo dos neurdnios (LEVIN et
al., 2002).

A terceira hipotese, chamada de “bystander” ou dano circundante, é a mais aceita e trata-
se da capacidade que linfocitos T CD4+ infectados e linfocitos T CD8+ especificos para Tax
teriam em atravessar a barreira hematoencefalica e produzir grandes quantidades de citocinas

pré-inflamatorias, ocasionando inflamacdo e destruicdo tecidual (KUBOTA et al., 2002;
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NAGAI; OSAME, 2003; OSAME, 2002). Esta hipotese corrobora com Biddson et al. (1997),
que mostraram a alta toxicidade de mediadores potencialmente inflamatérios (citocinas,

quimiocinas e metaloproteinases) quando produzidos em altas concentragdes no sistema

nervoso.
Figura 5 - Hipdteses de desenvolvimento da HAM/TSP pelo HTLV-1
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No entanto, apesar do ataque direto do virus aos neurénios ndo ser provado, suspeita-se
que o sistema nervoso apresente contaminacdo indireta por linfécitos infectados, gerando
respostas imunoldgicas humorais e celulares, uma vez que citocinas, a exemplo das
interleucinas, Fator de Ativacao de Plaquetas (PAF) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) tem
sido encontradas no soro de pacientes HAM/TSP, desempenhando funcdo na desmielinizagédo
dos neurénios (COSTA et al., 2002; DE CASTRO-COSTA et al., 2002; 1IZUMO et al., 1992;
LIBERSKI et al., 1999).

Segundo Santos, Muniz e Carvalho (2009), os principais determinantes no
desenvolvimento da HAM/TSP sdo fatores virais, polimorfismos genéticos do hospedeiro,
carga proviral e a resposta imune do hospedeiro.

As células T, apds a infeccdo pelo HTLV-1, sdo hiperativadas e proliferam-se
intensamente, acarretando em uma exacerbada producdo de citocinas pré-inflamatorias e

também de quimiocinas como CXCL-9 e CXCL-10, fundamentais no recrutamento de células
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Thl. Além disso, células T regulatérias (CD4+ CD25+ foxp3+) encontram-se
significativamente reduzidas, o que evidencia a contribuicdo da auséncia de modulacdo da
resposta imunoldgica e a exacerbacdo de mediadores soltveis na HAM/TSP (GUERREIRO et
al., 2006; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

Em acréscimo, estudos envolvendo murinos apresentaram altos niveis de IL-6 e IL-17,
sugerindo a presenga de uma resposta do tipo Th17 na infeccdo pelo HTLV-1 (SWAIMS et al.,
2010). Inclusive, Dodon et al. (2004) encontraram altos niveis de expressdao de IL-17 na
infeccdo pelo HTLV-1.

2.4.2 Imunopatogénese da ATL

Na Leucemia/Linfoma de Ceélulas T do Adulto, o gene tax tem um papel fundamental
na transformagcé&o e proliferacdo das células infectadas pelo HTLV-1, codificando uma proteina
reguladora de mesmo nome que € responsavel por induzir o crescimento das células T
infectadas pelo virus (GONCALVES et al., 2010; MARRIOTT; SEMMES, 2005; YOSHIDA,
2001).

Na patogénese da ATL, a proteina Tax pode se ligar a fatores de transcricéo e cofatores
transcricionais promovendo a transcri¢ao tanto do genoma proviral, como de genes celulares, a
exemplo de citocinas (IL-2), receptores de citocinas (IL-2Ra) e genes antiapoptoticos. Porém,
através da ligacdo a complexos protéicos, Tax também & capaz de reprimir a transcri¢cdo de
genes envolvidos no controle do ciclo celular, na ativacdo da apoptose e no reparo do DNA,
aléem de se ligar diretamente a proteinas envolvidas na supressdo do tumor, inibindo-as
(VERDONCK et al., 2007; YOSHIDA, 2001).

No entanto, um novo gene chamado fator bZIP do HTLV-1 (HBZ), cujo RNAm foi
detectado em 100% de células ATL, foi descrito como mais importante que tax na
leucemogénese e na transformacéo celular (FAN et al., 2010; MATSUOKA; GREEN, 2009).

Estudos suprimindo a transcricdo de HBZ por RNA de interferéncia mostraram uma
pequena diminuicdo na proliferacdo das células ATL, demonstrando a funcdo deste gene na
proliferacdo celular (FAN et al., 2010; SATOU et al., 2006).

Com a importancia clara desses dois componentes, aceita-se atualmente que Tax é
importante na instalacdo da ATL, enquanto o fator de ziper de leucina basico do HTLV-1,
proteina codificada pelo HBZ, é fundamental para manter o fen6tipo transformado (COOK et
al., 2013).
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2.5 Aspectos Imunoldgicos da Infec¢do pelo HTLV-1

2.5.1 Respostas Thl e Th2 na Infeccéo pelo HTLV-1

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4+, porém estudos demonstraram
a capacidade do virus em infectar outros tipos celulares, como os linfocitos T CD8+ e células
NK (NAGAI et al., 2001; TAKAMOTO et al., 1997).

Na infec¢cdo pelo HTLV-1 predomina uma resposta imune de perfil Thl, com producéo
de citocinas como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6 €
quimiocinas, a exemplo das proteinas induzidas por macr6fagos/monécitos (MIP-1a ¢ MIP-18)
(BIDDISON et al., 1997). A potente resposta Thl observada na infeccéo pelo virus é capaz de
inibir a producéo de citocinas por células Th2, a exemplo da IL-4, tornando os infectados mais
susceptiveis a doencas causadas por helmintos (CARVALHO et al., 2001; LAL et al., 1996;
SOUZA-MACHADO et al., 2003).

Citocinas do tipo Thl, em especial o IFN-y, sdo fundamentais para o desempenho da
funcdo citotdxica das células T, alem de modular a resposta Th2 negativamente, enquanto
citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) podem regular negativamente a acdo do IFN-y sobre células
T e suprimir a resposta Thl (CARVALHO et al., 2001; KOSTENSE et al., 2001; MOSMANN;
MOORE, 1991).

2.5.2 Resposta Th17 na Infecgdo pelo HTLV-1

Estudos tem demonstrado que células Th17 também estdo envolvidas na patogenia de
algumas doencas autoimunes, uma vez que a delecéo ou neutralizacdo do gene 1L17, foi capaz
de inibir processos autoimunes em modelos animais (IVANOV et al., 2006; NAKAE et al.,
2003).

Apesar de ainda ndo estar claro se e como as células Th17 podem estar envolvidas na
resposta imune contra a replicacdo do HTLV-1, sabe-se que a proteina viral Tax possui a
capacidade de regular a expressao de diversos genes envolvidos na ativacdo e proliferacdo de
células T, a exemplo do gene IL17, que produz uma citocina da Familia IL-17 (DODON et al.,
2004; LEAL et al., 2013; MARTINS et al, 2010)

Swaims et al (2010) encontraram em seu estudo altos niveis de IL-6 e IL-17 em murinos

infectados, sugerindo a presenca de uma resposta Th17 na infeccdo pelo HTLV-1.
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A Familia IL-17 (Figura 6) compreende diversas moléculas relacionadas a interleucina
17, uma citocina pré-inflamatoria secretada principalmente por células T ativadas. Atualmente,
essa familia, que ndo possui similaridade de sequéncia com nenhuma outra citocina conhecida,
retne seis integrantes diferentes: IL-17A, IL17-B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. No
entanto, ainda ndo foram descobertos todos os receptores e ligantes das moléculas dessa familia
(MOSELEY; HAUDENSCHILD; REDDI, 2003; STARNES et al., 2002; YAO et al., 1995a).

Figura 6 - Citocinas e receptores da Familia IL-17
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Fonte: Adaptado de Gaffen (2009).
Legenda: A familia IL-17 é formada por seis citocinas diferentes (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e
IL17-F). Porém, nem todos os receptores foram descritos ainda.

2.5.2.1 Interleucina 17A (IL-17A)

Antes chamada de CTLA-8 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 8), a interleucina 17 (IL-
17A) é uma glicoproteina homodimérica de 20 a 30 kDa secretada predominantemente por
células T CD4+ de memorias ativadas. Devido a sua sequéncia de aminoacidos diferente, a
molécula ndo foi inicialmente descrita como uma citocina, 0 que ocorreu quando
caracterizacdes posteriores demonstraram que estimulava a producéo de fatores como IL-6, IL-
8 e G-CSF (Fator Estimulador de Coldnias de Granuldcitos) (FOSSIEZ et al., 1996; YAO et
al., 1995a, 1995b).

Por meio dos receptores IL-17RA e IL-17RC, a IL-17A € responsavel por induzir
diferentes tipos celulares a produzir outras citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e
metaloproteinases, ocasionando o recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério e
levando a inflamacéo do tecido. Assim, respostas de IL-17A tem sido encontradas exacerbadas
em patologias autoimunes como artrite reumatoide, doenga inflamatéria do intestino, esclerose
maultipla entre outras (CHEN et al., 2010; WILSON et al, 2007).
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2.5.2.2 Interleucinas 17B, 17C e 17D (IL-17B, IL-17C e IL-17D)

Dos membros da Familia IL-17, as citocinas IL-17B, IL-17C e IL-17D sdo as menos
caracterizadas. No entanto, apesar do receptor da IL-17D permanecer desconhecido, foi
relatado que a IL-17B liga-se ao receptor IL-17RB, enquanto IL-17C é capaz de ligar-se a IL-
17RE e ativar NF-«B. Além disso, IL-17B e IL-17C sdo capazes de estimular a transcri¢do de
genes pro-inflamatorios e aumentar a producdo de TNF-alfa, enquanto a IL-17D apresenta
perfil pré-inflamatério em células endoteliais e inibe, in vitro, a proliferacdo de células
progenitoras mieldides (GAFFEN, 2009; LI et al., 2000; SHI et al., 2000; STARNES et al.;
2001; YAMAGUCHI et al., 2007;).

2.5.2.3 Interleucina 17E (IL-17E)

A IL-17E € uma citocina produzida por células epiteliais da mucosa e outros tipos
celulares, que se liga a um complexo receptor, formado por IL-17RB e IL-17RA. Estudos
mostraram que a IL-17E, quando superexpressa, promove eosinofilia, além de estimular a
producdo de citocinas Th2 (CLAUDIO et al., 2009; GAFFEN, 2009; LEE et al., 2001).

Segundo Dong (2008), a IL-17E também limita o desenvolvimento das células Th17
induzindo as células dendriticas a expressarem IL-13 ou inibindo os macrofagos de produzirem
IL-23.

2.5.2.4 Interleucina 17F (IL-17F)

A IL-17F é a citocina melhor caracterizada da familia IL-17, juntamente a IL-17A. E o
tnico membro da familia que foi cristalizado para estudos estruturais (HYMOWITZ et al.,
2001). Assim como a IL-17A, a IL-17F é um homodimero covalente, porém Chang e Dong
(2007) demonstraram que essas duas citocinas podem formar heterodimeros.

A sinalizacdo de IL-17A, IL-17F e do heterodimero IL-17A - IL-17F acontece através
das subunidades do receptor, IL-17RA e IL-17RC, que formam um complexo. Porém, as duas
citocinas tem efeitos bioldgicos diferentes: enquanto a IL-17A esta envolvida na patologia de
doencas autoimunes e no recrutamento de neutrofilos com efeitos de sinalizacdo mais potentes,
a IL-17F esta também envolvida no recrutamento de neutrofilos e na protecdo contra patdgenos
extracelulares, no entanto, com uma resposta mais fraca (GAFFEN, 2009; KOLLS; LINDEN,
2004; KUESTNER et al., 2007; WRIGHT et al., 2007; WRIGHT et al., 2008;).
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2.6 Polimorfismos no Gene IL17

Polimorfismos de base Unica (SNPs, de Single Nucleotide Polymorphisms) sdo
alteracdes de pares de bases na sequéncia do DNA. Esses polimorfismos, importantes fontes de
heterogeneidade genética, podem acarretar em mudancas morfoldgicas, bem como em
mudancas na resposta imunoldgica do organismo. Desta forma, estudos de associacdo com
SNPs podem ser utilizados para avaliar o risco de desenvolvimento de diversas doencas
(KRUGLYAK; NICKERSON, 2001; YAMADA, 2008).

O polimorfismo G-197A (rs2275913) estéa localizado no gene IL17A, no brago curto do
cromossomo 6 em um motivo de ligacdo para o Fator Nuclear de Células T ativadas (NFAT) e
parece ser um importante regulador do promotor do gene IL17, podendo ter efeitos sobre a
regulacdo da transcricdo de IL-17 (ESPINOZA et al., 2011; OCEJO-VINYALS et al., 2013).

Caracterizado pela troca de Adenina por Guanina, esse SNP tem sido relacionado ao
aumento do risco de desenvolvimento e progresséo de doengas inflamatérias, uma vez que
estudos demonstraram que o alelo ancestral (A) deste polimorfismo esta associado a producao
aumentada da citocina IL-17 (ARISAWA et al., 2008; ESPINOZA et al., 2011).

Polimorfismos no gene IL17 foram recentemente associado a diversas doencas, a
exemplo da osteoartrite, colite ulcerativa, tuberculose pulmonar, cancer gastrico, doenca do
enxerto versus hospedeiro (GVHD), asma infantil entre outras (CHEN et al., 2010; ESPINOZA
etal., 2011; HAYASHI et al., 2013; HAN et al., 2014; OCEJO-VINYALS et al., 2013; ZHANG
et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar de existirem algumas hipoteses que expliquem a fisiopatologia da HAM/TSP, a
patogénese dessa doenca ainda ndo é bem compreendida. Ainda assim, sabe-se que a resposta
imune do hospedeiro pode estar envolvida no aparecimento do quadro clinico.

A IL-17A, por exemplo, é uma citocina que tem sido recentemente implicada com
mecanismos presentes em doencas e quadros inflamatérios. Inclusive, polimorfismos no gene
que codifica essa citocina tem sido associados a inimeras doencas.

No entanto, ndo existem estudos de polimorfismos no gene 1L17 em infectados pelo
HTLV-1. Dessa forma, a analise da associacdao do polimorfismo G-197A no gene IL17 com a
presenca da sintomatologia nos infectados pelo HTLV-1, bem como das citocinas presentes no
soro dos individuos, contribuird em um melhor entendimento sobre a imunopatogénese da
HAM/TSP, além de permitir a identificacdo de possiveis alvos e marcadores que possam estar

envolvidos no processo inflamatdrio observado na doenca.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a existéncia de associacdo do polimorfismo G-197A no gene IL17 com a

presenca de sintomatologia em individuos infectados pelo HTLV.

4.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a frequéncia do polimorfismo G-197A do gene 1L17 nos diferentes grupos
de individuos com diagnostico positivo para infeccdo por HTLV;

b) Quantificar citocinas dos perfis Th1/Th2/Thl7 (IL-2, IFN-y, TNF-o/IL-4, IL-6, IL-
10/1L-17) no soro de individuos com diagndstico positivo para infec¢do por HTLV;

c) Verificar existéncia de associacao entre as frequéncias alélicas/genotipicas das variantes
polimdrficas do gene IL17 nos diferentes grupos em estudo;

d) Correlacionar os niveis de citocinas dos perfis Th1/Th2/Thl7 com a presenca de

sintomatologia nos grupos em estudo.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Desenho do Estudo e Defini¢cdo do Tamanho da Amostra

A pesquisa caracteriza-se como um estudo transversal analitico do tipo caso-controle
com comparagéo de grupos. O tamanho da amostra foi definido por conveniéncia, uma vez que
ndo existem estudos que apresentem as frequéncias alélicas de polimorfismos nos genes 1L17
em individuos brasileiros infectados pelo HTLV-1, impossibilitando calcular o tamanho da

amostra.

5.2 Local

A amostra foi constituida por individuos com diagnostico positivo para HTLV,
atendidos no Servigo de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC) e que aceitaram participar da pesquisa. Para comparacdo, 0 grupo
controle foi composto por individuos com diagnostico positivo para HTLV, porém
assintomaticos.

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Biologia Molecular de Virus da
Universidade de Pernambuco (LBMV-UPE) e nos Laboratorio de Imunopatologia e Biologia
Molecular (LIBM-CPgAM), Laboratorio de Imunoparasitologia (LIMP-CPgAM) e Ndcleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT), ambos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM).

5.3 Coleta de Dados

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram coletados, de forma confidencial e anbnima,
por meio de um questionario previamente elaborado (Apéndice A) e por meio da analise de
prontuarios, permitindo o agrupamento dos individuos segundo a presenca ou auséncia de
sintomatologia.

Assim, em nosso estudo foram incluidos 116 individuos infectados pelo HTLV-1, sendo
29 sintomaticos, apresentando HAM/TSP, e 87 assintomaticos. Conforme exibe o Apéndice B,
a maior parte dos individuos pertenceram ao sexo feminino (79,3% no grupo sintomatico e

59,8% no grupo assintomatico).
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A idade média da amostra foi de 49,6 anos, variando de 20 a 76 anos. No entanto, a
média de idade dos individuos sintomaticos (55 anos) foi maior que a dos assintomaticos (47,8

anos).

5.4 Grupos do Estudo

Os participantes do estudo foram agrupados em dois grupos: 1) Grupo formado por
individuos com diagnéstico positivo para HTLV, maiores de 18 anos e que apresentam sintomas
caracteristicos da HAM/TSP; 2) Grupo formado por individuos com diagndstico positivo para
HTLV, maiores de 18 anos, assintomaticos e com tempo de diagnéstico da infeccdo igual ou

superior a trés anos.

5.4.1 Critérios de Inclusao

Participaram do estudo individuos maiores de 18 anos infectados pelo virus HTLV com
diagndstico confirmado por outros laboratorios (LACEN-PE, HEMOPE entre outros) através
das técnicas ELISA, Western Blot (WB), exame de LCR ou PCR positiva para HTLV.

5.4.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo individuos que se enquadraram em alguma das situacdes

abaixo:

a) Auséncia de confirmacdo laboratorial por Western Blot, LCR ou PCR;
b) Portadores de outras comorbidades (HIV, HCV, Acidente Vascular Cerebral, doencas
autoimunes, outros distdrbios neurolégicos como Mal de Parkinson e Neurosifilis bem

como outras neoplasias que ndo ATL);

5.5 Coleta e Processamento do Sangue

Foram coletadas amostras de sangue periférico dos individuos, através de puncao
venosa a vacuo, em dois tubos vacutainer de 5 ml: i) um com o anticoagulante EDTA, para
obtencdo de sangue total, e posteriormente de DNA; e ii) um sem anticoagulante (tubo seco),

para obtencgéo do soro.
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O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total no LBMV-UPE utilizando o
kit de extracdo de DNA DNA Purification Wizard Genomic (PROMEGA), seguindo as

instrucdes do fabricante.

5.6 Deteccéo dos Polimorfismos

As varidveis polimorficas foram detectadas através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o sistema TagMan® SNP Genotyping Assays Real
Time PCR.

A PCR em Tempo Real é uma técnica que permite acompanhar em tempo real o
processo de quantificacdo de fragmentos de DNA, amplificando, detectando e quantificando-
0S em apenas uma etapa, 0 que minimiza o risco de contaminagoes.

O sistema TagMan® é uma metodologia de PCR em tempo real que utiliza diferentes
sondas marcadas com fluorocromos, um para cada nucleotideo, de acordo com o kit. Esse
sistema baseia-se na deteccdo de fluorescéncia por um leitor presente no termociclador, capaz
de medir a fluorescéncia emitida pela dissociacéo dos fluorocromos reporter e quencher quando
a sonda TagMan é clivada pela taq polimerase, ao anelar na cadeia alvo do DNA.

Para nosso alvo, adquirimos o kit C__ 15879983 10 TagMan® SNP Genotyping Assays
Real Time PCR (Applied Biosystems), que contém os primers e sondas especificos incluidos
em sua formulagéo.

O protocolo que seguimos, como pode ser visto no quadro 1, utiliza 12,5ul como volume

final para cada amostra e foi padronizado no LBMV-UPE.

Quadro 1 - Protocolo da PCR em Tempo Real

Reagente Quantidade

TagMan® SNP Genotyping Assays 0,625 pul

TagMan® Universal PCR Master Mix | 6,250 pl

Agua Milli-Q 3,125 pl
DNA 2,5l
Volume final 12,5 pl

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esta etapa da pesquisa foi realizada nas salas de pré-PCR do Departamento de
Imunologia do CPgAM e no NPT-CPgAM, onde utilizamos o sistema de PCR em Tempo Real
Applied Biosystems ® 7500.

5.7 Quantificacéo de Citocinas

A quantificagéo das citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17 foi realizada no LIMP-CPgAM
e no NPT-CPgAM, através da tecnica de citometria de fluxo, utilizando o sistema CBA
(Cytometric Bead Array).

As citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram quantificadas no soro
dos individuos selecionados, por citometria de fluxo, utilizando o kit BD Cytometric Bead
Array Human Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante.

O equipamento utilizado para a leitura das amostras foi o citbmetro FACSCalibur (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA), plataforma equipada com dois lasers e com capacidade de
analisar até quatro cores.

O kit utilizado permitiu a quantificacdo das citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a., IL-4, IL-6,
IL-10 e IL-17 em uma mesma amostra.

Na preparacdo dos padrdes de citocinas Th1/Th2/Th17, como estes vem liofilizados,
primeiramente os reconstituimos, transferindo as esferas padrao para um tubo c6nico tipo falcon
e adicionando 2 mL do Assay Diluent presente no kit. Este tubo foi nomeado “Top Standard” e
deixado em temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, pipetamos gentilmente para
reconstituir as proteinas e nomeamos oito tubos para realizar a diluicdo seriada,
respectivamente, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256. Além disso, nomeamos um tubo
branco, para servir como controle negativo. Em seguida, adicionamos 300 uL do Assay Diluent
em cada um desses tubos e fomos transferindo 300 uL de um tubo ao outro, a comegar pelo
“Top Standard” para o “1:2” e assim sucessivamente. Como um dos tubos serviu como controle
negativo, nele foi colocado apenas o Assay Diluent.

Logo depois, fizemos o mix de beads, no qual as beads de cada uma das sete citocinas,
com diferentes intensidades de fluorescéncia, foram conjugadas ao anticorpo de captura
especifico de cada citocina. Para tanto, as beads foram misturadas com o anticorpo de deteccdo

e conjugadas com reagente de deteccdo PE, para a posterior incubagdo com as amostras.
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Em resumo, cada tubo foi preparado de acordo com o quadro abaixo e puderam ser

homogeneizados e incubados por 3 horas, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Quadro 2 — Protocolo de preparacdo do CBA

Reagente Quantidade
Amostra 25 ul
Mix de Beads 35 ul
Reagente de Deteccéo PE 25 ul

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds este tempo, foram adicionado 500 ul do Wash Buffer em cada um dos tubos e os
mesmos foram centrifugados por 5 minutos em 200g. Em seguida, os sobrenadantes foram
descartados e adicionamos 300 ul de Wash Buffer novamente, a fim de ressuspender o pellet de
beads de cada tubo. Assim, a leitura foi realizada e os dados puderam ser obtidos no software
FCAP Array (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), e analisados no GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

5.8 Analises Estatisticas

Todos os dados obtidos foram armazenados e analisados no software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA), realizando-se os testes de qui-quadrado, teste T

e Mann-Whitney, considerando-se significativas as diferencas com valores de p < 0,05.

Para as frequéncias encontradas do polimorfismo, verificou-se que o gene estudado
estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, as frequéncias alélicas e genotipicas do

polimorfismo G-197A apresentaram-se semelhantes entre 0s grupos.



43
NECO, H.V.P.C.

6 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada (Anexo A) pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
de Pernambuco (CEP HUOC/PROCAPE) com registro CAAE 16973113.5.1001.5192 e os
individuos participantes foram informados sobre o estudo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice C).
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7 RESULTADOS

7.1 Analise das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo G-197A na populacéo de
estudo

Os trés genotipos possiveis, AA, AG e GG, foram encontrados na amostra, em
percentuais de 4,3%, 31,9% e 63,8%, respectivamente. A Tabela 1 mostra que o alelo A foi
menos frequente que o G, com uma frequéncia de 20,3%, contra 79,7%, ndo sendo este
resultado significante (p=0,1101).

Tabela 1 - Frequéncias alélicas e genotipicas encontradas nos grupos estudados

HAM/TSP Assintomaticos OR P value
(N=29) (N=87) (95% IC)
IL17A
rs2275913
Alelo, n (%)
A 15 (26) 32 (18) - Referéncia
G 43 (74) 142 (82) © 7165:? 12) 0,1101
Gendtipo
A/A 3 (10) 2 (02) - Referéncia
AlG 9 (31) 28 (32) © 6;1262; 50) 0,0487
G/G 17 (59) 57 (66) © 7;123 63) 0,0327

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de Confianca

Quanto aos gendtipos, observa-se a predominancia do genotipo GG, tanto no grupo
sintomatico (59%) quanto no grupo assintomatico (66%), enquanto o genotipo AG representa
31% nos sintomaticos e 32% nos assintomaticos. O genoétipo de risco, AA, apresentou-se em

10% dos individuos sintomaticos e em 2% dos assintomaticos.

Comparando-se 0s gendtipos, como mostra a Tabela 1, o resultado foi significante
(p=0,0485) quando os grupos que possuiam ao menos um alelo G (GG+A/G) foram

confrontados apenas com os individuos que possuiam os dois alelos A (AA).
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Além disso, quando os individuos de gendtipo AA foram comparados com os de
gendtipo AG e GG, individualmente, os resultados também foram significantes, com p=0,0487
e p=0,0327, respectivamente.

7.3 Avaliacao da producéo de citocinas nos grupos estudados

As citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17 foram avaliadas em 64 dos 116 individuos da

nossa amostra.
7.3.1 Citocinas do perfil Thl (IL-2, IFN-ye TNF-q)

Ao analisar os niveis de IL-2 (Figura 7) no soro dos grupos estudados, as maiores
quantidades foram encontradas nos individuos assintomaticos. No entanto, ndo foram

encontradas diferencas significantes (p=0,9757).

Figura 7 — Niveis de IL-2 nos grupos estudados
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: O grupo assintomatico apresentou 0s maiores
niveis de IL-2. No entanto, o resultado ndo foi
estatisticamente significante.

Porém, quando foram analisados os niveis de IFN-y (Figura 8), observamos que esta
citocina apresentou-se significantemente aumentada no grupo dos sintomaticos (p=0,006) em
comparagdo com o grupo dos assintométicos, demonstrando a presenca de uma resposta

antiviral nos pacientes com doenca.
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Figura 8 — Niveis de IFN-y nos grupos estudados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Os niveis de IFN-y apresentaram-se
significantemente mais elevados no grupo HAM/TSP (***

P=0,006), sugerindo resposta antiviral.
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Para 0 TNF-a também identificamos diferencas estatisticamente significantes entre os

niveis observados nos pacientes HAM/TSP em relacdo aos assintomaticos (p=0,0253), como
pode ser visto na figura abaixo.

Figura 9 — Niveis de TNF-a nos grupos estudados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: O grupo sintomtico apresentou também niveis

mais elevados de TNF-a (*P=0,0253).
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7.3.2 Citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10)

Quanto aos niveis das citocinas Th2, ndo encontramos diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos estudados (Figura 10). Os valores de p foram 0,2348, 0,1759 e
0,4376 para IL-4 (a), IL-6 (b) e IL-10 (c), respectivamente.

Figura 10 — Niveis de IL-4, IL-6 e IL-10 nos grupos estudados
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Os resultados de IL-4 (a), IL-6 (b) e IL-10 (c) foram
semelhantes entre os grupos estudados.

7.3.1 Citocina do perfil Th17 (IL-17)

Curiosamente, em nenhuma das amostras foram detectadas quantidades minimas de IL-
17, apesar desta citocina ter sido detectada durante a realizacdo da curva padréo necessaria ao

experimento.
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8 DISCUSSAO

A infeccdo pelo HTLV-1, apesar de ndo ocasionar sintomas na maior parte dos
portadores, pode levar ao desenvolvimento da HAM/TSP, o que segundo Santos, Muniz e
Carvalho (2009) esté relacionado a determinantes de risco, como fatores virais e carga proviral,
bem como a polimorfismos genéticos e a resposta imunolégica do hospedeiro.

Existem estudos na neuropatologia da HAM/TSP que evidenciam o envolvimento de
mecanismos imune mediados na patogénese da doenca (JACOBSON et al, 1997). Além disso,
algumas pesquisas tem demonstrado alta expressao de citocinas pro-inflamatérias, como 1L-17,
em pacientes com HAM/TSP (SANTOS et al., 2011a, 2011b).

Apesar de diversos pesquisadores investigarem polimorfismos em genes de citocinas e
sua relagdo com o desenvolvimento de um quadro sintomatico nos individuos infectados, ainda
ndo existem estudos envolvendo polimorfismos no gene IL17 e sua possivel associacdo com o
desenvolvimento da HAM/TSP. Desta forma, esse foi o primeiro estudo a abordar um
polimorfismo no gene IL17 e sua relagdo com a patogenia presente na infeccdo pelo HTLV-1.

O polimorfismo que estudamos, conhecido como G-197A, esta localizado no dominio
de ligacdo para o Fator Nuclear de Células T Ativadas (NFAT), o regulador central do promotor
do gene IL-17. Inclusive, esse SNP ja foi associado ao risco de desenvolvimento de asma
infantil, cancer cervical em mulheres, cancer gastrico, cancer de mama, artrite reumatoide,
colite ulcerativa entre outras doencas (ARISAWA et al., 2008; CHEN et al., 2010; LIU et al.,
2015; NORDANG et al. 2009; QUAN et al., 2012; WANG et al., 2012).

Porém, analisando os resultados das frequéncias alélicas do nosso trabalho, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos estudados, provavelmente
pela limitacdo oriunda do tamanho de nossa amostra, uma vez que todos os trabalhos acima
referidos tem populagdes de estudo superiores a 160 individuos e com controles também em
grande namero. Contudo, trabalhos envolvendo outras doencas classificam o alelo A como o
alelo de risco responsavel pelos quadros inflamatorios presentes nessas.

Espinoza et al. (2011), através de estimulos in vitro, observaram que células T saudaveis
possuindo o alelo -197A produziram mais IL-17 em relacdo as células sem esse alelo. O
trabalho de Arisawa et al. (2008), por exemplo, encontrou correlacdo entre o alelo -197A e 0
desenvolvimento de colite ulcerativa, assim como Shibata et al. (2009) identificaram a
correlacdo entre 0 mesmo alelo e cancer gastrico. Em acréscimo, Han et al. (2014) encontraram
recentemente diferencas significantes entre pacientes com osteoartrite e individuos saudaveis,

na presenca do alelo A.
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Embora as diferencas encontradas entre as frequéncias alélicas dos grupos do nosso
estudo ndo tenham sido significativas, observamos que, apesar do alelo G ser mais frequente
nos grupos, o alelo A apareceu percentualmente mais elevado em pacientes HAM/TSP (26%)
em relacdo aos assintomaticos (18%).

Além das pesquisas anteriormente citadas, o alelo A foi associado também a cancer de
bexiga (ZHOU et al, 2013). Entretanto, diversos estudos ndo encontraram associagéo do alelo
A ou dos gendtipos com as doencas estudadas, como € o caso da auséncia de correlacdo entre
0 polimorfismo e a cardiomiopatia dilatada, leucemia mieloide aguda ou gastrite atrofica
cronica (PENG et al., 2013; WROBEL et al., 2014; YUAN et al., 2010).

Analisando as frequéncias genotipicas, observamos que o genétipo homozigoto AA foi
significantemente mais frequente em pacientes HAM/TSP em comparacdo aos individuos
assintomaticos. Assim, observamos que o polimorfismo G197A (rs2275913) no gene IL17
parece estar associado com a susceptibilidade de desenvolver HAM/TSP, uma observacao atée
entdo nédo descrita na literatura.

A presenga do genotipo AA do polimorfismo G197A tem sido considerada de risco em
diversas doencas. Marquez et al. (2014), por exemplo, em seu trabalho envolvendo pacientes
com arterite de células gigantes (GCA), encontraram maior frequéncia do genotipo AA em
pacientes GCA do que em controles saudaveis.

A frequéncia elevada do gendtipo AA em pacientes HAM/TSP condiz com pesquisas
gue mostram que o alelo A é capaz de aumentar a afinidade do motif de ligacdo por NFAT,
aumentando a secrecdo de IL-17A. Além disso, altos niveis de IL-6 e IL-17 foram encontrados
em murinos infectados pelo HTLV-1, sugerindo a presenca de resposta Th17 na infeccdo pelo
virus (ESPINOZA et al., 2011; SWAIMS et al., 2010).

No entanto, diferentes polimorfismos podem influenciar os niveis de IL-17A, a
afinidade de ligacdo a complexos fatores de transcricao e o status de metilacdo do promotor de
ILL7A (KIM et al., 2011). Desta forma, diversos sinais independentes podem estar atuando no
desenvolvimento da HAM/TSP, mostrando que esta € uma doenca complexa na qual varios
fatores estardo envolvidos no surgimento do quadro clinico.

A proteina viral Tax, por exemplo, é capaz de regular a expressao do gene IL17, como
visto por Dodon et al. (2004), quando observaram expressdo 17 vezes maior de RNASs
mensageiros de IL-17 em linfécitos T de pacientes HAM/TSP em relacéo a linfécitos T sadios,
em cultura na presenca de IL-2. Assim, ndo apenas o polimorfismo investigado em nosso
estudo, mas outros SNPs no gene IL17A ou até mesmo em outros genes, como o IL17F, além

dos ja citados fatores virais e ambientais, podem estar relacionados a doenca.
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Embora ndo seja o escopo do nosso trabalho, obtivemos dados epidemioldgicos
condizentes com outros estudos. Por exemplo, sabe-se que idade acima de 50 ou 60 anos é um
dos determinantes de risco para o desenvolvimento da HAM/TSP, que acomete principalmente,
individuos nas 42 e 52 décadas de vida (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; SHOIEBI et al,
2013). Corroborando com estas pesquisas, 0 nosso trabalho identificou maior média de idade
nos sintomaticos em relacdo aos assintomaticos.

Além disso, ndo encontramos pacientes HAM/TSP com menos de 30 anos e apenas uma
paciente com 70 anos, o que condiz com trabalhos que relatam o acometimento, menos
frequente, em individuos antes dos 20 anos e ap6s os 70 anos (CARNEIRO-PROIETTI et al.,
2002; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

Em acréscimo, a HAM/TSP foi mais prevalente em pessoas do sexo feminino,
reafirmando outros trabalhos que evidenciam a frequéncia mais elevada da doenca em mulheres
em uma proporcado de 2,5 a 3:1, em relagdo aos homens (DOURADO et al, 2003; ESHIMA et
al, 2009; YAMANO et al, 2012).

A interacdo virus-hospedeiro também € um dos fatores responsaveis por provocar
mudancas na resposta imunologica que podem levar a patogénese da HAM/TSP, tais como
aumento da producéo de citocinas inflamatorias e proliferacdo espontanea de células T CD4+
(FUZZI et al., 2014).

Nos pacientes HAM/TSP, citocinas de perfil Thl, como IFN-y e TNF-a, séo
predominantes, em contraste com a reducdo de citocinas Th2, como IL-4 e IL-10 (AHUJA et
al., 2007; MORGAN, 2011; YAMANO et al., 2009). Semelhante a esses achados, analisando
os dados do CBA, encontramos diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de IFN-
v € TNF-a dos individuos sintomaticos e assintomaticos.

O TNF-a é produzido principalmente por macrofagos, porém células T, células B e
fibroblastos também podem produzi-la. Essa citocina é capaz de estimular a secrecdo de outras
citocinas e quimiocinas, produzir moléculas de adesdo endotelial e suprimir a atividade de
células T regulatérias (YU et al., 2012).

A producgéo de TNF-a pelas células T de pacientes HAM/TSP é bem descrita em varios
estudos (GOON et al., 2004; NISHIURA et al., 1996). Pesquisas mais recentes, como a de
Starling et al. (2013), com brasileiros de Minas Gerais infectados pelo HTLV, também
encontraram maior concentracdo sérica de TNF-o em individuos com HAM/TSP quando
comparados com portadores assintomaticos. Alguns trabalhos até ja utilizam agentes anti-TNF-

o como tratamento para sintomas e doencas relacionadas ao HTLV-1, a exemplo da Artropatia
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Associada ao HTLV-1 e outras condi¢cbes reumatolégicas associadas ao virus
(BITTENCOURT et al., 2013; FRENZEL et al., 2014).

O processo inflamat6rio crénico nos pacientes HAM/TSP é mantido pela constante
resposta inflamatoria desencadeada a partir do aumento da producgdo de IFN-y, TNF-a e IL-2,
desencadeado pela resposta de células T CD4+ (HANON et al., 2001; MUNIZ et al., 2006).

O IFN-y apresenta atividade antiviral, antiparasitaria e imunomoduladora, sendo capaz
de inibir a proliferacdo de células produtoras de I1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (VARELLA,;
FORTE, 2001). Em nosso estudo, essa citocina apresentou-se significantemente mais elevada
no grupo HAM/TSP comparando-se com os portadores assintomaticos, corroborando com o
que é amplamente conhecido e descrito na literatura. Apesar disso, ndo existe associacdo entre
0s niveis de citocina com a severidade da doenca. (FUZZI et al, 2014; MONTANHEIRO et al.,
2009; STARLING et al., 2013).

Embora alguns trabalhos relatem o aumento de IL-2 no sangue e no fluido cerebrospinal
de pacientes HAM/TSP, em nossa pesquisa ndo encontramos diferencas estatisticas
significantes nas quantidades dessa citocina entre os grupos estudados (GONCALVES et al.,
2008; HANON et al., 2001). Entretanto, o estudo de Starling et al (2013) também nao encontrou
diferencas nos niveis de IL-2 séricas entre os grupos de infectados pelo HTLV-1.

Segundo algumas pesquisas, as citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-10 estdo
reduzidas em pacientes HAM/TSP, o que condiz com nossos achados, nos quais nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes nos niveis dessas citocinas entre 0s grupos
estudados. Inclusive, pelo fato de a resposta Th2 estar reduzida em individuos infectados pelo
HTLV-1, pacientes coinfectados por Strongyloides stercolaris, sdo susceptiveis a formas mais
graves de estrongiloidiase, devido a reducéo da producdo de IL-4 e outros componentes, por
exemplo (AHUJA et al., 2007; MORGAN et al., 2011; PORTO et al., 2002; YAMANO et al.,
2009).

A infeccdo pelo HTLV-1 pode reduzir a expressdo de Foxp3, IL-10 e TGF-f, causando
desequilibrio no processo inflamatério encontrado na doenca (ARAYA et al., 2011; SANTOS
et al., 2006). Outros trabalhos demonstram que a IL-10 pode atuar na infeccéo pelo virus através
de suas funcdes imunomodulatoérias, bem como por ser um fator de diferenciacdo para células
T citotdxicas especificas do virus (SHIRDEL et al., 2013).

Por exemplo, sabe-se que a IL-10 inibe a expressdo de CD80/CD86 por células
apresentadoras de antigeno (APCs), levando a reducdo da capacidade destas em fornecer sinais

necessarios a ativacdo de células T e producdo de citocinas. Em outras palavras, niveis
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reduzidos de IL-10 em individuos infectados pelo HTLV-1 podem levar aos mecanismos
inflamatorios vistos na HAM/TSP, como observado em recente estudo que evidenciou maior
frequéncia de hapl6tipo produtor de pouca IL-10 em pacientes HAM/TSP em relacdo a
controles saudaveis (BAILER et al., 1994; SHIRDEL et al., 2013).

Os niveis de IL-6 na populacdo que estudamos também ndo apresentaram diferencas
estatisticas significantes entre os grupos, apesar de véarias pesquisas demonstrarem a producéo
de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-6 no sangue periférico de pacientes HAM/TSP, sendo
considerados importantes mediadores da patologia da doenga. Além disso, uma recente
pesquisa utilizou vacina anti-HTLV-1 baseada em células dendriticas para tratar camundongos
infectados, levando ao aumento dos niveis de IL-6 séricos nos individuos da amostra
(GADELHA et al., 2008; LAIRMORE; HAINES; ANUPAN, 2012; MORGAN, 2011; SAGAR
et al., 2014).

Alguns trabalhos relatam que niveis aumentados de IL-6 podem estar relacionados a
regulacdo positiva de 1L-17 (CAMPOREALE; POLI, 2012). Apesar de ndo detectarmos
nenhuma quantidade de IL-17 nas amostras, este resultado ndo invalida o que foi observado
para o polimorfismo no gene IL17A, uma vez que este é apontado como responsavel pelo
aumento na producdo da citocina em questao.

Embora alguns trabalhos utilizando kits de CBA semelhantes ao nosso também néo
tenham encontrado quantidades de IL-17A em suas amostras, 0 que poderia estar relacionado
a bead para essa citocina, o fato de ndo termos detectado IL-17A pode estar relacionado a
determinantes na patogénese da HAM/TSP (ARNONE, 2013; CANDIDO, 2011). Além disso,
essa citocina poderia estar sendo liberada apenas localmente e em pequenas quantidades, o que
dificultaria sua deteccdo em determinados sitios. Questionamos também se o virus estaria
circulante ao momento da coleta, ou seja, se a doenca estaria ou ndo ativa. Por isso, seria
importante acompanhar a carga proviral dos individuos da amostra.

A HAM/TSP compartilha algumas semelhancas clinicas com doencas inflamatérias
crénicas como esclerose multipla e artrite reumatoide, patologias que apresentam niveis
elevados de IL-17. Ademais, pacientes HAM/TSP apresentam altos niveis de ROR, IL-17 e IL-
22 em comparagdo com individuos assintomaticos. Portanto, a presenca de resposta Thl7 na
infeccdo pelo HTLV-1 vem sendo evidenciada aos poucos (FUZZI et al.,2014; SARKIS et al.,
2013).

Como perspectiva, novas subpopulacBes de células T, a exemplo das células Th9 e
Th22, podem ser investigadas quanto a producéao de citocinas por esses tipos celulares. Porém,

as células Th1l7 também devem continuar sendo estudadas, quanto a sua presenca e possivel
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envolvimento na patogenia de doencas associadas ao HTLV-1, como a HAM/TSP e até mesmo
a ATL, uma vez que diversos tipos de cancer ja estdo comprovadamente associados a resposta
de perfil Th17.
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9 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir que o polimorfismo G-197A no
gene IL17 est4 associado a HAM/TSP. Esse achado, até entdo ndo descrito na literatura, sugere
a presenca de uma resposta de perfil Th17 na infec¢do pelo HTLV-1, como varios autores ja
relataram. Além disso, nosso estudo reafirmou outras pesquisas, que confirmaram o predominio
da resposta Thl sobre a Th2, e classificaram idade e sexo como fatores de risco.

Entretanto, devemos considerar a limitacdo do nosso estudo na interpretacdo dos
resultados encontrados. O pequeno tamanho da amostra, por exemplo, limita o poder estatistico
para encontrar diferengas significantes, o que pode ser evidenciado pelo intervalo de confianga.

Ainda assim, os resultados obtidos contribuem para o melhor entendimento da resposta
imune presente na HAM/TSP, uma doenca descrita hd 37 anos, mas cuja imunopatogénese néo
estd completamente esclarecida, impossibilitando o desenvolvimento de terapias eficazes

contra os sintomas e lesdo medular ocasionadas pelo virus.
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Questionario Clinico do Paciente

Nimers Amostra Data da coleta Coletador Recoleta( )

I - Contato e Identificaciio

1-Nome:

2-Sexo: ()M ( )F  3-Cor da Pele (auto classificacio)

4-Data de nascimento ____ /  /  5-Idade:

6-Endereco: n®
Bairro: Cidade: UF:___

5-Registro HUOC Prontuario n°: Escolaridade -

6-Telefone fixo e/ou celular: Email:

Primeira consulta: Ano diagnéstico:_ Idade ao diagnostico:

8-Tempo de diagndstico da infeccio pelo HTLY em anos:

ITI - Dados do paciente
9 - Exames soroldgicos:

ELISA: SIM() NAO() NI() | POS () NEG () Tipo viral:

WB: SIM () NAO () NI{) | POS() NEG() OBS: 1) 2() Ind()XNP()

LCR: SIM () NAO () NI() | POS() NEG () |

PCR: SIM () NAO () NI() | POS () NEG ()

Obs: 1- por * no exame confirmatério do tipo viral/ 2- local que realizou (Ex. Hemopg)/ 3- fazer observacio caso esteja no
aguardo do exame

10 - Parasiteloldgico de Fezes: ()+() -  (colocar as datas)

Parasitoses:

Sumairio de Urina:

11 - Outros exames importantes (principalmente alteracdes)

Obs: colecar a data de realizacdo dos exames ou da consulta na gual foi apresentado

12-Presenca de Manifestavi_:ﬁo Clinicas: [ )SIM { WNAD _ . ;
HAM/TSP: ()SIM ( )NAO DERMATITE: { )SIM ( )NAO UVEITE:( )SIM ( JNAO  URO: ( )SIM( )NAO

Obs: colocar a especialidade gue deu o diagnéstico. Critério diagnestico/escala:
Oligossintomatice? () SIM  ( )N;\.O ( )Impoténcia ( ) Constipacio

Manifestacdes Neurologicas:

Manifestacdes Uroldgicas:

Qutras manifestacoes clinicas:

Doador: M(}Niﬂf Onde? Encaminhado de:

Co-infeccio/Outras doencas ;

Via de infeccdo: () Vertical () Parenteral () Sexmal () NI Qbhbs:

Infecciio na familia: ( )SIM ( )NAO Quem?

11-Ouiras observacoes/ Tratamento




APENDICE B — Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos grupos estudados

HAM/TSP  Assintomaticos P
Individuos, n 29 87
Idade (média) 55 47.8 0.0042f
Sexo
Feminino, n (%) 23 (79,3) 52 (59.8) 0.0283"
Masculino 6 (20,7) 35 (40.2)

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: “Chi-quadrado / T Teste t
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: Avaliaciio da influéncia de fatores biolégicos relacionados i resposta imune no
desfecho clinico da infec¢do pelo virus linfotropico de células T humanas (HTLV-1/2).

Eu, . apos ter recebido os esclarecimentos e ciente dos
meus direitos, concordo em participar como voluntirio do projeto de pesquisa supracitado, sobre a
responsabilidade dos pesquisadores Patricia Muniz Mendes Freire de Moura, Paula Machado Ribeiro
Magalhdes, ou ainda da aluna do Mestrado de Biologia Celular e Molecular Aplicada do Instituto de Ciéncias
Biologicas / Universidade de Pernambuco. Também autorizo a divulgagio e a publicagdo de toda informagio
por mim transmitida em publicagdes e eventos de carater cientifico.

Assinando este Termo de Consentimento estou ciente de que:

O objetivo dessa pesquisa ¢ fazer um levantamento das caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos
individuos com HTLV atendidos neste local, bem como investigar os fatores celulares, genéticos e
moleculares no sangue dos pacientes com infec¢do por HTLV e sua influéncia na progressdo para um quadro
sintomatico e desenvolvimento de doengas de carater inflamatorio. Assim espera-se entender melhor o rumo
da infeccdo pelo HTLV, para que no futuro seja possivel um melhor acompanhamento clinico dos pacientes.
Durante o estudo sera realizada uma coleta de amostras de sangue, as quais serdo processadas e armazenadas,
para que possam ser submetidas as diversas técnicas, entre elas PCR em tempo real, citometria de fluxo e
ELISA, que permitirdo atingir o objetivo pretendido. As informacdes socio-demograficas e clinicas serdo
compiladas através da aplicacdo de um questionario e por meio da coleta de dados do seu prontuario. Os
pacientes que preencherem os critérios de doenga poderdo ser contatados e convidados a participar de uma
segunda etapa, onde havera uma nova coleta de sangue; os mesmos estardo livres para rejeitar nova participagio,
sem nenhum constrangimento.

1. Obtive todas as informagdes necessarias para poder conscientemente decidir sobre a minha
participagdo na referida pesquisa;

2. Estou livre para interromper a qualquer momento minha participagdo na pesquisa, sem nenhuma
forma de prejuizo a esta instituigdo.

3. Os autores da pesquisa se comprometem a preservar a minha privacidade e me assegurar a
confidencialidade dos dados e informagdes coletadas, garantindo que os resultados obtidos serdo
utilizados apenas para alcancar os objetivos do trabalho, expostos acima, incluidos sua publicagdo na
literatura cientifica especializada.

4. Duvidas ou outras informacdes posteriores poderdo ser obtidas com a equipe da pesquisa nos
telefones (81) 31833510, (81) 95254069, ou ainda no (8§1) 31841344 (ambulatorio DIP- HUOC), no
enderego R. Arnobio Marques, 310, Santo Amaro, Recife/PE.

5. Poderei contatar o Comité de Etica do HUOC para apresentar recursos ou reclamagdes em relagio a
pesquisa ou ensaio clinico, 0 qual tomara as medidas cabiveis. O mesmo esta localizado no campus
na Rua Arnobio Marques, 310, Santo Amaro, Recife-PE, CEP: 50100-300 - Telefone 81-3184.1271 /
e-mail: cep_huoc. procaprocape(@yahoo.com.br

Recife, de de20__ .

RG.:
Voluntario

Pesquisador
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa HUOC/PROCAPE

COMPLEXO HOSPITALAR Plataforma
HUOC/PROCAPE asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacéo dos fatores bioldgicos envolvidos na resposta imune em pacientes com
infeccéo pelo virus linfotropico de células T humanas (HTLV-1/2)

Pesquisador: Patricia Muniz Mendes Freire de Moura

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 16973113.5.1001.5192

Instituicdo Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 416.875
Data da Relatoria: 07/10/2013

Apresentagao do Projeto:

A imunopatologia do HTLY néo tem sido completamente elucidada, sabe-se que diversos mecanismos
contribuem na patogénese, entre eles a carga pré-viral, alteracdes nas populacées de células T e acédo das
mesmas, o desenvolvimento de autoimunidade, os niveis de citocinas, entre outros. Neste contexto este
estudo visa analisar as populactes celulares, investigar a freqiiéncia de polimorfismos em genes
relacionados 4s moléculas do sistema imune, bem como dosar tais moléculas, relacionando estes fatores
biolégicos no sangue periférico com o desfecho clinico dos pacientes portadores de HTLV.

Objetivo da Pesquisa:

Analise das populactes celulares envolvidas na resposta imune, predominantemente linfocitos, no sangue
periférico de portadores de HTLV, estabelecendo as diferencas de perfil celular e molecular entre os
individuos controle sem infeccéo, pacientes com

manifestacdes inflamatdrias e os pacientes assintomaticos

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Adequados



COMPLEXO HOSPITALAR Plataformoa

HUOC/PROCAPE asil

Continuagio do Parecer- 416.875

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante no intuito de compreender mecanismos envolvidos nas manifestacdes clinicas da

infeccéo pelo HTLV.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Termos de apresentacéo obrigatérios adequados

Recomendacgdes:
sem recomendac&o

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
projeto aprovado

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
projeto aprovado

RECIFE, 07 de Outubro de 2013

Assinador por:

RAQUEL ROFFE
(Coordenador)
Enderego:  Rua Amobio Marques, 310
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-130
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1271 Fax: (81)3184-1271 E-mail: cep_huoc.procaprocape@yahoo.com.br
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