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NECO, Heytor Victor Pereira da Costa. Analise da Participacdo de Células T CD4" (Thil,
Thl7 e Th22) e T CD8" na Infec¢do Pelo Virus Linfotrépico da Célula T Humana Tipo 1
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RESUMO

O HTLV-1 é um retrovirus presente em aproximadamente 10 a 20 milhdes de pessoas
mundialmente, causando uma doenca neurodegenerativa em 5% dos infectados. A resposta
imunoldgica do hospedeiro pode ser o fator desencadeante das doencas relacionadas ao virus.
Assim, novas subpopulacdes de células T CD4" (Th17 e Th22), que ja foram associadas a
doencas inflamatérias, podem ter papel na patogenia de doencas relacionadas ao virus, como a
paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP), assim como
subpopulacgdes de células T CD8" (Tcl e IFN-y" PD-1%). Este estudo teve o objetivo de analisar
a participacdo das células T CD4* (Thl, Thl7 e Th22) e T CD8"* na sintomatologia de
individuos infectados pelo HTLV-1. Células mononucleares de 18 individuos HAM/TSP e 30
portadores assintomaticos ndo-HAM (ANH) foram isoladas e estimuladas com
phytohemaglutinina (PHA) por 24h. As frequéncias celulares foram determinadas por
citometria de fluxo e niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas foram dosados por
Cytometric Bead Array (CBA). As frequéncias das subpopulacdes T CD4" e T CD8" foram
similares entre os grupos. Porém, com a estratificacio dos ANH, baseada em outras
manifestagdes clinicas, se observou que o grupo lombalgia apresentou frequéncias elevadas de
Th17 IL-22" em relacdo a HAM/TSP e assintomaticos (PA) (p=0,004). Homens infectados
apresentaram maiores frequéncias das subpopulacdes Th17 em relacdo a mulheres infectadas
(p=0,04). Altos niveis de CXCL9 (p=0,02) e CXCL10 (p=0,0004) foram encontrados no grupo
HAM/TSP. Os resultados sugerem envolvimento de IL-17 e IL-22, além de haver modulagéo
nas subpopulacdes de acordo com o género. Assim, as células estudadas podem desempenhar
funcBes na imunopatogénese da HAM/TSP. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
entender como essas populacdes celulares e niveis de citocinas produzidos por elas influenciam
na HAM/TSP, ou na instalacdo de outras manifestagdes inflamatdrias associadas ao HTLV-1.

Palavras-chave: Virus Linfotropico de Células T Humanas Tipo 1 — imunologia. Infec¢coes
por HTLV-1 — imunologia. Interleucina-17 — imunologia. Paraparesia Espéstica Tropical —
imunologia.



NECO, Heytor Victor Pereira da Costa. Analysis of CD4" (Thi, Th17 and Th22) and CD8*
T-cells Involvement in Infection by Human T-Cell Leukemia Virus-1 (HTLV-1). 2019.
Thesis (PhD in Bioscience and Biotechnology on Health) — Aggeu Magalhées Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2019.

ABSTRACT

HTLV-1 is a retrovirus present in approximately 10 to 20 million people worldwide, causing a
neurodegenerative disease in 5% of carriers. The host immune response may be the triggering
factor for virus-related diseases. Thus, new subpopulations of CD4* T cells (Th17 and Th22),
which have already been associated with inflammatory diseases, may play a role in
pathogenesis of virus-related diseases, such as tropical spastic paraparesis/HTLV-1 associated
myelopathy (HAM/TSP), as well as subpopulations of CD8* T cells (Tcl and IFN-y* PD-1%).
This study aimed to analyze the participation of CD4"(Th1, Th17 and Th22) and CD8" T cells
in the symptomology of HTLV-1 infected individuals. Mononuclear cells from 18 HAM/TSP
individuals and 30 non-HAM asymptomatic carriers (NHA) were isolated and stimulated with
phytohemagglutinin (PHA) for 24h. Cellular frequencies were determined by flow cytometry
and plasma levels of cytokines and chemokines were measured by Cytometric Bead Array
(CBA). The frequencies of CD4" and CD8"T cell subpopulations were similar among groups.
However, with NHA stratification based on other clinical manifestations, it was observed that
the low back pain group presented higher frequencies of Th17 IL-22* when compared with
HAM/TSP and asymptomatic (PA) groups (p = 0.004) patients compared to HAM/TSP and AC
(p=0.004). HTLV-1-infected men had higher frequencies of Th17 subpopulations compared to
infected women (p=0.04). Higher levels of CXCL9 (p=0.02) and CXCL10 (p=0.0004) were
found in HAM/TSP group. The results suggest a IL-17 and IL-22 participation, in addition to
modulation in subpopulations according to gender. Thus, the cells studied may play a role in
HAM/TSP immunopathogenesis. However, more studies are needed to understand how these
subpopulations and levels of cytokines produced by them influence HAM/TSP, or the
establishment of other inflammatory manifestations associated with HTLV-1.

Keywords: Human T-lymphotropic virus 1 — immunology. HTLV-I Infections — immunology.
Interleukin-17 — immunology. Paraparesis, Tropical Spastic — immunology.
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1 INTRODUCAO

Em maio de 2018 foi publicada uma carta aberta a Organizacdo Mundial de Salde,
assinada por 60 pessoas, entre pesquisadores e portadores do virus, pedindo a institui¢cdo o apoio
na promocdo de estratégias de prevengdo de transmissdo efetivas contra o primeiro virus
identificado como capaz de causar cancer em humanos, o Virus Linfotropico da Célula T
Humana Tipo 1 (HTLV-1) (MARTIN; TAGAYA; GALLO, 2018).

O HTLV-1 foi descoberto em 1979 e descrito em 1980 como o primeiro retrovirus
humano (GALLO, 2005; POIESZ et al., 1980). Esse virus pode ser transmitido de trés formas:
1) através do aleitamento materno, de mée para filho; 2) por transmissdo sexual; ou ainda 3)
por transfusdo sanguinea/compartilhamento de seringas (MATSUOKA; JEANG, 2007).

Segundo as poucas estimativas sobre a prevaléncia global do HTLV-1, 10 a 20 milhdes
de pessoas estdo infectadas pelo virus. Deste total, 2,5 milhGes de casos estdo no Brasil, fazendo
deste o pais com a maior prevaléncia global (DE THE; BOMFORD, 1993; GESSAIN;
CASSAR, 2012; ROMANELLI et al., 2010). No entanto, como esses estudos baseiam-se
apenas em individuos de A&reas endémicas, totalizando uma base populacional de
aproximadamente 1,5 bilh&o, e dados de regides altamente populosas como China e india ndo
estdo disponiveis, a estimativa correta de portadores de HTLV-1 pode ser muito maior
(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2015).

Apesar do grande numero de portadores, a infeccdo pelo HTLV-1 por si s6 nédo
ocasionara o surgimento de quadro clinico. Desta forma, a maior parte dos infectados, cerca de
90%, permanece sem sintomas (COSTA et al., 2002). Quando as manifestagdes clinicas estdo
presentes, os portadores podem ser acometidos por duas doengas principais, ambas sem cura:
1) Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM/TSP), uma doenga
neuroldgica; e 2) Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL), uma doenga
hematologica (ANDERSON; MARTIN, 2014; COSTA et al., 2002; OSAME et al., 1986).

Pesquisas tem tentado evidenciar o porqué de apenas um percentual relativamente
pequeno dos individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolver as doencas associadas a este,
enguanto a maioria permanece assintomatica (BARMAK et al., 2003; COSTA et al., 2002).
Estudos sugerem que um dos determinantes no desenvolvimento das doencgas associadas ao
HTLV-1 seja a resposta imune do hospedeiro, que pode ser influenciada tanto pela via de
infeccdo, que determina a populagdo-alvo na infecgdo priméria, como também por fatores
geneticos individuais (BARMAK et al., 2003).
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Apesar das doengas associadas ao HTLV-1 serem bem estudadas, 0 mecanismo exato
pelo qual o virus causa condi¢des inflamatorias ainda ndo esta esclarecido (ARAYA et al.,
2011). Sabe-se que o HTLV-1 infecta preferencialmente células linfoides periféricas, em
especial linfocitos T CD4" e T CD8*, mas também foi visto que pode infectar células da
imunidade inata, como as células dendriticas. Assim, o surgimento das manifestagdes clinicas
esta relacionado ao tipo de resposta imune desencadeada. (JOURNO; MAHIEUX, 2011).

Na infeccdo 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, que favorecem o desenvolvimento da HAM/TSP (BIDDISON et al., 1997).
Porém, ndo existem estudos que abordem as respostas de subpopulacfes de células T mais
recentemente descritas, como é o caso das células Th17 e Th22, que desencadeiam processos
inflamatorios em diversas doencas semelhantes a HAM/TSP. Do mesmo modo, o papel das
células T CD8" produtoras de IFN-y, ou que estejam em exaustdo celular (CD8" PD-1%), ndo
estd completamente esclarecido na infeccéo pelo HTLV-1.

As células Th17 sdo caracterizadas principalmente pela producao de IL-17A, citocina
responsavel por induzir diferentes células a produzir outras citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas e metaloproteinases, ocasionando o recrutamento de neutréfilos para o foco
inflamatério (IVANOV et al., 2006; MESQUITA Jr. et al., 2009; PETERS et al., 2011;
WILSON et al., 2007).

Por sua vez, as células Th22 j& foram associadas a doengas inflamatorias e sua principal
citocina efetora é a IL-22, classicamente importante em doencas inflamatorias, apesar de
estudos recentes mostrarem que sua fungdo pode ser inflamatoria e/ou protetora, dependendo
do tipo de resposta inflamatoria desencadeada e sua fonte celular (BESNARD et al., 2011;
CHUNG et al., 2006; DUMOUNTIER et al., 2000; PLANK et al., 2017; SONNENBERG et
al., 2010; TRIFARI et al., 2009).

Enquanto isso, linfécitos T CD8" atuam em mecanismos antivirais. Porém, células T
CD8" citotoxicas (CTL) podem possuir papel importante no desenvolvimento/manutencéo das
doencas associadas ao HTLV-1, por exercerem funcdo citotoxica e secretarem citocinas
essenciais para a manutencao da resposta inflamatéria (PROIETTI et al., 2002).

Portanto, é possivel que frequéncias elevadas de subpopulac¢des das células Th17, Th22
e T CD8", bem como os mediadores produzidos por elas, levem ao desequilibrio do sistema
imunologico, contribuindo para a patogénese da infeccdo e/ou desenvolvimento do ambiente

inflamatorio e danos ao tecido nervoso presentes na HAM/TSP. Desta forma, o estudo dessas
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subpopulacdes de células T e mediadores sollveis por elas produzidos pode revelar o potencial

de uso destas vias no tratamento de diversas doencas imunoldgicas.

2 REFERENCIAL TEORICO

Em 1908, quando Ellerman e Bang observaram que a leucemia de galinhas poderia ser
transmitida entre a espécie atraves da inoculacao de filtrados de células tumorais, comegou-se
a perceber que alguns tipos de cancer teriam etiologia viral, ou seja, que alguns virus
participavam do processo de transformacgdo celular, sendo entdo chamados de virus
oncogénicos, entre os quais inclui-se o Virus Linfotrépico da Célula T Humana (HTLV)
(ROMANOS et al., 2008).

2.1 Virus Linfotropicos Da Célula T Humana (HTLV)

O HTLV possui quatro tipos distintos ja identificados: HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 e
HTLV-4. Este oncovirus, pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Deltaretrovirus, pode ter surgido a partir do contato entre humanos e primatas néo-
humanos infectados, uma vez que retrovirus relacionados, como o Virus Linfotrépico da Célula
T de Simios (STLV) ja foram descritos em primatas do velho mundo. Observa-se, portanto, que
a transmissd@o zoonotica e a natureza transmissivel e patogénica de virus relacionados, como o
STLV, evidenciam um problema de saude publica (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 o 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 de 10 a 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 populacéo esta infectada (DE THE; BOMFORD, 1993). No Brasil,

estudos de soroprevaléncia relatam 2,5 milhdes de infectados, fazendo deste o pais com maior
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nimero de casos no mundo (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 (ATLL) e outros 3% desenvolvem uma doenca
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,
porém bastante similar ao HTLV-1, o HTLV-2, que apresenta homologia de 70% de sequéncias
nucleotidicas e similaridade estrutural com o primeiro. No entanto, é endémico em populacdes
indigenas da Africa e Américas e ja foi encontrado em usuérios de drogas na Europa e Estados
Unidos (GALLO, 2005; GESSAIN; CASSAR, 2012; MELAMED et al., 2014; ROUCOUX;
MURPHY, 2004).

Apesar de ndo ser o agente etioldgico de doencas graves como aquelas causadas pelo
HTLV-1, manifestacfes neuroldgicas e mielopatia ja 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 cagador que vivia em
Camardes. Porém, até hoje nao foram encontrados sintomas relacionados a infeccdo 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 transcricdo, 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 € 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 diametro (TAYLOR et al., 1999). O genoma € RNA de fita simples diploide,
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com cerca de 9Kb, contendo genes estruturais (gag, pol e env), a regido pX, que contém genes
reguladores (tax e rex) e genes acessorios (pl12, p13, p30 e HBZ) e duas terminacgdes longas
repetidas (LTRs) (GALLO, 2002; KASHANCHI; BRADY, 2005; KAZANJI; GESSAIN,
2003; MATSUOKA,; JEANG, 2007; VERONESI, 2002).

Figura 1 - Estrutura e genoma do HTLV-1.
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Fonte: Adaptado de Van Doreen (2005, traducdo nossa).

Nota: (A) O HTLV-1 possui envelope de 80 a 110 nandmetros de didmetro e seu genoma é RNA de fita simples
diploide. (B) Seu RNA contém genes estruturais (gag, pol e env), genes reguladores (tax e rex) e genes
acessorios (p12, p13, p30 e HBZ). (C) O unico gene codificado na fita negativa é o HBZ, que € capaz de reprimir
a transcricdo do HTLV-1

Cada gene estrutural é responsavel pela codificacdo 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 o0 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 ativacao de genes celulares, como genes de citocinas
(IL-2, 1L-1, IL-3, IL-6, TGF-beta, Fator de Crescimento de GranulGcitos ente outros) e
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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), € a
Unica codificada na fita negativa do provirus e possui a capacidade de reprimir a transcri¢do do
HTLV-1 através da dimerizacdo com CREB, um dos fatores essenciais a formacdo do complexo
protéico responsavel pela ativacdo da transcri¢do viral (CLERC et al., 2008).

Com o passar dos anos, a importancia de HBZ vem sendo ainda mais demonstrada em
estudos que relatam seu envolvimento em diversas funces, como a inibi¢ao da resposta imune
inata mediada por IRF3, a conversdo de células infectadas em células T regulatérias, a indugédo
da transcricdo de Foxp3 e a supressdo da apoptose, o 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 Infec¢do, Ciclo de Replicagdo e Propagacéao

O HTLV-1 infecta preferencialmente células linfoides periféricas, em especial 0s
linfocitos T CD4" de memdria e os linfocitos 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). Ja foi observado in vitro que o HTLV-1 possui
a capacidade de infectar inclusive células mesenquimais estromais humanas (RODRIGUES et
al., 2014). Assim, o surgimento das diversas manifestacdes clinicas esta relacionado ao tipo de
resposta imune que € desencadeada (JOURNO; MAHIEUX, 2011).

A resposta das células T CD8" é o que determina o rumo da infeccdo pelo HTLV-1, pois
nos individuos sintomaticos a carga proviral, principal marcador para HAM/TSP até o
momento, encontra-se elevada assim como a resposta imunolégica. Além disso, 0 HTLV-1 é
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica junto aos linfocitos infectados, em especial 0s
CD4" (COSTA et al., 2002; MARTINS et al., 2016; SAITO, 2010; YAMANO et al., 2012).

Para infectar todos esses tipos celulares, o receptor do HTLV-1 tem que ser uma
molécula normalmente expressa (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: Proteoglicanos de Heparan Sulfato (HSPG), Neuropilina-1 e o Transportador
de Glicose 1 (GLUT1) (GHEZ et al.,2006; JONES et al., 2005; MANEL et al., 2003).
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Primeiramente, proteinas do envelope do virion HTLV-1 se unem a moléculas de
HSPG, formando complexos. Em seguida, os complexos sdo estabilizados pela interacdo 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 utilizao RNA
viral para sintetizar DNA. A partir de entdo, a dupla fita do DNA proviral segue para o ndcleo

e € integrado no genoma do hospedeiro pela acdo da integrase.

Figura 2 - Ciclo de Replicacdo do HTLV-1

Ciclo de Replicagdo do HTLV-1
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Segundo Clerc e colaboradores (2008), durante sua integragdo no genoma do
hospedeiro, o provirus do HTLV-1 utiliza a RNA Polimerase Il para replicacdo e expressdo dos
genes virais. Porém, a ativacdo da transcricdo do HTLV-1 requer proteinas, como Tax, que, no
entanto, sozinha ndo se liga ao DNA. Assim, é necessario seu recrutamento ao promotor viral,
onde ajudard 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 béasico
(bZIP) responsavel por estimular a dimerizacao proteica 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 & CRE celular e que séo
reconhecidas por CREB. A formacdo deste complexo no promotor, permite que os coativadores
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 et al., 2008).

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

Quando a proteina Rex é produzida em grande quantidade, hd formagdo de um novo
RNAmM, responsavel por codificar proteinas estruturais que formam novas particulas virais e
seguem para a membrana celular, levando uma parte desta, 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 o0 HTLV-1 entra em laténcia ou é reativado ainda ndo estdo esclarecidos. Philip e
colaboradores (2014) mostraram que a maioria das células HeLa infectadas pelo HTLV-1 em
seu estudo tornaram-se senescentes, enquanto quando a atividade de NF-xB foi bloqueada, a
senescéncia ndo aconteceu, levando as células infectadas a se dividir continuamente produzindo
as proteinas virais.

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

ha expresséo de proteinas estruturais, ocasionando a laténcia da infec¢do (PHILIP et al., 2014).
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Entretanto, o principal modo de propagacdo do HTLV-1 é diferente de outros virus.
Enquanto a maioria dos virus se propagam a partir da liberacdo das particulas virais no sangue,
secrecdo e fluidos extracelulares, 0o HTLV-1 necessita da mobilidade das celulas hospedeiras,
em geral, as células T CD4" ou CD8" (BANGHAM, 2018).

Nesse mecanismo de propagacdo, conhecido como infecgdo de novo (Figura 3), uma
célula T infectada interage com uma célula ndo infectada, que geralmente expressa a molécula
de adesdo celular LFA-1. Essa interacdo permite que uma combinacao de sinais da superficie
celular com a proteina viral Tax levem a polarizacdo do citoesqueleto da célula infectada em
direcdo a outra ndo infectada, formando uma extensa area de contato, a sinapse viroldgica, que
possui proteinas organizadas em microdominios. Entdo, os microtabulos direcionam os virions
para a sinapse e esses entram na célula ndo infectada envolvidos por membranas celulares ou
pela periferia da sinapse (BARNARD et al., 2005; IGAKURA et al., 2003; MAJOROVITS et
al., 2008; PAIS-CORREIA et al., 2010).

Figura 3 — Propagacdo do HTLV-1 atraves de infeccdo de novo.
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Fonte: Adaptado de Bangham (2018).
Nota: A principal maneira de propagacdo do HTLV-1 é através da infeccdo de novo, na qual uma célula
infectada pelo virus cria um ambiente especializado entre si e uma célula ndo infectada, a sinapse virolégica,
permitindo a passagem de provirus de uma célula a outra.

2.1.3 Transmissao

A transmissdo do HTLV-1 ocorre através do contato com células infectadas vivas, via

transmisséo vertical (durante o aleitamento materno ou mais raramente no Utero), contato sexual
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e transfusdo sanguinea/compartilhamento de seringas (BERTOTTO et al., 1990; MANNS;
HISADA; LA GRENADE, 1999; MATSUOKA; YASUNAGA, 2013).

Segundo Yasunaga e colaboradores (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 fen6tipo das células infectadas para facilitar
sua entrada no leite materno e em outros locais, como o sémen. Inclusive, a eficiéncia da
transmisséo da infeccdo esta no contato proximo e prolongado com o virus, o que explica o fato
de 0o HTLV-1 ser transmitido principalmente por via vertical (ALVAREZ et al., 2016).

A rapida transmissao 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 sinapse virologica com as células T (JONES et al., 2008).

2.2 Epidemiologia do HTLV-1

O HTLV-1 é amplamente distribuido nos tropicos e subtrdpicos, especialmente na
Africa subsaariana, América do Sul, bacia do Caribe, norte do Ird, sul do Japdo, Australia
central e Melanésia (BANGHAM, 2018). As prevaléncias mundiais e a nivel de Brasil serdo

discutidas nos proximos topicos.

2.2.1 Epidemiologia no Mundo

As areas consideradas de maior prevaléncia no mundo (Figura 4) sdo Jap3o, Africa,
Ilhas do Caribe, América Central e América do Sul, cada uma apresentando mais de 1% da
populacdo infectada pelo virus (PROIETTI et al., 2005).

Segundo Murphy e colaboradores (1991), a Europa e a América do Norte, apesar de
possuirem baixas prevaléncias, apresentam casos de infeccdo 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 (MURPHY et al., 1991; COUROUCE et al., 1998).

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

Figura 4 - Prevaléncia do HTLV-1 no mundo
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Fonte: Adaptado de Proietti (2005)

As prevaléncias no Brasil, Coldmbia e Peru parecem estar de alguma forma relacionadas
com a latitude e a altitude das regides. Na Coldémbia, 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 populacgdo 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 sorologica (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 infec¢do pelo HTLV-1 no Brasil (Figura 5) 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 infeccdo (CARNEIRO-PROIETTI; CATALAN-SOARES;
PROIETTI, 2002; GALVAO-CASTRO et al., 1997).

Figura 5 - Prevaléncias do HTLV no Brasil de 1989 a 1996
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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 trafico de escravos vindos da Africa, ha 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 infecgdo 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 infeccdo (FLORENCIO et al., 1990 apud
LOUREIRO, 2011).

Estudos de soroprevaléncia revelaram que entre doadores de sangue de Pernambuco
houve 0,8% de presenca 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, o que sugere a alta prevaléncia
entre doadores e pacientes que passaram por transfusdo (LOUREIRO et al., 1994 apud
LOUREIRO, 2008).

2.3 Doencas associadas ao HTLV-1

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

Nos ultimos anos, diversas doencgas foram associadas a infecgdo pelo HTLV-1. Sdo elas:
uveite, dermatite infecciosa, sindrome de Sjogren (sindrome de sicca) e polimiosite. Tireoidite,
polineuropatias, linfoma cutaneo de células T, artropatias e alveolite linfocitaria também
parecem estar associadas ao virus, mas ndo se esta completamente esclarecido que o HTLV
posso causar essas condi¢fes. Em acréscimo, a presenca do HTLV-1 em co-infecgdo 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
etal., 2007).

Mais recentemente, foi visto que células infectadas pelo virus conseguem chegar aos
pulmbes e causar bronquiectasia, bronquite ou bronquiolite (BANGHAM, 2018;
HONARBAKHSH et al., 2015; YAMASHIRO et al., 2012;).
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Porém, o HTLV-1 esta relacionado a doengas proliferativas graves e aparece como
agente etioldgico de duas doengas principais: Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto
(ATLL), uma doenca neoplésica, e Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao
HTLV-1 (HAM/TSP), uma enfermidade caracterizada por intensa inflamagdo no Sistema
Nervoso Central (MAHIEUX; GESSAIN, 2003).

2.3.1 Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL)

Nos anos 1970, uma doenca de células T que ainda ndo havia sido descrita acometia
adultos da ilha de Kyushu, no sudoeste do Japao, onde pacientes apresentavam lesfes cutaneas,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e hipercalcemia. Esta doenca foi entdo chamada de
Linfoma (ou Leucemia) de células T do Adulto (ATLL), 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 milhdes
de infectados pelo virus, apenas de 1 a 4% desenvolvem ATLL durante a sétima década de vida
(KOKORIS et al., 2004).

A leucemia de células T do adulto € classificada em quatro subtipos (latente, crénica,
aguda ou linfomatosa) de acordo com a contagem de linfdcitos, envolvimento com 6érgdos
solidos, critérios bioguimicos e gravidade dos sintomas (SHIMOYAMA, 1991). A ATLL ¢
caracterizada por ser uma proliferacdo macica de células T infectadas pelo HTLV-1. A ATLL
tem um periodo de laténcia de mais de 30 anos e pode apresentar os sintomas de organomegalia,
lesbes cutaneas, hipercalcemia e presenca de linfécitos atipicos, de fenétipo CD2* CD3" CD4*
CD8 CD7  (AKBARIN etal., 2013; CABRERA et al., 1994; KOKORIS et al., 2004). Segundo
Cessay e colaboradores (2012), as células T na ATLL também expressam CD25, molécula
normalmente ndo expressa nas células T.

Bazarbachi e colaboradores (2013) afirmam que o pior progndstico da ATLL se da
devido a quimioresisténcia intrinseca e imunossupressao grave, com 0s pacientes apresentando
uma sobrevida media de menos de 12 meses.

Apesar de ainda ndo apresentar cura, tratamentos para verificar o potencial terapéutico
de células-tronco alogénicas (allo-SCT) na ATLL tem aumentado a sobrevida de um grupo de
pacientes. Estudos experimentais utilizaram como alvo a telomerase transcriptase reversa
humana (hTERT), abundantemente produzida em células ATLL, com sucesso
(BAZARBACHI et al., 2013; MIYAZAKI et al., 2013).
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Na Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto, o gene tax tem um papel fundamental
na transformacao e proliferacédo das células infectadas pelo HTLV-1, codificando uma proteina
reguladora de mesmo nome que é responsavel por induzir a proliferacdo das células T infectadas
pelo virus (GONCALVES et al., 2010; MARRIOTT; SEMMES, 2005; YOSHIDA, 2001).

Na patogénese da ATLL, a proteina Tax pode se ligar a fatores de transcri¢do e cofatores
transcricionais promovendo a transcrigdo 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 proteicos, Tax também é capaz de reprimir a transcricdo de
genes envolvidos no controle do ciclo celular, na ativacdo da apoptose e no reparo do DNA,
além 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 ATLL, foi descrito como mais importante que tax na
leucemogénese e na transformacao celular (FAN et al., 2010; MATSUOKA; GREEN, 2009).

Estudos suprimindo a transcricdo de HBZ por RNA de interferéncia mostraram uma
pequena diminuigdo na proliferacdo das células ATLL, demonstrando a funcéo 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 ATLL, enquanto o fator de ziper de leucina basico do HTLV-1,
proteina codificada pelo HBZ, é fundamental para manter o fenotipo transformado das células
neoplasicas (COOK et al.; 2013).

2.3.2 Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM/TSP)

A HAM/TSP é uma sindrome desmielinizante cronica e incapacitante causada pelo
HTLV-1 caracterizada pela presenca de sintomas como fraqueza progressiva dos membros
inferiores, disfuncéo ereétil, incontinéncias urinaria e/ou intestinal, além de dores nas partes
inferiores das pernas e costas (ANDERSON; MARTIN, 2014).

A mielopatia apresenta-se como a manifestacdo neurologica mais frequente do HTLV-
1 e sua neuropatologia € caracterizada pelo infiltrado de células mononucleares no sistema
nervoso central, que acarreta na desmielinizagdo e perda de neurénios (BANGHAM, 2018).

Em 1969, antes de o HTLV-1 ter sido isolado, alguns casos de paraparesia espastica
idiopética foram descritos, sendo chamados depois de Paraparesia Espastica Tropical (TSP ou
PET) (CHAMPS et al., 2010; VERDONCK; GOTUZZO, 2010). Posteriormente, Gessain e
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colaboradores (1985) demonstraram que 68% dos casos de Paraparesia Espastica Tropical
(PET) apresentavam sorologia positiva para HTLV-1.

No Japéo, Osame (1986) encontrou uma manifestacao 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 doenga 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 (HAM/TSP, de HTLV-1
Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis ou PET/MAH) (CHAMPS et al., 2010;
ROMAN; OSAME, 1988; VERDONCK; GOTUZZO, 2010).

A HAM/TSP € caracterizada principalmente pela paraparesia espéastica lenta e
progressiva, bem como pela presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e no fluido cérebro-
espinhal (CSF) dos pacientes (NAKAGAWA et al., 1996; NAKAMURA, 2009). Gessain e
Gout (1992) colocam como caraceristicas patoldgicas da doenca, a paraplegia ou paraparesia
espastica progressiva e crénica, distarbios 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 0,25 a 3,8% dos infectados pelo HTLV-1, afeta
mais mulheres que homens, na propor¢do 2,5:1 a 3:1. Além disso, a HAM/TSP acomete
individuos, em sua maior parte, nas 4% e 5% décadas de vida e, menos raramente, antes dos 20
anos e apos os 70 anos. A doenca € tdo incapacitante que apos dez anos de sua instalagéo,
aproximadamente 30% dos acometidos encontram-se paraplégicos e confinados ao leito
(ARAUJO; SILVA, 2006; CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; SANTOS; MUNIZ;
CARVALHO, 2009).

Apesar de individuos HAM/TSP apresentarem essa maior mortalidade e morbidade em
relacdo a populacdo em geral, ainda ndo existe cura ou tratamento antirretroviral eficaz para o
HTLV-1 (ANDERSON; MARTIN, 2014). Ainda assim, alguns estudos buscam tratamentos
clinicos, a exemplo de um que utiliza anticorpos monoclonais, como anti-CCR4, que é expresso
na maioria das células infectadas pelo HTLV-1, para assim reduzir a carga proviral e a producéo
de citocinas, além de diminuir as frequéncias de células T reguladoras (SUGATA et al., 2016).

Embora a fisiopatologia da infeccdo pelo HTLV-1 néo seja inteiramente conhecida, séo
consideradas trés hipoteses para explicar o desenvolvimento da HAM/TSP pelo virus (Figura
6).

A primeira hipotese trata de um mecanismo de citotoxicidade direta, na qual células T

CD8*, com antigenos para HTLV-1, seriam capazes de cruzar a barreira hematoencefalica e
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destruir as células da glia infectadas pelo virus, seja por citotoxicidade direta ou pela producéo
de citocinas (FURAKAWA et al., 2003; IJICHI; OSAME, 1995; NAKAMURA et al., 1993).

A segunda hip6tese 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 neurénios (LEVIN et
al., 2002).

A terceira hipotese, chamada de “bystander” ou dano circundante, € a mais aceita e trata-
se da capacidade que linfocitos T CD4" infectados e linfécitos 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;
NAGAI; OSAME, 2003; OSAME, 2002). Esta hip6tese corrobora com Biddison e
colaboradores (1997), que mostraram a alta toxicidade de mediadores potencialmente
inflamatorios (citocinas, quimiocinas e metaloproteinases) quando produzidos em altas

concentra(;(")es no sistema nervoso.

Figura 6 - Hipoteses de desenvolvimeto da HAM/TSP pelo HTLV-1
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No entanto, apesar do ataque direto do virus aos neurénios ndo ser provado, suspeita-se
que o sistema nervoso apresente contaminacdo indireta por linfocitos infectados, gerando
respostas imunoldgicas humorais e celulares, uma vez que citocinas, a exemplo das
interleucinas, Fator de Ativacdo de Plagquetas (PAF) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) tem
sido encontradas no soro de individuos HAM/TSP, desempenhando fun¢do na desmielinizaco
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 celulas T, apdés a infeccdo pelo HTLV-1, sdo hiperativadas e proliferam-se
intensamente, acarretando em uma exacerbada producdo de citocinas prd-inflamatérias e
também de quimiocinas como CXCL9 e CXCL10, fundamentais no recrutamento de células
Th1. 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 exacerbagdo de mediadores soluveis 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 presenca de uma resposta do tipo Th17 na infeccdo pelo HTLV-1 (SWAIMS et al.,
2010). Inclusive, Dodon et al. (2004) encontraram altos niveis de expressdo de IL-17 em
culturas de células T infectadas pelo HTLV-1, bem como em células Jurkat, linhagem de
linfocitos T derivada da ATLL.

2.4 Aspectos Imunoldgicos da Infeccdo pelo HTLV-1
O HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4", porém estudos demonstraram
a capacidade do virus em infectar outros tipos celulares, como linfécitos T CD8* e células NK

(NAGAI et al., 2001; TAKAMOTO et al., 1997). A seguir, serdo abordadas as principais

respostas imunologicas na infeccdo pelo virus.

2.4.1 Resposta Th1l na Infec¢éo pelo HTLV-1

Na infeccdo pelo HTLV-1 predomina uma resposta imune de perfil Th1l, com producéo

de citocinas como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e
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quimiocinas, a exemplo das proteinas induzidas por macréfagos/mondcitos (MIP-1a ¢ MIP-1p,
atualmente denominadas como CCL3 e CCL4, respectivamente) (BIDDISON et al., 1997). A
potente resposta Th1 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 doengas
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, além 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).

A maioria dos estudos sobre HAM/TSP em geral apresenta a producéo elevada de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a, CXCL9 e CXCL10,
evidenciando a importancia da resposta Thl na infec¢do (FUTSCH et al., 2018; NECO et al.,
2017a). Ademais, um estudo mostrou que o0 HTLV-1 pode induzir células CCR4" a um estado
Th1, e os autores postulam que esse estado seria o responsavel pela producdo de IFN-y que
estimularia os astrdcitos a produzirem CXCL10 (YAMANO; COLER-REILLY, 2017).

2.4.2 Resposta Th17 na Infec¢éo pelo HTLV-1

Além das células Thl e Th2, outras subpopulagdes de células T helper efetoras foram
mais recentemente descritas. As células Thl7, por exemplo, foram identificadas em 2006 e
caracterizam-se por produzir IL-17A e expressar o fator de transcricdo RORC. Elas sdo
diferenciadas a partir de células T CD4" naive, na presenca de I1L-6, IL-23 e IL-1p. Além disso,
as celulas Th17 também podem produzir IL-22 e IFN-y (ANNUNZIATO et al., 2007; SUTTON
et al., 2006).

Estudos tem demonstrado que células Th17 também estdo envolvidas na patogenia de
algumas doencgas autoimunes, uma vez que a delecdo ou neutralizacdo do gene IL17, foi capaz
de inibir processos autoimunes em modelos animais (IVANOQV et al., 2006; NAKAE et al.,
2003).

Em um estudo com murinos infectados pelo HTLV-1 foram observados altos niveis de
IL-6 e IL-17, sugerindo a presenca de uma resposta de perfil Th17 na infeccdo pelo virus. Além
disso, estudos também demonstraram que a proteina Tax é capaz de regular a expressao da IL-
17 (DODON et al., 2004; MARTINS et al., 2010; SWAIMS et al., 2010).
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No entanto, 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 expressdo de diversos genes envolvidos na ativacdo e
proliferacdo de células T, a exemplo do gene IL17 (DODON et al., 2004; LEAL et al., 2013;
MARTINS et al., 2010).

Em um estudo anterior do nosso grupo, porém, ndo encontramos associa¢do de um
polimorfismo no gene IL17A com o desenvolvimento de HAM/TSP, apesar de termos
observado a resposta Thl comumente descrita na maioria dos artigos (NECO et al., 2017b).
Algumas pesquisas sugerem que o dano tecidual na HAM/TSP pode ocorrer devido a producao
local de IFN-y por células que se converteram para um fenotipo Th17/Thl ou ex-Thl7 (Thl
ndo classica) em pacientes que nao conseguiram estabelecer resposta Thl ou atividade
citotdxica eficiente (SARKIS et al., 2013).

Porém, a IL-17A ndo é a Unica citocina da familia IL-17 (Figura 7), que compreende
diversas moléculas relacionadas a interleucina 17, que € secretada principalmente por células T
ativadas. A familia IL-17 agrupa seis integrantes que ndao possuem similaridade de sequéncia
com nenhuma outra citocina conhecida: 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 7 - Citocinas e receptores da Familia IL-17
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2.4.2.1 Interleucina 17-A (IL-17A)

Antes chamada de CTLA-8 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 8), a IL-17A é a principal
citocina secretada pelas células Thl7 e desempenha importantes fun¢Ges na defesa contra
diversos patdgenos e também na inflamag&o. Ela é uma glicoproteina homodimérica de 20 a 30
kDa, capaz de induzir diferentes tipos celulares a produzir citocinas pro-inflamatorias (IL-6),
quimiocinas (CXCL8, CXCL9, CXCL10 e CXCL11) e metaloproteinases, ocasionando o
recrutamento de neutrdfilos para o sitio inflamatdrio e inflamacéo tecidual. Assim, niveis de
IL-17A elevados tem sido encontrados em doengas autoimunes como artrite reumatoide,
doenca inflamatdria do intestino, esclerose multipla entre outras (CHEN et al., 2010; CHEN;
KOLLS, 2017; FOSSIEZ et al., 1996; HITCHON et al., 2004; KAO et al., 2004; KHADER et
al., 2007; WILSON et al., 2007; YAO et al., 1995a, 1995b).

2.4.2.2 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, € sabido
que a IL-17B liga-se ao receptor IL-17RB, enquanto a IL-17C é capaz de ligar-se a IL-17RE,
levando a ativacdo da via NF-kB. Além disso, IL-17B e IL-17C possuem a capacidade de
estimular a transcri¢do de genes pro-inflamatorios e aumentar a producao de TNF-a, enquanto
a IL-17D apresenta perfil pro-inflamatério em células endoteliais e inibe, in vitro, a proliferacédo
de células progenitoras mieloides (GAFFEN, 2009; LI et al., 2000; SHI et al., 2000; STARNES
etal., 2001; YAMAGUCHI et al., 2007).

2.4.2.3 Interleucina 17E (IL-17E)

A IL-17E ¢é 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
producéo de citocinas de perfil 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 a producéo de IL-23 pelos macréfagos.
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2.4.2.4 Interleucina 17F (IL-17F)

A IL-17F é a citocina melhor caracterizada da familia IL-17, juntamente a IL-17A. E o
Unico 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 sinalizacéo 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 neutr6filos com efeitos de sinalizacdo mais potentes, a IL-17F esta também
envolvida no recrutamento de neutrdfilos e na protecdo contra patdégenos extracelulares, no
entanto, com uma resposta mais fraca (GAFFEN, 2009; KOLLS; LINDEN, 2004; KUESTNER
etal., 2007; WRIGHT et al., 2007; WRIGHT et al., 2008;).

2.4.3 Células Th22 e doencas inflamatorias

As células Th22 sdo uma nova subpopulacdo de células T helper, diferenciadas a partir
de células T CD4" naive, na presenca de IL-6 e TNF-a, e sua principal citocina efetora é a IL-
22, uma citocina pertencente a familia IL-10 (CHUNG et al., 2006; DUMOUNTIER et al.,
2000; TRIFARI et al., 2009).

Diferentemente das células Th17, que podem secretar IL-17, IL-22 e IFN-y, as células
Th22 séo caracterizadas pela secre¢do de I1L-22, IL-13 e TNF-a (DUHEN et al., 2009; FARD
etal., 2016; TRIFARI et al., 2009).

As células Th22 foram recentemente descobertas e associadas a patogénese de varias
doencas inflamatérias. Porém, ainda ndo ha consenso sobre qual o fator de transcricdo
relacionado a diferenciacdo destas células, apesar de estudos apontarem para o envolvimento
de AhR. Sabe-se, no entanto, que a IL-22, principal citocina secretada pelas células Th22, pode
levar a diferentes consequéncias funcionais e € importante na resposta de doencas inflamatorias,
como psoriase, artrite reumatoide e doencas pulmonares (Figura 8). Porém, sua funcdo em
diversas outras desordens permanece desconhecida (SHABGAH et al., 2017; ZHANG et al.,
2012).



41

Figura 8 — Consequéncias funcionais da via 1L-22-1L-22R
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Em doencas virais, como o HIV, niveis de IL-22 apresentaram-se mais elevados em
relacdo a individuos controle, além de ja ter sido associado a resisténcia a infeccdo pelo HIV
em individuos que ndo soroconverteram apesar do contato com o virus diversas vezes
(GORENEC et al., 2016; THIBODEAU et al., 2017).

Portanto, € possivel que as populages de células Thl7 e Th22 e seus fatores de
transcricdo estejam envolvidos na patogénese e contribuindo para o perfil inflamatério
observado nas doencas associadas ao HTLV. Desta forma, os efeitos da sinalizacédo de citocinas
produzidas por essas populacOes e suas atividades pro-inflamatdrias na resposta imune podem

revelar o potencial de uso destas vias no tratamento de diversas doenc¢as imunologicas.

2.4.4 Células T CD8* na Infeccdo pelo HTLV-1

Embora o HTLV-1 seja encontrado predominantemente em células T CD4", as células

T CD8* também podem ser infectadas pelo virus e, mais ainda, ter papel critico na
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imunopatogénese das doencas associadas a este patdgeno, por exercerem funcdo antiviral ou
protetora (HANON et al., 2000a; POPOVIC et al., 1984).

A ATLL, por exemplo, pode ser explicada pelo desenvolvimento de linfécitos T CD8*
especificos para HTLV-1, uma vez que esses reconhecem como alvo principal a proteina viral
Tax, cuja fungdo é de suma importancia na dinamica viral. Assim, células T CD8" aut6logas
exercem sua funcdo citotdxica eliminando rapidamente as células T CD4" naturalmente
infectadas pelo HTLV-1 e que expressam a Tax (BANGHAM, 2009; CURRER et al., 2012;
HANON et al., 2000a, 2000b).

Os linfocitos T CD8" atuam em mecanismos antivirais e imunopatoldgicos. Assim,
podem assumir um papel importante na manutencdo da infeccdo pelo HTLV-1 ou desfecho
clinico HAM/TSP, uma vez que, além de exercerem sua funcéo citotdxica, secretam citocinas

essenciais para a manutencao da resposta inflamatéria (PROIETTI et al., 2002).

Parte desse efeito se deve ao fato de sua principal citocina efetora, o interferon gama
(IFN-y), apresentar ampla gama de atividades pro-inflamatorias. Os linfocitos T CD8 que
produzem IFN-y sdo conhecidos como células Tcl. Quando produzido por essas células, o IFN-
v atua diretamente da diferenciacdo de células T CD4" de perfil Thl, que também sdo capazes
de produzi-lo e desempenham um papel crucial na eliminagdo dos virus. Além disso, estudos
evidenciam que o IFN-y é o principal responsavel pela ativacdo do sistema imunoldgico
observada entre os portadores de HTLV-1 assintomaticos e ainda mais evidente entre 0s
individuos com HAM/TSP (MONTANHEIRO et al., 2009).

Atualmente, receptores inibitérios como PD-1 (Programmed cell death-1) tem sido
estudados em diferentes populacGes de células T. Na populacdo de células T CD8 de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), por exemplo, esse receptor € um importante
marcador de exaustdo durante infecgbes virais cronicas, tendo seus niveis associados a
progressao de infeccdes virais, como HIV. Inclusive, estudos demonstram que o bloqueio dessa
via, utilizando o ligante PDL-1, pode restaurar as func@es das células T CD8 e reduzir a carga
viral em pacientes com HIV (AHN et al., 2018; BARBER et al., 2006; DAY et al., 2006).

Na infeccdo pelo HTLV-1, estudos demostraram o comprometimento da resposta dos
linfécitos T citotoxicos (CTL), o que resulta na persisténcia viral, devido ao aumento da
expressao de PD-1. Assim como na infeccdo pelo HIV, o blogueio de PD-1, a partir de PDL-1
também melhorou a funcédo efetora (EZINNE et al., 2014; KOZAKO et al., 2008).
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Porém, apesar da realizacdo de pesquisas que busquem elucidar a imunopatogénese das
doengas associadas ao HTLV-1, essas continuam sendo negligenciadas do ponto de vista
terapéutico. A HAM/TSP, por exemplo, foi descrita ha mais de 40 anos e, embora os individuos
possam ficar paraplégicos, ainda ndo ha tratamento eficaz ou capaz de retardar a progresséo da
doenga. Do mesmo modo, estudos de biomarcadores de progressdo ainda sdo muito
controversos, 0 que evidencia a necessidade de pesquisas que permitam responder ao
questionamento dos individuos infectados, porem assintomaticos, que ndo sabem se e quando
poderdo progredir para alguma doenca associada ao HTLV-1.

Dessa forma, o estudo de subpopulagfes celulares mais recentemente descritas pode
contribuir para um melhor entendimento sobre a imunopatogénese da HAM/TSP e da infeccdo
pelo HTLV-1, além de evidenciar o potencial uso dessas vias no desenvolvimento de um

tratamento para as doengas relacionadas ao virus.
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3 JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo HTLV-1 é endémica no Brasil e possui grande prevaléncia na regido
Nordeste. A Paraparesia Espéastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM/TSP),
principal manifestacdo neuroldgica relacionada ao virus, representa um problema de salde
mundial, por ndo possuir tratamento efetivo e levar parte dos pacientes a0 comprometimento
motor, urinario e, muitas vezes, cognitivo. A resposta imune do hospedeiro é sabidamente um
fator importante no desenvolvimento da HAM/TSP e de outras manifestaces clinicas
relacionadas ao virus. Entretanto, ainda existem divergéncias na literatura sobre o papel de
subpopulacdes celulares classicas, como Thl, ou ndo existem relatos sobre populacGes mais
recentemente descritas, como Th17, Th22 e subpopulacGes de T CD8*, na sintomatologia
desencadeada pelo HTLV-1. Assim a descoberta das condi¢des inflamatérias relacionadas ao
virus é de grande importancia para o conhecimento dos mecanismos patogénicos associados ao
desenvolvimento das doencas causadas por ele. A partir desse entendimento, serd possivel
contribuir para a melhor elucidacdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
desenvolvimento da HAM/TSP, na perspectiva de melhorar a qualidade de vida desses

pacientes.
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4 OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de associacdo das frequéncias de células T CD4" (Thl, Thl7 e

Th22) e T CD8" (Tcl e CD8" IFN-y* PD-1%) com a sintomatologia de individuos infectados
pelo HTLV-1.

4.1 Objetivos Especificos

d)

f)

9)

h)

Avaliar as caracteristicas epidemiolégicas e clinicas da amostra;

Quantificar a carga proviral dos individuos infectados pelo HTLV-1;

Determinar a frequéncia das populacées de células Th17 total (CD4" IFN-y" IL-17%), Th17
IL-22* (CD4* IFN-y IL-17* I1L-22%), Th17/Th1 (CD4* IFN-y* IL-17* IL-22"), Th22 (CD4*
IFN-y" IL-17 IL-22%), Th1 IL-22* (CD4* IFN-y* IL-17" 1L-22*), CD4* IFN-y*, Tc1 (CD8*
IFN-y*), CD8" PD-1* e CD8" IFN-y* PD-1" no sangue periférico de individuos infectados
pelo HTLV-1 assintomaticos, sintomaticos (HAM/TSP) e com outras manifestacdes
clinicas;

Verificar existéncia de associagdo entre as frequéncias das subpopulacdes estudadas com a
presenca de sintomatologia nos individuos infectados pelo HTLV-1;

Verificar existéncia de associacdo entre as frequéncias das subpopulagdes estudadas com o
género dos individuos infectados pelo HTLV-1;

Verificar existéncia de correlacdo entre as frequéncias das subpopulacfes estudadas nos
grupos estudados;

Quantificar mediadores soltveis pro e anti-inflamatorios (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, I1L-17,
IFN-y, TNF-a, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL2 e CCL5) no plasma de individuos
infectados pelo HTLV-1,

Verificar existéncia de associacdo entre os niveis das citocinas e quimiocinas no plasma

com a presenca de HAM/TSP.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Esta pesquisa pode ser classificada como um estudo transversal analitico do tipo caso-
controle com comparacgéo de grupos. O tamanho da amostra foi definido por conveniéncia.

5.1 Populagdo Estudada

A amostra dos individuos, de ambos 0s sexos, com diagndstico positivo para HTLV-1
foi formada por conveniéncia no periodo de agosto de 2016 a janeiro de 2019.
A figura abaixo (Figura 9) ilustra 0 nimero da amostra e eventuais perdas de acordo

com cada parte da pesquisa (citometria de fluxo, dosagem de citocinas e quimiocinas).

Figura 9 — Numero de amostra de acordo com os estudos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) Namero amostral do estudo das subpopulagdes celulares. Apdés estratificacdo do grupo assintomatico
em nao-HAM, quatro individuos foram excluidos. (B) NUmero amostral do estudo de quimiocinas. C) Nimero
amostral para o estudo de citocinas.



47

5.2 Local

Os individuos infectados pelo HTLV participantes da pesquisa foram atendidos e sdo
acompanhados na Unidade de Cuidados Paliativos do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
(UCP-HUOC), referéncia estadual e regional no atendimento de individuos infectados pelo
virus. Os experimentos foram realizados no Departamento de Virologia e Terapia Experimental
(LaVIiTE) e no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT), ambos do Instituto Aggeu
Magalh&es, e no Laboratério de Biologia Molecular de Virus da Universidade de Pernambuco
(LBMV-UPE).

5.3 Coleta e Processamento das Amostras

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram coletados, de forma confidencial e anénima,
por meio de questionario previamente elaborado e analise de prontuarios, permitindo o
agrupamento dos individuos segundo a presenca ou auséncia de sintomatologia.

Os individuos que aceitaram participar da pesquisa permitiram a coleta de amostras de
sangue periférico (25ml), através de puncéo venosa a vacuo em tubo com o anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Parte dessa amostra foi destinada & quantificacdo das
células Th17, Th22 e T CD8" através de citometria de fluxo. O restante da amostra foi destinado

a quantificacédo da carga proviral e dosagem dos niveis de citocinas e quimiocinas no plasma.

5.4 Grupos do Estudo

Os participantes do estudo foram agrupados inicialmente em dois grupos: 1) Grupo
formado por individuos maiores de 18 anos, com diagndstico positivo para HTLV-1, e
diagnostico clinico de HAM/TSP; 2) Grupo formado por individuos maiores de 18 anos, com
diagndstico positivo para HTLV-1, porém assintomatico para HAM/TSP (assintomatico ndo-
HAM) e com tempo de diagndstico da infeccdo igual ou superior a trés anos.

Posteriormente, os individuos assintométicos ndo-HAM foram estratificados de acordo
com manifestac@es clinicas que podem estar associadas ao virus.

Além disso, para o estudo dos mediadores sollveis também foi criado um grupo
composto por individuos saudaveis, com triagem negativa para HTLV-1 e 2, para servir como

controle dos experimentos realizados.
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5.4.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo individuos maiores de 18 anos infectados pelo virus HTLV-
1, que assinaram o0 termo de consentimento e com diagnostico confirmado por outros
laboratérios (LACEN-Pernambuco, HEMOPE) através das técnicas ELISA, Western Blot
(WB), exame de LCR ou PCR positiva para HTLV-1.

5.4.2 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do estudo individuos que se encontraram 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, distarbios neurologicos como Mal de Parkinson e Neurosifilis, e outras

neoplasias que ndo ATLL).

5.5 Coleta de Sangue e Obtencéo das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs)

O volume de sangue periférico coletado de cada individuo foi 25 ml, através de pungédo
venosa a vacuo, em tubos vacutainer com o anticoagulante EDTA. O sangue foi diluido em
tampdo fosfato salino (PBS, de Phosphate-buffered saline) e entdo transferido para tubos
Falcon contendo a solucdo de gradiente de concentracdo Ficoll-Hypaque (GE Healthcare,
Upsala, Sweden), que apresenta densidade de 1.077 g/mL.

Em sequida, para separacdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC),
as amostras foram centrifugadas a 800xg por 30 minutos. Apos este periodo, coletou-se 2 ml
de plasma (camada superior do tubo) e o anel contendo as PBMCs foi coletado e transferido
para outro tubo, que foi lavado com PBS durante centrifugagdo de 10 minutos a 400 xg.

Apos a lavagem, as células foram ressuspendidas em 1 ml de meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
Penicilina/Streptomicina, e entdo contadas no Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, California).

Parte das células (3x10°) foi destinada a extracdo de DNA, para quantificacio da carga

proviral e genotipagem de SNPs, utilizando o kit de extracdo DNA Purification Wizard
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Genomic (PROMEGA), seguindo as instru¢des do fabricante. O restante das células (7,5x10°)

foi utilizado para os experimentos de citometria de fluxo.

5.6 Citometria de Fluxo

Para estimular as células a produzirem citocinas, estas foram incubadas por 24h a 37°C,
na presenca de fitohemaglutinina (PHA, de Phytohaemagglutinin). Quatro horas antes do final
da incubagcdo, se adicionou o inibidor de transporte de proteinas Golgistop (BD Biosciences, La
Jolla, California).

5.6.1 Marcacéo de Superficie

Apos as 24 horas de incubacdo com PHA, 220ul de EDTA foram adicionados aos tubos
da cultura. Depois de 10 minutos, as células sofreram lavagem com PBS Wash (PBS com Azida
de Sédio) e passaram por nova centrifugacéo, desta vez a 400xg (ou 1500 rpm) por 10 minutos.
O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet celular ressuspendido em 1 ml de PBS Wash.

Para marcacdo do painel de citometria foram utilizadas 3x10° células. Portanto, o
volume correspondente a quantidade de células foi transferido para tubos de citometria
contendo os anticorpos de superficie (Quadro 1), dependendo do painel celular a ser observado.
Para os painéis das células Thl7 e Th22, o anticorpo de superficie foi o anti-CD4-PECy7,
enquanto para o painel das células T CD8*, utilizamos anti-CD8-PECy?7 e anti-PD-1-PE.

Quadro 1 — Anticorpos utilizados nos experimentos de Citometria de Fluxo

Anticorpo | Fluorocromo Clone Fabricante
Painel de Células Th17 e Th22
CD4 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences
IFN-y APC 1C285 R&D Systems
IL-17 PE N49-653 BD Biosciences
IL-22 FITC 22URTI eBioscience
Painel de Células T CD8
CD8 PE-Cy7 RPA-T8 BD Biosciences
PD-1 PE MIH4 BD Biosciences
IFN-y APC BSB3 BD Biosciences

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apo6s adicdo dos anticorpos de superficie, os tubos foram entdo incubados por 30
minutos ao abrigo da luz, lavados e fixados, por 20 minutos, com 100 ul de BD
Cytofix/Cytoperm.

5.6.2 Marcacao de Citocinas Intracelulares

Apos a fixacao dos anticorpos de superficie, a permeabilizacdo foi realizada para que 0s
anticorpos anticitocinas entrassem nas células. Para tanto, foi adicionado 1 ml de BD Perm-
Wash 1X gelado nas amostras e essas foram centrifugadas por 5 minutos a 400xg. Apds
descartar o sobrenadante dos tubos, os anticorpos intracelulares foram adicionados aos tubos,
que foram incubados por 30 minutos ao abrigo da luz.

Em seguida, foram realizadas mais duas lavagens, uma com Perm-Wash e outra com
PBS-Wash, ambas de 5 minutos a 400xg, e as células passaram por fixacdo, com a utilizacdo
da solucdo BD Cytofix por 15 minutos na camara fria (4°C — 8°C) e ao abrigo da luz. Uma
Gltima lavagem foi feita para remover o excesso da solucdo fixadora, e 300 ul de PBS-Wash
foram adicionados para posterior leitura no citometro FACS Calibur (BD Biosciences, La Jolla,

California), com a aquisi¢do de 50.000 eventos.

5.6.3 Estratégia de Analise

As frequéncias das populacdes celulares foram determinadas através do software
FlowJo X (Ashland, OR, USA). Primeiramente, a populagdo de linfdcitos foi selecionada
(Figura 10A) e em seguida, foi criada uma gate nas células CD4* IFN-y (Figura 10B) para
determinar as frequéncias de células Th17 totais (Figura 10C - CD4" IFN-y IL-17" IL-22)),
Th17 IL-22* (CD4* IFN-y" IL-17* IL-22*) e Th22 (CD4* IFN-y" IL-17 IL-22*). Na analise de
outras subpopulagdes raras, foram selecionadas apenas as células T CD4" IFN-y* (Figura 10D),
que serviram para determinar as frequéncias das células Th17/Thl (Figura 10E - CD4* IFNy*
IL-17* IL-22") e Th1 IL-22" (CD4" IFN-y* IL-17" IL-22").
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Figura 10 — Estratégia de analise das subpopulacfes estudadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.7 Quantificacdo de Mediadores Soluveis - Citocinas e Quimiocinas

As citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e I1L-17) e quimiocinas (CCL2,
CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10) foram quantificadas no plasma dos individuos, através da
técnica de CBA (Cytometric Bead Array), técnica que, por citometria de fluxo, detecta os niveis
de diferentes proteinas em uma Unica amostra. Os kits utilizados foram BD Cytometric Bead
Array Human (CBA) Th1/Th2/Th17 e BD CBA Human Chemokine Kit (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.

No inicio do experimento, € necessario reconstituir os padrGes de citocinas e
guimiocinas, de acordo com o Kit, uma vez que esses vém liofilizados. Para preparar a curva
padrdo, as esferas padrao foram transferidas para um tubo coénico tipo Falcon e 2 mL ou 4 mL
do Assay Diluent foram adicionados, respectivamente, para o Kit de citocinas ou quimiocinas.
Esses tubos foram nomeados “Top Standard” e¢ deixados em temperatura ambiente por 15
minutos. Posteriormente, as proteinas foram reconstituidas por pipetagem e nove tubos de

citometria foram nomeados para realizar a diluicdo seriada, respectivamente, Top Standard,
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1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256. Além disso, um tubo contendo apenas o Assay
Diluent foi utilizado para servir como controle negativo (branco). Em seguida, 300 uL do Assay
Diluent foram adicionados em cada um dos tubos para realizar a dilui¢do seriada, transferindo
300 uL de um tubo ao outro, a comegar pelo “Top Standard” para o “1:2” e assim
sucessivamente, até o tubo “1:256”.

Logo depois, as beads de cada citocina (sete, no total) foram misturadas, assim como as
beads das quimiocinas (cinco, no total), a depender do kit, formando o mix de beads. Cada bead
possui diferentes intensidades de fluorescéncia e vem conjugadas ao anticorpo de captura
especifico de cada alvo. Ap0s essa etapa, 0 mix de beads, assim como o reagente de deteccdo
PE (Phycoerythrin) foram adicionados a cada tubo contendo a amostra, conforme o Quadro 2,

e esses foram incubados por trés horas, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Quadro 2 — Protocolo de preparacdo do CBA para citocinas e quimiocinas

Reagentes Volume utilizado
Citocinas | Quimiocinas
Amostra 25ul 25 ul
Mix de Beads 35 ul 25 ul
Reagente de Deteccéo PE 25 pl 25 pl

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apoés a incubagdo, 500 ul do Wash Buffer foram adicionados em cada tubos para
lavagem dos mesmos, a partir de centrifugacdo a 200g, por 5 minutos. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram descartados e entéo se adicionou 300 ul de Wash Buffer, para ressuspender
0 pellet de beads e as amostras seguirem para a leitura, que foi realizada no citbmetro FACS
Aria Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), disponivel no Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas do IAM.

ApoOs a leitura das amostras, os dados foram obtidos no software FCAP Array (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA), e analisados no GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, EUA).

5.8 Quantificacédo da Carga Proviral

A carga proviral dos individuos participantes da amostra também foi quantificada através

de PCR em Tempo Real, utilizando o sistema TagMan®no equipamento Applied Biosystems ®
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7500 (Foster, CA, USA), nas seguintes condi¢des de ciclagem: 1) um ciclo de 50°C, durante 2
minutos; 2) um ciclo de 95°C, por 10 minutos; 3) 50 ciclos de 90°C, durante 50 segundos; e 4)

60°C por 1 minuto. O protocolo utilizado encontra-se descrito no Quadro 3.

Quadro 3 — Protocolo da PCR em Tempo Real para quantificacdo da carga proviral

Reagente Volume

Agua Milli-Q 8,5 ul

Primer Forward 0,5 ul

Primer Reverse 0,5 ul

Sonda TagMan® 0,5 ul

TagMan® Universal PCR Master Mix 15 ul
DNA (Amostra) Sul

Volume final 30 ul

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram armazenados e analisados no software GraphPad Prism 7.00
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA), passando inicialmente pelo teste de normalidade
de Shapiro-Wilk.

Para as analises de citometria de fluxo e carga proviral foram realizados os testes T de
Student ou Mann-Whitney U, bem como Kruskal-Wallis, quando necessario. Nas analises de
correlagdes, de acordo com a distribuicdo dos dados, foram utilizados os testes de correlacdo

de Pearson ou Spearman.

5.10 Consideracdes Eticas

A pesquisa foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade de
Pernambuco (CEP HUOC/PROCAPE), com registro CAAE 16973113.5.1001.5192 (Anexo
A), e do IAM/FIOCRUZ-PE (CAAE: 50563115.9.0000.5190) (Anexo B). Todos os individuos
participantes foram informados sobre o estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice B).
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6 RESULTADOS

A populacéo de estudo foi inicialmente classificada em dois grupos: HAM/TSP (n=18)
e assintomaticos (n=30), totalizando 48 individuos para as andlises das frequéncias das
populacdes celulares. O género (sexo biolégico) feminino foi predominante nos dois grupos,
entretanto sem apresentar valor significativo do ponto de vista estatistico, assim como a idade,
cuja mediana foi maior no grupo HAM/TSP em relacdo a média do grupo assintomatico nao-
HAM (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas da populagédo do estudo das subpopulagdes celulares

Assintomaticos

HAM/TSP
néo-HAM

Individuos, n 18 30
Idade (média) 59" 56,9 0,697
Género

Feminino, n 12 20 >0,9™

Masculino 6 10
Carga proviral (copias/ul) 13851 637 0,001***

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: “Mediana/ T Teste t / ™ Teste exato de Fischer /
proviral de todos os individuos devido a quantidade de amostra.

*kk

Mediana. Néo foi possivel quantificar a carga

Entretanto, para outras analises, estratificamos o grupo dos assintomaticos nao-HAM a
partir da observacdo, nos prontuarios, de manifestacfes clinicas comumente relacionadas ao
HTLV-1. Entretanto, esses sintomas podem ou ndo ter o HTLV-1 como etiologia confirmada,
por haver outros fatores a serem levados em consideragdo, como atividade laboral, sendo
necessarias maiores investigagdes no histérico dos individuos. Ainda assim, essas
manifestacdes apresentam carater inflamatorio e devem ser levadas em consideracéo na analise

dos dados.

Dessa maneira, quando o grupo assintomatico foi estratificado, puderam ser
classificados seis grupos distintos: sem nenhuma manifestacdo clinica/assintométicos 2 (n=7),
dermatite (n=2), uveite (n=2), artrose (n=4), lombalgia (n=8), artrose e lombalgia (n=3),
totalizando 26 individuos, devido a exclusdo de quatro individuos que possuiam mais de trés

das manifestacGes anteriormente citadas, que poderiam estar causando viés de classificacao.
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6.1 HAM/TSP x Assintomaticos

Como explicado anteriormente, a populacéo do estudo foi inicialmente foi classificada
em dois grupos: HAM/TSP (n=18) e assintomaticos (n=30). As analises a seguir consideraram
essa classificagao inicial.

6.1.1 As frequéncias das subpopulacbes de Celulas Thl7 sdo similares entre individuos
HAM/TSP e assintométicos ndo-HAM

Ao analisar as frequéncias das células Th17 total (ou classicas), classificadas em nosso
estudo como CD4" IFN-y” IL-17" IL-22", ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes, como pode ser observado na Figura 11. O mesmo se repetiu quando analisamos
as frequéncias das células Th17 produtoras de IL-22 (CD4" IFN-y” IL-17" IL-22%).

Figura 11 — Frequéncia das células Th17 circulantes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) A frequéncia de células Th17 total ndo diferiu entre os grupos; (B) Células T CD4" produtoras de IL-
17 e IL-22 também néo diferiram nos grupos estudados. Teste de Mann-Whitney. Barras representam mediana
com o intervalo interquartil.
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A outra subpopulacdo de células Th17 estudada, denominadas Th17/Thl, que s&o
caracterizadas por coexpressar IFN-y e IL-17, também apresentou frequéncias similares entre

0s grupos HAM/TSP e assintomaticos ndo-HAM (Figura 12).

Figura 12 — Frequéncia das células Th17/Thl circulantes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota; Teste de Mann-Whitney. Barras representam mediana com o intervalo interquartil.

6.1.2 As frequéncias das Células Th22 néo diferem entre individuos HAM/TSP e assintomaticos
ndo-HAM

Assim como para as células produtoras de IL-17, as frequéncias das células Th22 (CD4"
IFN-y" IL-17" 1L-22") ndo se apresentaram diferentes ao comparar os individuos HAM/TSP com

o0s portadores assintomaticos nao-HAM infectados pelo virus (Figura 13).

Figura 13 — Frequéncia das células Th22 circulantes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Teste de Mann-Whitney. Barras representam mediana com o intervalo interquartil.
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6.1.3 As Células Thl IL-22* e Thl apresentam frequéncias similares entre individuos
HAM/TSP e assintométicos ndo-HAM

Na analise das células Thl, observamos que ndo houve diferencas estatisticamente
significantes nas frequéncias das células Thl ou Thl produtoras de IL-22 entre 0s grupos
estudados (Figura 14A).

Figura 14 — Frequéncia das células Th1l IL-22*e Th1l circulantes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) A frequéncia de células Thl IL-22* ndo diferiu entre os grupos; (B) Células Thl, negativas para IL-17
e IL-22, mas positivas para IFN-y também apresentaram frequéncias similares entre os grupos.
Teste de Mann-Whitney. Barras representam mediana com o intervalo interquartil.

6.1.4 As Células Tcl, CD8* PD-1* e CD8* PD-1* IFN-y* apresentam frequéncias similares
entre individuos HAM/TSP e assintomaticos ndo-HAM

Ao longo do desenvolvimento do projeto, ao perceber que grande parte do IFN-y ndo
era produzida por células T CD4*, como pdde ser observado anteriormente, nos Procedimentos
Metodologico, decidimos avaliar o percentual de células T CD8" que estariam produzindo esta
citocina. Além disso, incluimos no painel o anticorpo anti-PD-1, a fim de verificar a frequéncia
de células T CD8* que expressam esse marcador de exaustao.

Dessa maneira, como o projeto ja estava em andamento, o niUmero da amostra se reduziu
um pouco e a populacdo estudada para as analises das células T CD8" foi constituida por 16
individuos HAM/TSP e 22 portadores assintomaticos ndo-HAM, todos participantes da amostra
inicial, mas agora totalizando 38 individuos estudados.

Diferentemente do resultado para as células T CD4", no qual o grupo assintomatico

coexpressou mais IFN-y em relacdo aos individuos HAM/TSP, para as células T CD8" ndo
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foram encontradas diferencas estatisticamente significantes na coexpressio de CD8

isoladamente com IFN-y ou PD-1, ou com ambos, como pode ser visto na Figura 15.

Figura 15 — Frequéncia das células T CD8* circulantes.

20-
o
15
4
s
& 10-
9 [ ° 8 [ o | |
o
[
* 5- ey
_,'_u._
.|!
0 8 -ln
HAM/TSP ASSINTOMATICOS
30-
[ ]
+ 204
& o,
é —_—
| |
= 10- _'
[ ] -
:
—eoo
ol T Syn
HAM/TSP ASSINTOMATICOS
1.5-
+ 8
e
E 1 .0 -1 m
= °
(=]
o
+ B
3 0.5-
@
2 9%
ol|®
.'._l"‘
o1
0.0 = -
HAM/TSP ASSINTOMATICOS

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) A frequéncia de células Tc1 se apresentou similar entre os grupos; (B) N&o houve diferenca entre as
células T CD8" que expressam PD-1; ou (C) Células T CD8* que coexpressaram PD-1 e IFN-y.
Teste de Mann-Whitney. Barras representam mediana com o intervalo interquartil.
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6.1.5 Populagdes produtoras de IL-22 estdo correlacionadas com subpopulagdes de Th17

As frequéncias de algumas subpopulagdes estudadas apresentaram correlacdo com
outras nos grupos estudados (Figura 16). Observamos moderada correlagdo positiva entre as
células Th1 IL-22" com as células Th17/Th1, no grupo HAM/TSP (p=0,03), enquanto no grupo
assintomatico ndo-HAM foi observada fraca correlacdo entre as células Thl7 total e as células
Th22 (p=0,03).

Figura 16 — CorrelacGes encontradas entre as frequéncias dos diferentes subtipos celulares.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: (A) As células Thl IL-22+ apresentaram correlagdo positiva moderada com as células Th17/Thl, no grupo
HAM/TSP. (B) No grupo assintomatico ndo-HAM so se observou uma fraca correlacéo entre as células Th17
total e as células Th22.

* Diferenca estatisticamente significativa. Correlacdo de Spearman. Em A, a correlacdo foi encontrada utilizando
uma cauda.

6.2 HAM/TSP x Outras Manifestac¢des Clinicas x Assintomaticos 2

Em uma segunda analise, como explicitado antes, o grupo anteriormente classificado
unicamente como assintomatico foi estratificado em seis grupos. As andlises a seguir

apresentam os resultados dessa estratificagéo.

6.2.1 Frequéncias de células Th17 IL-22* estdo elevadas em individuos com lombalgia

Os assintomaticos ndo-HAM, apresentados nos graficos como “assintomaticos” foram
estratificados para se observar as frequéncias celulares em outras manifestacdes clinicas que
ndo HAM/TSP. Com a estratificacdo desse grupo, os individuos sem nenhuma manifestacéo

clinica foram denominados “Assintomaticos 2.
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Entretanto, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significantes nas
frequéncias das células Th17 total entre os grupos observados, apesar do grupo HAM/TSP

apresentar leve elevagédo na frequéncia (Figura 17).

Figura 17 — Frequéncia das células Th17 total apés estratificacdo do grupo assintomatico ndo-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: (A) O grupo HAM/TSP parece ter um leve aumento na frequéncia de células Th17 total, em relagdo ao
grupo assintomatico 2, quando utilizado o teste de comparagdo multipla; (B) A andlise com o teste de Mann-
Whitney mostrou ndo haver diferenca entre HAM/TSP e assintomaticos 2. Barras representam mediana com o
intervalo interquartil.

Porém, quando analisamos as células Th17 produtoras de IL-22, pudemos observar que
individuos com lombalgia possuem maiores frequéncias desse subtipo celular em relacdo aos
individuos HAM/TSP (p=0,004) e também aos assintomaticos (p=0,004) (Figura 18).

Figura 18 — Frequéncia das células Th17/22 apds estratificagdo do grupo assintomatico ndo-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Barras representam mediana com o intervalo interquartil.



61

Como pode ser observado na Figura 19, para as células Th17/Thl circulantes, as

frequéncias também néo diferiram entre os grupos, se apresentando similares em todos eles.

Figura 19 — Frequéncia das células Th17/Thl apds estratificacdo do grupo assintomatico ndo-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Barras representam mediana com o intervalo interquartil.

6.2.2 Frequéncia de celulas Th22 ndo difere entre HAM/TSP, assintomaticos 2 ou outras

manifestacdes clinicas

Da mesma maneira,

ndo conseguimos encontrar diferengas estatisticamente

significantes nas frequéncias das células Th22 em relacdo as diferentes manifestagdes clinicas

(Figura 20).

Figura 20 — Frequéncia das células Th22 ap0s estratificacdo do grupo assintomatico ndo-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Barras representam mediana com o intervalo interquartil.
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6.2.3 Frequéncias de células Thl IL-22* e Th1 ndo diferiram entre os grupos com diferentes

manifestacgdes clinicas

A auséncia de associacdo entre as frequéncias celulares e os grupos estudados se
manteve para as subpopulac@es de Th1 produtoras de I1L-22, bem como para as células T CD4*
IFN-y* (Figura 21).

Figura 21 — Frequéncia das células Thl IL-22* apds estratificacdo do grupo assintomatico nao-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) As células Thl IL-22* apresentaram frequéncias similares nos grupos estudados ap6s estratificacdo do
grupo assintomatico ndo-HAM; (B) As células Th1l também ndo apresentaram frequéncias diferentes.
Barras representam mediana com o intervalo interquartil.

6.2.4 Individuos com lombalgia apresentam alta frequéncia de células T CD8*PD-1*I1FN-y*

Os grupos “Dermatite” e “Uveite” ndo puderam ser incluidos nessa analise. Apesar de
as frequéncias das células Tcl e CD8* PD-1* permanecerem similares entre os grupos (Figura
22), encontramos maiores frequéncias de células T CD8" coexpressando PD-1* e IFN-y* no

grupo “Lombalgia”, quando comparados com HAM/TSP (p=0,007).

Figura 22 — Frequéncia das células do painel de T CD8" apds estratificagdo dos assintomaticos ndo-HAM.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) As células Tcl apresentaram frequéncias similares; (B) As células T CD8" PD1* Thl também ndo
apresentaram frequéncias diferentes; (C) O grupo “Lombalgia” apresentou maiores frequéncias de CD8* PD-1*
IFN-y* em relagdo aos individuos HAM/TSP. Barras representam mediana com o intervalo interquartil.
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6.3 Frequéncias Celulares x Género

Com o proposito de avaliar se ha dimorfismo sexual distinto no estado de ativacdo do
sistema imunoldgico em individuos infectados pelo HTLV, avaliamos se existe diferenca entre
as frequéncias celulares e 0 género.

Para as células Th17 total, observamos que quando agrupamos os individuos infectados
pelo HTLV (n=48), independentemente de ter HAM/TSP (n=18) ou ser assintomatico néo-
HAM (n=30), individuos do género masculino (n=16) possuem maior frequéncia dessa
subpopulacgéo (p=0,04) em relacdo as mulheres (n=32), como esta apresentado na Figura 23.

Enquanto isso, para as células Th17/Th1 foi observado que, tanto no grupo HAM/TSP,
guanto no grupo dos infectados pelo virus, as frequéncias das células Th17 produtoras de IFN-
y se apresentou elevada nos homens (p=0,03 e p=0,02, respectivamente). O mesmo se repetiu
quando avaliamos as células Th17 produtoras de IL-22 (p=0,01 e p=0,03, respectivamente).

Figura 23 — Frequéncias celulares de Th17 de acordo com o género
HAM/TSP (G1) Assintomaticos (G2) Infectados (G1+G2)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) Homens infectados pelo HTLV (n=16) apresentaram maior frequéncia de Th17 total em relacdo a
mulheres infectadas (n=32); (B e C) Homens HAM/TSP (n=6) possuem maior frequéncia de Th17 produtoras de
IFN-y e IL-22, 0 que ndo se repete para homens assintomaticos (n=10).
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Entretanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes nas
frequéncias celulares de Th22, Thl produtoras de IL-22 e CD4" IFN-y* entre os géneros
masculino e feminino em nenhum grupo estudado (Figura 24).

Figura 24 — Frequéncias das células Th22, Thl produtoras de IL-22 e CD4* IFN-y* de acordo com o género.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) As frequéncias das células Th22 se apresentaram similares entre mulheres e homens, independente do
desfecho clinico ou da infeccdo pelo HTLV. (B) As frequéncias de células Thl produtoras de IL-22 também néo
diferiram quando os géneros foram estratificados. (C) Células T CD4* IFN-y* apresentaram frequéncias similares
entre as mulheres e homens do estudo.

Na analise das células T CD8 produtoras de IFN-y* ndo foi possivel encontrar diferencas
significativas entre os géneros masculino e feminino em nenhum grupo estudado (Figura 25).
No entanto, observamos que a frequéncia de células T CD8 que expressam PD-1 € mais elevada
em homens do grupo assintomatico (p=0,003), em relacdo ao grupo feminino. Resultado similar
se repetiu para as células T CD8 que coexpressaram PD-1 e IFN-y*, que apresentaram maios
frequéncia em homens assintomaticos (p=0,003).
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Figura 25 — Frequéncias celulares das células T CD8* de acordo com o género.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) A frequéncia das células T CD8 produtoras de IFN-y foi similar entre individuos do género feminino e
masculino. (B e C) A frequéncia das células T CD8 que expressam PD-1 ou coexpressam PD-1 e IFN-y foi
maior no grupo masculino assintomatico, em relagdo ao feminino.

6.4 Quantificacéo de Citocinas e Quimiocinas

As citocinas foram dosadas no plasma de 15 individuos HAM/TSP, 31 individuos
assintomaticos e sete individuos controle. Com excecdo da IL-17, todas as citocinas foram
detectadas, entretanto os niveis se apresentaram similares entre 0s grupos sintomatico e
assintomatico (Figura 26). No entanto, quando os individuos infectados pelo HTLV foram
comparados com o0 grupo controle, se observou que apenas a citocina IL-6 se apresentou
aumentada (p=0,03) no grupo HAM/TSP (Figura 26C).
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Figura 26 — Niveis plasmaticos das citocinas dos perfis Thl e Th2 nos individuos sintomaticos, assintomaticos e
controles.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) Niveis de IL-2 foram similares entre os grupos, assim como os niveis de IL-4 (B). Os niveis de IL-6
apresentaram-se elevados no grupo HAM/TSP em relacdo ao controle (C). Frequéncias de IL-10 (D), TNF-a (E)
e IFN-y (F) permaneceram similares entre 0s grupos.

Ademais, encontramos correlacbes entre citocinas nos grupos HAM/TSP e
assintomaticos, como ilustra a Figura 27. No grupo HAM/TSP, IL-2 apresentou correlacdo
positiva moderada com IFN-y (p=0,03) e correlagdo negativa moderada com TNF-a (p=0,02).

As citocinas IL-6 e IL-10 também apresentaram correlagdo positiva moderada (p=0,02) nesse

grupo.
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No grupo assintomatico as citocinas apresentaram mais correlagdes entre si. O IFN-y,
por exemplo, se apresentou fracamente correlacionado a IL-6 (p=0,04), moderadamente
correlacionado a IL-2 (p=0,01) e TNF-a (p=0,0004), e fortemente correlacionado a IL-10
(<0,0001). A citocina IL-10 também apresentou correlacdo fraca com IL-2 (p=0,02), e
moderada com IL-6 (p=0,001) e TNF-a (p=0,005). Inclusive, TNF-a também apresentou

correlacdo positiva, porém fraca, com IL-4 (p=0,04).

Figura 27 — Correlagdes entre as citocinas plasmaticas nos grupos HAM/TSP e assintomaticos.

A
HAM/TSP

TNF-a | -0,338192
IL-10 | 0,105598| -0,352515
IL-6 | 0,057296| -0,157621(0,56 (0,02)
IL-4 | -0,193521| -0,000911| -0,380781| -0,348027
IL-2 0,53 (0,03)|-0,56 (0,02)| 0,119137| -0,170994| -0,057606
IFN-y TNF-a IL-10 IL-6 IL-4

B Assintomaticos

TNF-a (0,59 (0,0004)

IL-10  |GHIONEOIRO0H 0,46 (0,007)

IL-6 0,36 (0,04) 0,2138289(0,55 (0,001)

IL-4 0,280614904|0,35 (0,04) | 0,22696678| 0,076342

IL-2 0,43 (0,01) 0,1700363(0,39 (0,02) | 0,235039| 0,118182
IFN-y TNF-a IL-10 IL-6 IL-4

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: (A) Correlac@es das citocinas no grupo HAM/TSP. (B) Correlac6es entre as citocinas no grupo
assintomatico. As correlagdes foram calculadas utilizando a correlagdo de Spearman. O indice “r” esta
apresentado em cada retangulo. Estdo coloridos apenas as correlagGes significantes, com o p entre parénteses e a
cor indicando a forga da correlagdo (Vermelho= correlacéo forte; Laranja= correlagdo moderada; Amarelo=
correlacéo fraca).

As quimiocinas, por sua vez, foram quantificadas no plasma de 15 individuos
HAM/TSP, 34 portadores assintomaticos e nove individuos controle. Observamos que os niveis

plasmaticos das quimiocinas CXCL10 e CXCL9 apresentaram-se significativamente
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aumentados (p=0,0004 e p=0,02, respectivamente) nos individuos HAM/TSP quando

comparados com os individuos assintomaticos (Figura 28).

Figura 28 — Niveis de quimiocinas plasméticas detectados nos grupos estudados.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: (A) Individuos HAM/TSP possuem maiores niveis de CXCL10 e CXCL9 (B) em relagdo aos
assintomaticos e controles. (C) CXCL9 apresentou diferencas estatisticas em todos os grupos. (D) As
quantidades de CCL5 ndo diferiram entre os grupos. (E) CXCL8 apresentou-se mais elevado no grupo

HAM/TSP em relag¢do ao controle.
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Do mesmo modo, essas quimiocinas também se apresentaram aumentadas quando 0s
individuos infectados, separados de acordo com a presenca ou auséncia de HAM/TSP, foram

comparados com individuos sem infeccdo (p=0,001 e p=0,002, respectivamente).

A contraponto, os niveis de CCL2 e CCL5 néo diferiram entre os grupos estudados,
enguanto CXCLS8 apresentou-se diferencialmente mais elevado no grupo HAM/TSP em relagéo
ao controle (p=0,02). Também foi observado uma possivel significancia nos niveis dessa
quimiocina quando comparamos 0s grupos assintomatico e sem infec¢do, apresentando valor p
limitrofe de 0,05.

Nas correlac@es entre as quimiocinas (Figura 29), encontramos que apenas CXCL9 foi
fortemente correlacionada com CXCL10 no grupo HAM/TSP (<0,0001) e no grupo
assintomatico (p=0,0009). Porém, CXCL8 apresentou correlagdo positiva moderada com
CXCL10 (p=0,007), CCL2 (p=0,01) e CXCL9 (p=0,01) no grupo assintomatico.

Figura 29 — Correlagdes entre os niveis de quimiocinas no plasma dos grupos HAM/TSP e

assintomaticos.

A
HAM/TSP
ccL2
CXCL9 0,230563
CCL5 -0,323793| 0,408237| -0,062612
CXCL8 | 0,3467383| 0,13059| 0,466488| 0,229185
CXCL10 cCL2 CXCL9  CCL5
B
Assintomaticos
ccL2
CXCL9 0,1860003
CCL5 | 0,125382276| 0,1451724| -0,0154446
CXCL8 |0,45(0,008) |0,43(0,01) |0,42 (0,01) 0,168516]
CXCL10 cCL2 CXCL9 cCL5

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: (A) Apenas CXCL9 e CXCL10 apresentaram correlacdo significante no grupo HAM/TSP. (B) No grupo
assintomatico, CXCL9 também foi fortemente correlacionada a CXCL10. CXCL8 também apresentou
correlacdo positiva com CXCL10, CCL2 e CXCL9. CorrelagGes entre as citocinas no grupo assintomatico. As
correlacdes foram calculadas utilizando a correlacdo de Spearman. O indice “r” esta apresentado em cada
retangulo. Estdo coloridos apenas as correlagdes significantes, com o p entre parénteses e a cor indicando a forca
da correlacdo (Vermelho= correlagéo forte; Laranja= correlacdo moderada).
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7 DISCUSSAO

O HTLV-1 ¢ o agente etioldégico da HAM/TSP, doenca neurodegenerativa que afeta
menos de 5% dos infectados. No entanto, essa sindrome desmielinizante causa condigdes
inflamatorias progressivas que aumentam a morbidade e mortalidade dos individuos afetados.
Apesar de ndo ser agudo como o HIV, o HTLV-1 é capaz de causar imunossupressdo, deixando
o individuo suscetivel a infec¢bes oportunistas, 0 que o coloca como mais um desafio para a
salde publica (MARTIN, TAGAYA E GALLO, 2018).

O ndmero “relativamente pequeno” de individuos com HAM/TSP pode estar
relacionado a determinantes de risco, como fatores virais e carga proviral, além de fatores do
hospedeiro, como aspectos genéticos e resposta imunoldgica (SANTOS, MUNIZ E
CARVALHO, 2009).

Nossa pesquisa € a primeira envolvendo HTLV-1 a apresentar as subpopulacGes
estudadas bem caracterizadas fenotipicamente, o que possibilita 0 melhor entendimento de cada
alvo na imunopatogénese da infeccdo pelo virus.

A resposta imune de perfil Thl é amplamente descrita nas pesquisas envolvendo o
HTLV-1, que atribuem a inflamacéo nos individuos infectados a elevada produg&o de citocinas
desse perfil, como IFN-y e TNF-o. Porém, estudos que abordem o perfil de células Th1l7,
subpopulacdo capaz de produzir IL-17, IL-22 e IFN-y ainda s&o escassos e controversos. Essas
células podem ser classificadas imunofenotipicamente como Th17 total (CD4" IFN-y~ IL-17*
IL-22°), Th17/IL-22* (CD4* IFN-y~ IL-17* IL-22%) e Th17/Thl (CD4* IFN-y* IL-17* IL-22)
(FUTSCH et al., 2018; NECO et al., 2017a; ZHONG, et al., 2017).

Em um dos primeiros trabalhos que tentaram relacionar a 1L-17 & infecgéo pelo HTLV-
1, Dodon e colaboradores (2004) analisaram a expressao génica de 1L17 em células de cultura
(C91PL, MT2 e HUT-102) infectadas pelo virus e observaram que a proteina viral Tax possui
capacidade de induzir a expressdo do mRNA de IL17, uma vez que atua como transativadora
desse gene nas células T ativadas.

A IL-17 desempenha funcdo na patogénese da infeccdo do HIV e é capaz de promover
a ruptura da barreira hematoencefalica, causando inflamacdo no sistema nervoso central
(FAVRE, et al., 2010; KEBIR, et al., 2007). Em nosso estudo ndo encontramos associagao entre
as frequéncias de células Thl7 total com o desenvolvimento da HAM/TSP ou outra
manifestacdo clinica, quando o grupo assintomatico foi estratificado. Esse resultado corrobora
com o que foi visto por Leal e colaboradores (2013), que relataram um ndmero de células

secretoras de IL-17 significantemente menor em individuos com a mielopatia quando
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comparados com portadores ndo infectados, e niveis similares entre 0s portadores
assintomaticos e sintomaticos, o que parece estar relacionado a uma funcéo protetora.

E possivel que as frequéncias similares em nosso estudo indiquem que essa
subpopulagdo de célula T pode estar relacionada a mecanismos antivirais, ao inves de promover
a inflamacdo caracteristica de manifestagdes relacionadas ao HTLV-1.

Embora as células Th17 desempenhem func¢des inflamatdrias em doencas autoimunes
muito similares a HAM/TSP, como é o caso da esclerose multipla, no caso da infeccéo pelo
HTLV-1 pode estar havendo um desbalango da resposta imunoldgica. Assim, células T CD4"
e células com fendtipo supressivo, por exemplo CD39" CD25", que geralmente estdo
aumentadas em individuos infectados pelo virus, podem suprimir as células Th17, reduzindo
suas frequéncias (FARD et al., 2016; LEAL et al., 2013).

Recentemente, um estudo mostrou que a producao de IL-17 em individuos HTLV-1*
co-infectados com Mycobacterium tuberculosis foi menor em relacdo a individuos que sé
apresentavam tuberculose, apds estimulo com PPD (Proteina Purificada Derivada do M.
tuberculosis). Diferentemente, individuos saudaveis estimulados com a mesma proteina ou com
PHA produziram niveis mais elevados da citocina, sugerindo que a infeccdo pelo HTLV-1
interfere na resposta Thl7 (CARVALHO et al.,, 2018). Entretanto, alguns estudos ja
encontraram alta expressdo de IL-17 em infectados pelo HTLV-1 que apresentavam
periodontite e bexiga hiperativa, demonstrando que a infec¢édo pelo virus pode levar ao aumento
dos niveis dessa citocina (GARLET et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

As células Th17 também sdo capazes de produzir outras citocinas, como anteriormente
citado. Segundo Yamano et al. (2009), células T CD4* CD25" CCR4" em individuos com
mielopatia associada ao HTLV-1 apresentam maiores niveis de IFN-y em relagdo a individuos
saudaveis, enquanto os niveis de IL-17 estdo diminuidos. Enquanto o estudo anterior analisa as
citocinas de maneira isolada, pesquisas vem sendo realizadas apresentando células que co-
expressam citocinas, como IL-17 e I1L-22 (Células Th17 IL-22%) ou IFN-y e IL-17 (Células
Th17/Thl).

Apesar de nao termos encontrado associacdes entre as frequéncias das subpopulacfes
Th17 IL-22* ou Th17/Thl entre HAM/TSP e assintomaticos ndo-HAM, a literatura tem
apresentado a influéncia dessas subpopula¢des em doencas inflamatérias e com caracteristicas
semelhantes a mielopatia associada ao HTLV-1. O estudo de Zhong e colaboradores (2017),
por exemplo, nos apresenta frequéncias elevadas de células Thl7 produtoras de IL-22 em

individuos com artrite reumatoide.
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Quando estratificamos o grupo assintomatico ndo-HAM, interessantemente verificamos
que individuos com lombalgia possuem significantemente mais células Th17 produtoras de IL-
22 do que os assintomaticos 2 (sem nenhuma manifestacéo clinica) e os HAM/TSP. Estudos
envolvendo patologias do disco intervertebral, caracterizadas por também causar dor lombar,
apresentam concentracdo de células Th17 e IL-17 elevada, bem como de IL-23, cuja sinalizago
esta relacionada a 1L-22 (JIANG et al., 2016; ZHANG et al., 2014). Até entdo, ndo existem
estudos que abordem especificamente células Th17 IL-22* nessas patologias.

Nosso resultado sugere que as células Th17/22 possuem acdo local, através das citocinas
IL-17 e IL-22 que podem atuar sinergicamente na infeccdo pelo HTLV-1. Dessa maneira,
individualmente, essas citocinas ndo possuem papel no desfecho HAM/TSP, quando a doenca
ja esté instalada, ou em individuos que permanecem assintomaticos. Porém, a nivel lombar, por
exemplo, essas células e os mediadores produzidos por elas parecem causar inflamacéo local.

Ainda assim, para outras infec¢fes virais, como a do enterovirus 71, causador da doenca
mao-pé-boca em criancas, niveis elevados de Th17 IL-22" j& foram descritos (CUl et al., 2017).
A contraponto, enquanto a IL-17 é capaz de causar uma resposta inflamatoria tecidual em
doencgas autoimunes, a IL-22 ja foi associada a protecdo e regeneracdo (EYERICH et al., 2010).

Do mesmo modo, segundo Bazzazi e colaboradores (2018), as frequéncias de células
Th17/Th1 s&o maiores em novos casos de artrite reumatoide, em relacdo ao grupo controle, mas
ndo em individuos com artrite estabelecida. Algumas pesquisas nessa doenca indicam que 0
IFN-y pode inibir a diferenciagdo das células Th17 e, durante o processo de instalacdo da
patologia, as células Th17 gradualmente se convertem em Thl (KIRKHAM et al., 2006).

Em pacientes que falharam em estabelecer uma resposta Thl ou atividade citotoxica
eficiente, por exemplo, o dano tecidual na mielopatia associada ao HTLV-1 pode estar
relacionado a producdo local de IFN-y por células que tiveram seu fendtipo alterado para
Th17/Thl (SARKIS et al., 2013).

Em nosso estudo, as frequéncias das células Th22 ndo diferiram entre os grupos, o que
sugere que essa subpopulacdo ndo estd envolvida nos desfechos clinicos relacionados ao
HTLV-1. Segundo Wolk et al. (2004), a IL-22 atua como mediador de células T que
potencializa a imunidade inata e inespecifica dos tecidos, ndo possuindo papel na comunicacéo
entre as células do sistema imune. Ademais, a IL-22, assim como a IL-17, aumenta a protecdo
contra patdégenos microbioldgicos em modelos experimentais, bem como contra infec¢oes

como Leishmania donovani em humanos. Em estudos com HTLV-1, j& se observou que niveis
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de mRNA de IL-22 estdo elevados em individuos HAM/TSP (PITTA et al., 2009; SARKIS et
al., 2013).

Alguns trabalhos, porém, relatam aumento na frequéncia de células Th22 circulantes em
doencas como linfoma nao-Hodgkin de células B, artrite reumatoide e leucemia linfoide aguda
de células T, além de niveis elevados de IL-22 terem sido relatados na doenca de Behget, que
jafoiassociadaao HTLV-1 (LU et al., 2016; SUGITA et al., 2013; TIAN et al., 2013; ZHONG
et al., 2017). Em individuos infectados pelo HIV, a IL-22 foi associada a resisténcia contra a
infeccdo pelo HIV em um estudo envolvendo individuos que ndo soroconverteram apesar de
contato com o virus em diferentes momentos (GORENEC et al., 2016; THIBODEAU et al.,
2017).

Aresposta Thl, por sua vez, ja € bem descrita e esta associada a promocao da inflamacéo
nos individuos HAM/TSP, nos quais predominam citocinas de perfil Thl, como IFN-y e TNF-
a, em contraste com a redugdo de citocinas Th2, como IL-4 e IL-10 (AHUJA et al., 2007;
MORGAN, 2011; YAMANO et al., 2009).

Atualmente se sabe que células Thl produzem outras citocinas, como IL-22, sendo uma
das principais fontes dela, e frequéncias elevadas dessa subpopulacdo ja foram relatadas em
individuos com artrite reumatoide (ZHONG et al., 2017). Entretanto, em nosso estudo nédo
conseguimos verificar diferencas entre as frequéncias de células T CD4" IFN-y* IL-17" I1L-22",
apesar de parecer que a IL-22 tenha propriedade sinérgica junto a IL-17, principalmente quando
encontramos correlacdo entre as células Thl IL-22" e Th17/Thl no grupo HAM/TSP e entre
Th17 total e Th22 no grupo assintomatico. Isso demonstra que essas citocinas estdo presentes
juntas, produzidas por subtipos celulares diferentes, nos grupos sintomaticos e assintomaticos.

Assim, no grupo HAM/TSP, embora o IFN-y* continue sendo produzido, levando a
inflamac&o, o fenotipo destas células pode mudar, fazendo com que elas passem a produzir IL-
17, que é pro-inflamatoria, e 1L-22, que pode possuir fun¢@es pro ou anti-inflamatérias, juntas.
Portanto, o desbalancgo entre esses mediadores pode levar a diferentes desfechos.

Em nosso estudo, apesar de nao encontrarmos diferencas nas frequéncias de células Thl
entre os grupos estudados, ressaltamos a boa caracterizagdo fenotipica realizada, uma vez que
a maioria dos estudos que relatam resposta Thl aumentada no grupo HAM/TSP apenas
classifica essa populacdo com base apenas no fenétipo CD4* IFN-y*, utilizando apenas dois
marcadores. Ainda assim, o IFN-y é uma citocina tradicionalmente associada a resposta Thl e
funcdes pro-inflamatdrias, além de possuir propriedades paradoxais que fazem com que atue

como reguladora da resposta imune. Inclusive, células T regulatérias produtoras de IFN-y*
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possuem func¢do imunomoduladora na prevencdo de doencas como enxerto X hospedeiro
(KOENECKE et al., 2012; ZHANG, 2007).

Enquanto isso, a auséncia de associacao entre as populacdes de células Tcl (CD8" IFN-
v") entre o grupo HAM/TSP e assintomatico pode ser explicada pelo fato do IFN-y produzido
pelas células T CD8 atuar diretamente na diferenciacdo de células T CD4" de perfil Thl, que
produzirdo mais IFN-y, desempenhando importante funcdo na eliminacdo dos virus (DAS;
SHERIDAN; JANEWAY, 2001). Logo, as células T CD8" IFN-y* poderiam estar ajudando a
controlar a infecgdo pelo HTLV-1.

Quando avaliamos a expressdo de PD-1 ou sua co-expressdo com IFN-y nas células T
CD8, encontramos diferencas estatisticas apenas quando o grupo assintomatico foi
estratificado, no qual os individuos com lombalgia apresentaram maiores frequéncias de células
T CD8" PD-1" IFN-y* em relacdo aos individuos HAM/TSP. O estudo de Ndhlovu et al. (2011),
que entre seus marcadores possuia PD-1, também né&o encontrou diferenca na expressdo de PD-
1 nas células T CD8" de individuos HAM/TSP, assintomaticos e controles.

No entanto, o padrdo de expressao de PD-1 é mais elevado em individuos infectados
pelo HTLV-1, bem como em células T especificas para CMV e EBV em portadores
assintomaticos, comparado com individuos saudaveis (KOZAKO et al., 2009). Segundo
Ndhlovu e colaboradores (2011), a associacdo entre as frequéncias de PD-1 e Tim-3, outro
marcador de exaustdo, com a secre¢do de IFN-y em resposta a Tax ou outros epitopos apresenta
correlagdes diferentes. Segundo esses pesquisadores, PD-1 indica ativacdo precoce de celulas
T, enquanto Tim-3 aparece mais tardiamente durante o comprometimento. Petrovas et al.
(2006), por sua vez demonstraram que células T que expressam PD-1 possuem capacidade de
secretar citocinas, respondendo a antigenos virais, apesar da expressao de PD-1 ndo ter efeito
na producéo dessas.

Muitos estudos avaliam as funcGes de diferentes subtipos celulares em diversas
patologias. No entanto, recentemente, alguns trabalhos apresentam as frequéncias dessas
subpopulacdes celulares em relagdo a género, medicacdo entre outros. O estudo das diferencas
nas frequéncias celulares entre os géneros é importante por elucidar a natureza género-dirigida
de diversas doengas, incluindo as autoimunes, e auxiliar no desenvolvimento de tratamentos
direcionados de acordo com a pessoa (DINESH; HAHN; SINGH, 2010).

Em esclerose multipla e espondilite anquilosante, como exemplo, ja se observou que
niveis de IL-17 e/ou frequéncias das células Th17 apresentam-se aumentadas em individuos do
género masculino (GHAFFARI et al., 2017; GRACEY et al., 2016). Essas pesquisas
corroboram com nosso estudo, no qual foi observado que homens infectados pelo HTLV-1
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possuem frequéncias significantemente mais elevadas das trés subpopulagdes de células Th17,
em relacdo as mulheres.

A diferenca encontrada nas frequéncias celulares de Th17 entre os géneros pode ser
relacionada ao efeito dos hormonios sexuais. Inclusive, em modelos experimentais de doencas
inflamatorias, se tem indicios que a frequéncia dos linfocitos Th17 elevada em machos se deve
a efeitos inibitdrios do estrogeno na diferenciacdo desse subtipo celular (LI; YUE; XIONG,
2013). Porém, em outros estudos com murinos, fémeas com infec¢do na bexiga expressaram
maiores niveis de IL-17 (SCHARFF et al., 2018).

Poucos sdo os estudos que abordam a participacdo do género na resposta imunoldgica
das patologias. Nossos achados incluem que as frequéncias das células Th22 néo diferiram entre
0s géneros de individuos infectados pelo HTLV-1, ratificando estudos em outras doengas, como
linfoma ndo-Hodgkin de células B (LU, et al., 2016; R@ et al., 2017).

Nossas analises mostraram que, no grupo assintomatico, a frequéncia de células T CD8
PD-1" ou PD-1" IFN-y" esteve significativamente aumentada no género masculino. Entretanto,
a expressdo de PD-1 pode sofrer acdo do estrogeno. Em uma pesquisa envolvendo murinos
ERKO, knockout para o receptor de estrogeno alfa (Esrl), apresentaram diminui¢cdo na
expressao de PD-1, porém, em células FoxP3" (POLANCZYK et al., 2007). Outro estudo sobre
0 tema, no entanto, ndo encontrou relacdo entre a expressdo de PD-1 com carcinoma
hepatocelular associado ao HBV (ZENG et al., 2011).

Ao avaliar os niveis de citocinas plasmaticas, fomos surpreendidos por néo
encontrarmos diferencas entre os niveis de IFN-y e TNF-o produzidos pelos individuos
sintomaticos e assintomaticos ndo-HAM, pois em trabalhos anteriores do nosso grupo, essas
citocinas apresentaram niveis, embora séricos, elevados nos individuos HAM/TSP (NECO et
al., 2017a, 2017b).

Entretanto, outros trabalhos também relataram ndo encontrar diferencas nos niveis
plasméticos de diversas citocinas que estudamos, como IFN-y e IL-2 (VALLINOTO et al.,
2015; STARLING et al., 2013). Assim como Rosa e colaboradores (2018) que, embora nao
tenham encontrado diferenca nos niveis plasmaticos de todas as citocinas estudadas em nosso
estudo, conseguiram detectar niveis elevados de IFN-y e TNF-a no CSF.

A interacdo virus-hospedeiro também figura como um dos fatores que provocam
mudancas na resposta imunolégica, levando a patogénese da mielopatia, como aumento da
producéo de citocinas pro-inflamatérias e proliferacdo espontanea de células T CD4" (FUZZI
etal., 2014).
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Apesar da auséncia de associagdo entre os niveis de citocinas plasméticas circulantes
nos grupos HAM/TSP e assintomatico, encontramos correlacBes interessantes. No grupo
HAM/TSP, IL-2 apresentou moderadas correlagdes positivas e negativas com IFN-y e TNF-a,
respectivamente. O processo inflamatorio crénico visto nesses individuos, segundo alguns
estudos, é mantido pela resposta de células T CD4", através da constante resposta inflamatdria
pela excessiva producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2 (HANON et al., 2001; MUNIZ et al., 2006).

Nesse interim, citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-10 est&o reduzidas em individuos
HTLV-1" e, inclusive, € por esse motivo que pessoas coinfectadas pelo HTLV-1 e
Strongyloides stercolaris sdo susceptiveis a formas mais graves de estrongiloidiase (AHUJA et
al., 2007; MORGAN et al., 2011; PORTO et al., 2002; YAMANO et al., 2009). Além disso, a
IL-10, que possui fungbes imunomodulatorias na infeccao pelo virus, pode atuar como fator de
diferenciacéo para células T citotoxicas HTLV-1-especificas (SHIRDEL et al., 2013).

Os niveis de IL-6 na nossa amostra, sO diferiram quando o grupo HAM/TSP foi
comparado com individuos controle. Apesar disso, varias pesquisas demonstraram a elevada
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-6 no sangue periférico de individuos com a mielopatia, quando
comparados ao grupo assintomatico. A IL-6 é considerada uma das principais citocinas
indicadoras de grau de leséo tecidual. Ademais, apds administracdo de uma vacina anti-HTLV-
1 baseada em células dendriticas para tratar camundongos infectados, foi observado aumento
nos niveis de IL-6 séricos nos individuos da amostra (GADELHA et al., 2008; LAIRMORE;
HAINES; ANUPAN, 2012).

As frequéncias relativamente maiores de IL-6 no grupo HAM/TSP e assintomaticos
ndo-HAM, em relacdo aos controles, pode explicar a correlagdo encontrada entre as células
Th17 total e Th22, ja que essas subpopulacdes tém a IL-6 como participante no processo de
diferenciacdo. Além disso, a correlacdo encontrada entre I1L-6 e 1L-10 nos individuos com
mielopatia e assintomatico, esse fato pode representar o esforco do sistema imunolégico em
restaurar a homeostase do organismo (GADELHA et al., 2008; LAIRMORE; HAINES;
ANUPAN, 2012; MORGAN, 2011; SAGAR et al., 2014; SAPAN et al., 2016).

O fato de ndo termos detectado niveis plasmaticos de IL-17 em nosso estudo pode se
dar ao fato dessa citocina ser liberada apenas em pequenas quantidades, atingindo seu pico mais
de 96 horas depois, e atuando apenas localmente, o que dificultaria sua deteccdo em
determinadas amostras, como o plasma. Porém, a detec¢do dessa citocina por citometria de
fluxo, amplamente discutida anteriormente, evidencia a importancia do seu estudo em doengas

inflamatorias como as causadas pelo HTLV-1.
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A presenca da correlagdo do IFN-y com IL-6, IL-2, IL-10 e TNF-a no grupo
assintomatico pode evidenciar a desregulacdo do sistema imunolégico, uma vez que o IFN-y
apresenta atividade antiviral e imunomoduladora capaz de inibir a proliferacdo de células
secretoras de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Um estudo com outro retrovirus, o HIV,
apresentou correlagdes entre TNF-a e outras citocinas como IL-4 e 1L-10, assim como nosso
estudo (MEIRA et al., 2004; VARELLA; FORTE, 2001).

Além das citocinas avaliadas, niveis de quimiocinas como CXCLS8 (IL-8), CXCL9 e
CXCL10 tem se apresentado elevados no sangue e/ou CSF de pacientes com doencas
neurolégicas como HAM/TSP ou esclerose multipla (CHAVES et al., 2016; GUERREIRO et
al., 2006; NARIKAWA et al., 2005; NECO et al., 2017a ; SATO et al., 2013; TANAKA et al.,
2008; TATTERMUSCH et al., 2012;). A importancia desses marcadores na infeccao pelo
HTLV-1 é tamanha que, em nosso estudo, foram fortemente correlacionados nos grupos
HAM/TSP e assintomaéticos, corroborando com o estudo de Sato e colaboradores (2013), que
o0s considera candidatos viaveis para o progndéstico da mielopatia.

Parte da importancia das quimiocinas no estudo da infeccdo pelo virus esta no fato de
que células T CD4" IFN-y* infectadas pelo HTLV-1 induzem a producdo de CXCL10 pelos
astrocitos e encontram-se associadas no CSF com a progressdo da doenca e a carga proviral
(ANDO et al., 2013; CHAVES et al., 2016; SATO et al., 2013; YAMANO et al., 2017).

Outra quimiocina que parece ter importancia na imunopatogénese das doencas
associadas ao virus € a CXCL8, também conhecida como IL-8. Estudos apontam que essa
quimiocina € constantemente expressa em células infectadas pelo HTLV-1 e possui a
capacidade de ativar neutréfilos e fazé-los migrar para locais de infecgdo (RUA et al., 2015).

O estudo de Romanelli et al. (2018) detectou niveis plasmaticos similares de CXCL8
(IL-8) em HAM/TSP e assintomaticos, mas encontrou diferenca em seus niveis no CSF. Em
nosso trabalho, essa diferenca sé foi detectada quando comparamos HAM/TSP com individuos
saudaveis, apesar dos assintoméaticos ndao-HAM demonstrarem leve aumento de IL-8 em
relacdo aos individuos saudaveis. Além disso, essa citocina apresentou correlacdo moderada
com CXCL10, CXCL9 e CCL2 no grupo assintomatico.

Apesar dos niveis de CCL2 e CCL5 terem sido similares entre 0s grupos que estudamos,
pesquisas anteriores apresentam resultados controversos dessas quimiocinas. Enguanto
Montanheiro e colaboradores (2007) relataram concentracbes aumentadas de CCL5 em
HAM/TSP, Silva-Mata et al. (2017) encontraram niveis elevados em CCL2 e CCL5 no grupo
soronegativo para HTLV-1.
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Embora ndo tenhamos encontrado diferengas significativas entre idade e género com o
desenvolvimento de HAM/TSP na populacgéo estudada, se sabe que um dos determinantes para
o desenvolvimento da HAM/TSP é a idade, estando a doenca presente em individuos acima de
50 ou 60 anos, geralmente acometendo individuos entre as 42 e 52 décadas de vida. Um estudo
anterior do nosso grupo, com maior nimero amostral, conseguiu encontrar resultados similares
para idade (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; NECO et al., 2017a; SHOIEBI et al., 2013).

Da mesma maneira, a HAM/TSP apresentou-se mais frequente no género feminino em
um dos estudos de polimorfismo mais recentes do grupo (dados ndo publicados), condizendo
com outros trabalhos que evidenciam a frequéncia mais elevada da doenga em mulheres em
uma proporcdo de 2,5 a 3:1, em relacdo aos homens (DOURADO et al., 2003; ESHIMA et al.,
2009; YAMANO et al., 2012).
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8 CONCLUSOES

b)

f)

9)

Abaixo, apresentamos nossas principais conclusoes:

As células Th17 total, Th17/Th22 e Th17/Th1 ndo estdo associadas ao desenvolvimento de
HAM/TSP. Porém, individuos infectados pelo HTLV-1 e que apresentam lombalgia
possuem maiores frequéncias de células Th17 IL-22" em relacdo a pacientes HAM/TSP e
assintomaticos;

As células Th17, apds mudar seu fenétipo para Th17/22, passam a produzir IL-17 e IL-22
em quantidades suficientes para causar inflamacdo a nivel local (lombalgia), mas nao
quando a HAM/TSP ja esté instalada;

As células Th22 sozinhas parecem ndo desempenhar funcdo importante na sintomatologia
pelo HTLV-1, mas sua principal citocina, IL-22, que também é produzida por células Thi,
pode ter papel na modulacéo da resposta imune, junto a outras citocinas, como IL-17;
Células T CD8" produzem a maior parte do IFN-y nos individuos infectados;

As frequéncias similares encontradas entre as subpopula¢Ges Th17 e Th22 podem indicar
que os individuos HAM/TSP estabilizaram, enquanto os assintomaticos ndo-HAM podem
estar cronificando;

As subpopulacdes de células Th17 estdo aumentadas em homens infectados pelo HTLV-1,
0 que evidencia haver algum papel do estrogeno sobre a diferenciacdo dessa subpopulacao
de células T nas mulheres;

CXCL9 e CXCL10 séo bons candidatos a biomarcadores de progressao para HAM/TSP.
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APENDICE A - QUESTIONARIO CLINICO

Nimero Amostra Data da coleta Coletador Recoleta?( )
I- Contato e Identificacio
1-Nome:

2 Sexo: ( )M ( )F  3-Corda Pele (auto classificacdo)

4-Data de nascimento __ /7 S-Idade:

6-Endereco: n”
Bairro: Cidade: UF:___

5-Registro HUOC Prontuario n%: Escolaridade -

6-Telefone fixo e/ou celular: Email:

Primeira consulta: Ano diagndstico: Idade ao diagnéstice:

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

IT - Dados do paciente
9 - Exames sorclogicos:

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

WB: SIM () NAO () NI() [POS() NEG() OBS: 1) 2() Imd()NP()

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. Hemope)/ 3- fazer observacio caso esteja no
aguardo do exame

10 — Parasitololégico de Fezes: ()+ () - (colocar as datas)
Parasitoses:

Sumirio de Urina:

11 - Outros exames importantes (principalmente alteracdes)

Obs: colocar a data de realizacio dos exames ou da consulta na qual foi apresentado

12-Presenca de Manifestacio Clinicas: { )SIM ( )T\_:;"a(} N B B
HAM/TSP: { )5IM ( )NAO DERMATITE: ( )SIM ( )NAOQ  UVEITE:( )SIM ( )NAO  URO: ( )SIM ( )NAO
Obs: colocar a especialidade gue deun o diagnostico. Critério diagnostico/escala:

Oligossintomatico? () SIM  ( )NAO ( ) Impoténcia ( ) Constipacdo

Manifestacdes Neurologicas:

Manifestacdes Urologicas:

Qutras manifestacoes clinicas:

Doador: ( )SIM (]N:i{))’ Onde? Encaminhado de:

Co-infecgio/Outras doencas :

Via de infecciio: () Vertical () Parenteral () Sexmal () NI Obs:

Infeccio na familia: ( )SIM ( )X:-!.O Quem?

11-Ouiras observacoes/ Tratamento




APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: Avaliacio da influéncia de fatores biolégicos relacionados i resposta imune no
desfecho clinico da infecedio pelo virus linfotrépico de células T humanas (HTLV-1/2).

Eu, . apos ter recebido os esclarecimentos e ciente dos
meus direitos, concordo em participar como voluntario 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
Biolégicas / Universidade de Pernambuco. Também autorizo a divulgacio e a publicagio de toda informagio
por mim transmitida em publica¢des e eventos de cariter 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 infecgio por HTLV e sua influéncia na progressio para um quadro
sintomatico ¢ desenvolvimento de doencas de carater inflamatério. Assim espera-se entender melhor o rumo
da infecciio 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 serfio processadas e armazenadas,
para que possam ser submetidas ds diversas técnicas, entre elas PCR em tempo real, citometria de fluxo e
ELISA, que permitirio atingir o objetive pretendido. As informagdes sdcio-demogrificas e clinicas serdo
compiladas através da aplicagio de um questionario e por meio da coleta de dados do seu prontudrio. Os
pacientes que preencherem os critérios de doenga poderio ser contatados e convidados a participar de uma
segunda etapa, onde haverd uma nova coleta de sangue; os mesmos estardo livres para rejeitar nova participagio,
sem nenhum constrangimento.

l. Obtive todas as informacdes necessdrias para poder conscientemente decidir sobre a minha
participacdo na referida pesquisa;

2. Estou livre para interromper a qualquer momento minha participagiio 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 seriio
utilizados apenas para alcangar os objetivos do trabalho, expostos acima, incluidos sua publicagdo na
literatura cientifica especializada.

4. Duavidas ou outras informacdes posteriores poderio ser obtidas com a equipe da pesquisa nos
telefones (31=81)ﬁ ou ainda no (81— (ambulatério DIP- HUOC), no
enderego R. Arndbio Marques, 310, Santo Amaro, Recife/PE.

5. Poderei contatar o Comité de Etica do HUOC para apresentar recursos ou reclamagdes em relagio 4
pesquisa ou ensaio clinico, o qual tomara as medidas cabiveis. O mesmo esta localizado no campus
na Rua Arndbio Marques, 310, Santo Amaro, Recife-PE, CEP: 50100-300 - Telefone 81
e-mail: cep _huoc.procaprocape(@yahoo.com.br

Recife, de de20 .

RG.:

Voluntario

Pesquisador
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA HUOC/PROCAPE

COMPLEXO HOSPITALAR Plataforma
HUOC/PROCAPE asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos fatores biolégicos 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 ndo necessita de analise
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

Apresentagido do Projeto:

A imunopatologia do HTLV nédo tem sido completamente elucidada, sabe-se que diversos mecanismos
contribuem na patogénese, entre eles a carga pro-viral, alteracdes nas populacdes de células T e acéo 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 as moléculas do sistema imune, bem como dosar tais moléculas, relacionando estes fatores
bioldgicos no sangue periférnico com o desfecho clinico dos pacientes portadores de HTLY.

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 inflamatérias e os pacientes assintomaticos

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Adequados
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COMPLEXO HOSPITALAR Plataforma

HUOC/PROCAPE asil

Continuago do Parecer- 416.875

Comentéarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

infeccéo pelo HTLV.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Termos de apresentacao obrigatérios adeguados

Recomendagdes:
sem recomendacéo

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes:
projeto aprovado

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

N&o

Considerag¢des Finais a critério do CEP:
projeto aprovado

RECIFE, 07 de Outubro de 2013

Assinador por:

RAQUEL ROFFE
(Coordenador)
Enderego:  Rua Amdbio 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

Pagina 02 de 02
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO

AGGEU MAGALHAES

R
CEP

Comit¢ de Ftica
em Pesquisa

Titulo -do Projeto: "Estudos fenotipicos e funcionais das diferentes

subpopulagdes de linfocitos T na infecgdo pelos retrovirus humanos HIV-1 e
HTLV-1" l

Pesquisador responsével; Leila Rodrigues de Mendonga Vieira

Instituigao onde sera realizado o.projeto: CPqAMiFiocruz

Data de apresentagao ao CEP: 29/10/2015

Registro no CAAE: 50563115.9.0000.5190

Numero do Parecer PlatBr: 1.508.891 °

PARECER

. O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questdo estado condizeples com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo cém o] Cédigo de Etica,
Resolugao CNS 466/12, e complementares. ‘

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua altima formatagao
apresentada ao CEP i
Em caso de necessidade de renovagao. do Parecer, encaminhar relatério

e atualizagao do projeto.

Recife, 13 de maio de 2016.

te //L OUJMWA

Coordeﬁ/dora do CEP/CPqAM/FIOCRUZ-PE

Janaina Campos de Miranda
W-““
Cosrtenadons
Mat. SUPE AT7
CEP | CPoAM | FIOCRUZ

Campus ca UFPE - Ae. Moraes Rego. sin

CFP 80 AT 470 Fone 181) 2101 2639 (‘: nﬂ....f

Recife

lan. (815 3253.1911 | 2201.2639 S
PE  Brasl AGGEU FIOCRUZ
Ny Biews A8 el

coMredeL Al cNaEm, Locuz.br

MACALIATS



