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RESUMO

ESTUDO DA INTEGRACAO GENOMICA DO HTLV-I E DA CLONALIDADE DAS
CELULAS LEUCEMICAS NA LEUCEMIA/ LINFOMA DE CELULAS T DO ADULTO
(ATL) NA BAHIA. Aline Clara da Silva. A leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL)
constitui uma forma grave de leucemia/ linfoma que ocorre, em geral, na vida adulta e ¢
causada pelo virus linfotropico de células T humanas (HTLV-I). O HTLV-I esta presente em
cerca de 1,8% da populagdo da cidade de Salvador, Bahia, Brasil. No entanto, apenas cerca de
5% dos infectados desenvolvem ATL. O HTLV-I ¢ um retrovirus que integra o seu DNA
proviral no DNA gendmico da célula hospedeira (principalmente células T CD4+) num local
que presume-se randomico e, acredita-se que, para o desenvolvimento da ATL, ¢ necessario
ocorrer a expansdo clonal das células infectadas. Assim, a deteccdo da integragdo proviral e
da clonalidade da células leucémicas sao de fundamental importancia para o diagnostico da
ATL e definicao do tratamento. O presente trabalho buscou identificar os locais de integragao
do DNA proviral do HTLV-I no DNA da célula hospedeira ¢ o tipo de expansdo clonal
observada em amostras de PBMC e células de tecido de lesdes de pacientes com diagndstico
clinico-patologico de ATL do estado da Bahia. A determinagdo do sitio de integragao do
DNA proviral na célula hospedeira foi feita, em 24 pacientes, através das técnicas de IPCR e
ILPCR. Estas técnicas permitiram identificar o sitio de integracdo proviral em pacientes de
ATL de diferentes formas clinicas e observou-se que a integracdo do provirus nao ocorreu de
forma preferencial em nenhum cromossomo. Em apenas trés pacientes houve interrupgao de
seqiiéncias codificantes e na maioria dos demais pacientes analisados, o provirus integrou-se
em regides proximas aos centromeros, conhecidas como regides repetitivas alféides. O padrao
de clonalidade das células leucémicas foi determinado, em 36 pacientes, através da analise por
PCR do rearranjo dos genes que codificam para a cadeia y do TCR. Observou-se assim um
padrdo monoclonal das células T para todos os pacientes com forma clinica aguda. Nas outras
formas clinicas, uma pequena percentagem de pacientes apresentou padrdo misto ou
policlonal. Os resultados obtidos demonstraram que as técnicas utilizadas permitiram
determinar o sitio de integragdo e o padrao de clonalidade das células infectadas pelo HTLV-I
em pacientes de ATL e podem ser aplicadas para diagnoéstico e acompanhamento dos
pacientes de ATL da Bahia.

Palavras-chave: 1. ATL. 2. Expansao clonal. 3. Integracdo proviral.



ABSTRACT

STUDY OF HTLV-I PROVIRAL INTEGRATION AND T CELL CLONALITY IN ADULT
T-CELL LEUKEMIA/LYMPHOMA (ATL) IN BAHIA. Aline Clara da Silva. Adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATL) is a severe neoplasm that usually occurs in adults, and that is
caused by human T-cell lymphotropic virus (HTLV-I) infection. In Salvador, Bahia, Brazil, a
HTLV-I seroprevalence rate of 1.8% was observed in healthy subjects. However, generally,
only 5% of infected individuals develop ATL. HTLV-I is a retrovirus that randomly integrates
its proviral DNA into the host genome (specially, T CD4+ cells), and clonal expansion of
infected cells is believed to result in the onset of ATL. Therefore, detection of monoclonal
provirus integration is important to ATL diagnosis and treatment definition. The aim of this
study was to investigate the HTLV-I proviral integration sites and T cell clonality in samples
of PBMC and cutaneous biopsies of patients with clinical and histopathologic diagnosis of
ATL from Bahia. Using inverse PCR (IPCR and ILPCR) we identified provirus integration
sites in PBMC and cutaneous biopsies of 24 patients in diverse clinical subtypes of ATL. No
chromosome bias was evident among different patients. In three patients occurred interruption
of transcriptional units and in most patients the provirus was integrated in alphoid regions
near centrosomes. T-cell clonality was assessed by detection of the rearranged TCR-y genes.
Monoclonal pattern was observed in acute patients. In the other clinical subtypes, small
number of patients showed oligoclonal and policlonal patterns. According to these results, we
showed that inverse PCR and TCR-y PCR are efficient for integration site determination and
infected cells clonality patterns in ATL patients and could be used in diagnosis and patient
follow up in Bahia.

Key-words: 1. ATL. 2: Clonal expansion. 3. Provirus integration.
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1. INTRODUCAO

1.1 0 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS TIPO I

O virus linfotrépico de células T humanas tipo I (HTLV-I) foi isolado, em 1980, de
células de linhagem derivadas de paciente com leucemia/linfoma de células T do adulto
(ATL) (Poiesz et al., 1980). Estima-se que existem cerca de 10 a 20 milhdes de pessoas
infectadas por este virus em todo o mundo. O HTLV-I ¢ endémico no sudoeste do Japao, nas
ilhas do Caribe, na Africa Central, na América Central, no sudeste dos Estados Unidos e na
América do Sul (revisado em Yasunaga e Matsuoka, 2007). No Brasil o nimero de infectados
por HTLV-I ¢ de aproximadamente 2,5 milhdes, o que torna o Brasil o pais com maior
numero absoluto de individuos positivos para HTLV-I (Carneiro-Proietti et al., 2002). Um
estudo realizado com amostras de bancos de sangue revelou que os estados brasileiros com
maior prevaléncia de infeccdo por HTLV-I sdo Bahia e Maranhdo. Estes estados possuem
maior populacdo afro-descendente, refor¢ando a hipotese de que, na regido Nordeste, o virus
tem origem africana e foi trazido durante o trafico de escravos que ocorreu na colonizagdo
portuguesa (Catalan-Soares et al., 2005). Essa hipdtese ¢ corroborada ainda por estudos
filogenéticos que demonstram que a linhagem do HTLV-I circulante em Salvador tem relagao
com a encontrada na regido sul da Africa (Mota et al., 2007). Na populacdo de Salvador, foi
detectada uma taxa de infec¢cdo pelo HTLV-1 de 1,8% (Dourado et al., 2003).

A transmissdo do HTLV-I ocorre predominantemente por trés vias: vertical,
principalmente por intermédio de amamentagao; horizontal, através de relacdo sexual com
transmissao mais expressiva do homem para a mulher; e parenteral, via transfusdo sanguinea
ou uso de perfuro-cortantes contaminados (Blatner e Gallo, 1994). Em Salvador, entre
gestantes, observou-se que a amamentagao ¢ a mais provavel forma de transmissdo do virus
seguida pela via sexual (Bittencourt ez al., 2001).

A triagem da infeccdo por HTLV-I ¢ feita, inicialmente, por detec¢do da presenga de
anticorpos contra o virus através do método de ELISA. A confirmagao ¢ feita pelo método de
Western blot, o qual permite a diferenciagdo entre os tipos I e I do HTLV. Em casos onde
ndo ¢ possivel confirmar a infeccao pela técnica de Western blot, podem ser empregadas
técnicas moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do DNA

proviral (Ministério da Saude, 2004).



1.2 DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-I

A infeccdo por HTLV-I estd associada ao desenvolvimento de patologias distintas
como dermatite infecciosa associada ao HTLV-I (DIH), paraparesia espdastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) e leucemia/linfoma de células T do
adulto (ATL). Porém, a maioria dos individuos infectados (cerca de 90%) permanece
assintomatica (Soares et al., 2000).

A DIH (LaGrenade ef al., 1990) ocorre em 0,4% das criangas infectadas que adquirem
o virus verticalmente. Apresenta-se como eczema agudo em criangas sem episddio anterior de
eczema infantil e as lesdes predominam no vestibulo nasal, couro cabeludo, ouvido externo,
pescoco, axilas e areas retroauriculares. Caracterizada por lesdes erit€émato-papulo-crostosas
associadas a secre¢do nasal e, por vezes, a lesdes papulosas disseminadas, a DIH ¢
frequentemente associada a infec¢des por Staphylococcus aureus e Streptococcus f-
hemolyticus (Bittencourt e Oliveira, 2005). Acredita-se que a DIH pode estar relacionada com
o surgimento de ATL, uma vez que 40% dos pacientes de ATL de Salvador, Bahia, tém uma
histéria de eczema severo na infancia (Bittencourt et al., 2007).

A HAM/TSP (Osame et al., 1990) ¢ uma doenga inflamatoéria cronica na qual ocorrem
lesdes no sistema nervoso central. O quadro clinico € caracterizado por fraqueza cronica e
progressiva dos membros inferiores, disturbios esfincterianos (promovendo dificuldades no
esvaziamento da bexiga, incontinéncia urindria, etc), sinais sensitivos objetivos discretos ou
ausentes e sindrome tetrapiramidal. O diagndéstico de HAM/TSP baseia-se na presenga de
sinais clinicos compativeis e de anticorpos anti-HTLV-I no soro e no liquido
cefalorraquidiano (Bittencourt et al., 2006; Carneiro-Proietti et al., 2002).

A ATL foi descrita em 1977 por Takatsuki ef al. e constitui uma forma grave de
leucemia/linfoma, que ocorre geralmente na vida adulta, ndo responde a quimioterapia, sendo
quase sempre, fatal. A ATL desenvolve-se em cerca de 5% dos individuos infectados, a qual
manifesta-se, em geral, apos um longo periodo de laténcia. Este periodo, no Japao, ¢ de 60
anos (revisado em Yasunaga e Matsuoka, 2007) enquanto que no Brasil a doenca manifesta-se
uma década antes (Pombo de Oliveira et al., 1995; Barbosa et al., 1999; Bittencourt et al.,
2007). Nao se sabe o que leva esse pequeno numero de individuos infectados por HTLV-I a
apresentar ATL. Multiplos fatores podem estar relacionados com o desenvolvimento de ATL,
associados ao virus e ao portador. Polimorfismos na regido promotora do TNF-a (Takatsuki
et al., 2001) e no promotor do gene Fas (Farre et al., 2008) tém sido relacionados na literatura

ao desenvolvimento da ATL. A associacdo de estudos filogenéticos do virus e da evolugdo



clinica dos portadores, assim como de outros estudos genéticos, incluindo aspectos
imunologicos, poderiam auxiliar na identificacdo de possiveis fatores de risco nesse
desenvolvimento. Classifica-se a ATL em quatro formas clinicas: aguda, linfoma, cronica e
indolente (Shimoyama, 1991). Individuos com a forma clinica aguda apresentam elevado
niamero de células leucémicas, freqiientes lesdes de pele, lesdes Osseas, lesdes viscerais
multiplas, hipercalcemia, infiltragdo pulmonar, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. A
forma linfomatosa ¢ indistinguivel de outros tipos de linfoma nao-Hodgkin nos aspectos
clinicos e histopatologicos e caracteriza-se por linfadenopatia, poucas células linfoides
atipicas circulantes no sangue periférico, envolvimento de cadeias ganglionarees superficiais
ou profundas e, as vezes, lesoes de pele. Essas duas formas clinicas sdo as mais agressivas e
com pior prognostico. Na forma cronica ocorre discreto aumento dos leucocitos podendo
existir ainda lesdes de pele, envolvimento visceral, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. A
forma indolente apresenta poucas células neoplasicas circulantes e lesdes de pele sem
hipercalcemia, linfadenopatia e envolvimento visceral (Ministério da Saude, 2004; revisado
em Yasunaga ¢ Matsuoka, 2007). Outra forma clinica grave foi descrita por Johno et al.
(1992), a forma tumoral primaria de pele, a qual tem sido observada entre os pacientes da
ATL da Bahia e ¢ caracterizada por lesdes tumorais na pele, auséncia de linfadenomegalia,
linfocitose, leucemia, hipercalcemia e envolvimento de d6rgaos internos (Bittencourt et al.,
2005). Mais um ponto desconhecido na ATL ¢ o que leva & ocorréncia de determinada forma
clinica e ndo de outra, ou seja, que fatores estdo relacionados com a manifestagdo da doenca
sob cada forma clinica. Os critérios para o diagnostico da ATL sdo: a presenca de células
malignas de origem linféide em sangue periférico ou linfonodo, alteragdes morfologicas
caracteristicas da doenca tais como c€lulas com nacleo multilobulado (células com nucleo em
flor), antigenos de superficie marcadores de malignidade (CD4+ e CD25+); presenca de
anticorpos para HTLV-I no soro e identificagdo de integragdo do DNA proviral do HTLV-I
em padrao monoclonal (Ministério da Saude, 2004); Takatsuki, 2005; Bitencourt et al., 2007).
O tratamento da ATL permanece insatisfatério e diversos protocolos foram descritos tais
como uso de anticorpos monoclonais, quimioterapia e transplante de células-tronco. Os
melhores resultados foram obtidos com ziduvidina (AZT) e interferon-alfa (Hermine et al.,
2002), uma vez que esta combinagdo inibe a integracdo do DNA viral e a proliferacao celular

(Macchi et al., 2003).



1.3 MECANISMOS ONCOLOGICOS ENVOLVIDOS NA ATL

O HTLV-I é um virus envelopado que possui no interior de seu capsideo duas copias
de RNA de fita simples, com polaridade positiva, associada a uma molécula de RNAt (RNA
transportador), que serve como iniciador para a sintese de DNA. Além disso, contém ainda as
enzimas transcriptase reversa, integrase e protease (Romanos et al., 2000). O genoma do
HTLV-I, com 9,03 kb, possui os genes gag, pol e env, os quais codificam proteinas
estruturais, flanqueados por duas seqiiéncias denominadas seqiiéncias terminais repetidas
(long terminal repeats - LTRs). Tais seqiiéncias contém os promotores virais € outros
elementos regulatorios. A extremidade 3°, conhecida como regido pX, codifica as proteinas
regulatorias tax, rex, HBZ, pl2, pl3, p30 e p2l, as quais estdo relacionadas com a
oncogenicidade viral e proliferagdo das células infectadas (revisado em Yasunaga e
Matsuoka, 2007).

O HTLV-I pode infectar diversos tipos celulares tais como linfocitos B, linfocitos T,
fibroblastos e monocitos (Koyanagi et al., 1993), possuindo um tropismo especial por células
T CD4+ (Yasunaga et al., 2001). Uma vez que este virus pode infectar essa variedade de tipos
celulares, seu receptor celular deve ser uma molécula amplamente expressa. A proteina
transportadora de glicose 1 (glucose transport 1 protein — GLUT-1) (Manel ef al., 2003) e a
proteoglicana heparina de superficie (surface heparin proteoglycan) (Takenouchi et al., 2007)
exercem a funcao de receptores celulares para o HTLV-I.

Apo6s a infeccdo inicial, especialmente de células T CD4+, o virus se propaga,
principalmente, célula a célula. Nesse tipo de transmissdo, o contato entre uma célula
infectada com outra nio infectada leva a polarizacdo do centro de organiza¢do do microtubulo
(microtubule-organizing center — MTOC), formando uma “sinapse virologica” entre as
células envolvidas. Dessa forma, proteinas e genoma virais acumuladas na superficie de
contato sdo transmitidos para a célula-alvo (Bangham, 2003).

No interior da célula infectada, o RNA do HTLV-I ¢ transcrito em DNA de fita dupla
pela enzima viral transcriptase reversa. Durante a sintese do DNA viral as seqiiéncias das
extremidades do genoma do HTLV-I sdo duplicadas, formando a regido LTR e originando um
fragmento maior que o RNA original (Urnovitz e Murphy, 1996). Apos a sintese da fita dupla
de DNA, esta ¢ transportada para o ntcleo e inserida no DNA celular pela integrase viral, a

qual parece ser o principal determinante da sele¢do do sitio de integracao proviral (Derse et



al., 2007). A integracdo do provirus ¢ importante para a expressao eficiente dos genes virais e
para replicacao do virus (Romanos et al., 2000). Além disso, a inser¢ao do retrovirus pode
influenciar a transcri¢ao de genes distantes at¢ 300 kb (Lazo ef al., 1990).

Durante o processo de integracdo, o DNA viral transcrito reorganiza-se dando lugar ao
DNA proviral. Neste momento, o DNA viral perde dois pares de base de cada regido LTR do
seu genoma e uma pequena seqii€éncia do DNA gendmico que o flanqueia ¢ duplicada em seis
pares de bases (Derse ef al., 2007). A integragao do DNA proviral do HTLV-I no genoma da
célula hospedeira parece ser randdmica (Seiki et al., 1984). A maioria das regides do genoma
do hospedeiro permite integragdo proviral, porém, retrovirus de diferentes géneros possuem
alvos de integracao distintos. Por exemplo, o virus da imudeficiéncia adquirida (HIV-I) tem
preferéncia por genes ou unidades transcricionais (Schroder et al., 2002) enquanto o virus da
leucemia murina (MLV) integra-se, preferencialmente, perto de sitios de inicio de transcri¢cao
ou regides de ilhas CpG (Wu et al., 2003).

Uma vez integrado o DNA proviral, proteinas virais como Tax, inicialmente, e HBZ,
posteriormente, sdo expressas € induzem a proliferacao e inibi¢do da apoptose das células
infectadas através da interacdo com fatores celulares envolvidos nessas vias. O aumento do
nimero de células infectadas promovida por estes mecanismos esta relacionado com a
elevacao da carga viral (revisado em Matsuoka, 2005).

Estudos oriundos do Japao mostraram que células neoplasicas em pacientes com ATL
apresentam mutagdes em genes supressores de tumores e instabilidade genética. Assim, foi
postulado que o continuo estimulo da proliferagdo de linfocitos infectados CD4+ durante um
longo periodo de laténcia, poderia provocar, em alguns casos, o aparecimento € o acumulo de
alteracdes genéticas e epigenéticas no genoma humano levando a transformagao neoplésica da
célula hospedeira. Nos pacientes japoneses estudados, as células neoplasicas tém a mesma
origem clonal e possuem o DNA proviral do HTLV-I integrado no mesmo local do genoma
humano. Esta condi¢do ¢ considerada como integragdo monoclonal do HTLV-I (Kamihira et
al., 2005). Assim, expansdao clonal de células infectadas transformadas culminaria no

desenvolvimento da ATL (Figura 1).
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Figura 1: Esquema demonstrando os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da ATL, desde a
infeccdo até o surgimento da célula neoplasica. Fonte: Matsuoka, Retrovirology (2005).



1.3.1 Integracdo do DNA proviral e desenvolvimento da ATL

No inicio da infeccdo pelo HTLV-1 existem multiplas populacdes de células
infectadas cada uma contendo o DNA proviral integrado em um local diferente do genoma
(populacdo policlonal). No processo de desenvolvimento da ATL, uma destas populacdes
adquire vantagens proliferativas levando-a a proliferacio monoclonal exacerbada, que se
caracteriza por apresentar um unico local de integragdo do DNA proviral. Assim, desde o
inicio da infeccdo do HTLV-I até o desenvolvimento da ATL, a integracdo do DNA proviral
progride de um padrao policlonal para um padrao monoclonal.

Existem poucos dados na literatura sobre a relevancia das seqliéncias humanas
interrompidas na transformagao neoplésica da célula infectada e posterior desenvolvimento da
ATL. O local de integracao do provirus poderia estar relacionado com o desenvolvimento da
doenca se houvesse interrup¢do de regides relacionadas com a expressdao génica podendo
afetar proteinas importantes na regulacdo do ciclo celular e da apoptose. Estudos realizados
no Japao tém mostrado integracdo preferencial do provirus do HTLV-I em regides
codificantes: Hanai et al. (2004) clonaram 25 sitios de integracao de 23 pacientes de ATL e
encontraram 13 sitios (52%) dentro de genes; Doi et al. (2005) analisaram 56 locais de
integracao de portadores de HTLV-I e 59 sitios de pacientes de ATL e observaram que, em
portadores, as integracdes tendem a ocorrer, em sua maioria, em seqiiéncias alfoides
repetitivas enquanto que, na maioria dos pacientes estudados, as integragdes ocorreram
proximas a sitios de inicio de transcri¢do; Shera et al. (2005) observaram que os sitios de
integracao proviral isolados de linhagens celulares estavam adjacentes a regides ligadas a
matriz nuclear, o mesmo nao ocorrendo com células ndo neoplasicas infectadas.

A determinagao do padrao poli ou monoclonal de integragao do HTLV-I pode ser feita
através da técnica de Southern blot, que permite a visualizagdo de um padrdo de banda unica
(monoclonal) ou multiplas bandas (policlonal). No entanto, tal técnica ndo permite identificar

o local de integracao do provirus. O sitio de integragao proviral pode ser identificado pela



técnica de PCR invertida (IPCR) ou invertida e longa (ILPCR). Tais técnicas baseiam-se na
amplificacdo e seqlienciamento de parte da regido LTR viral e da seqliéncia de DNA

gendmico onde aconteceu a integracao (Etoh et al., 1997; Takemoto et al., 1994).

1.3.2 Clonalidade de linfécitos T na ATL

Apés a infeccdo, a expressdo de genes virais induz a proliferagcdo de maultiplas
populagdes de células T CD4+ infectadas. Esta proliferacao exacerbada pode levar a doencas
inflamatérias como DIH e HAM/TSP (LaGrenade et al., 1990). Nos portadores
assintomaticos também se detectam multiplas populagdes de linfocitos infectados,
configurando uma expansdo policlonal. No entanto, o aparecimento de expansao monoclonal
de uma destas populagdes de linfocitos T CD4+ infectados, em portadores assintomaticos, foi
diretamente associada ao desenvolvimento da ATL (Okayama et al., 2004). Assim, estudos
feitos no Japao mostraram que, na ATL, as células neopléasicas derivam de um unico clone
celular. No Brasil, um tnico trabalho foi publicado mostrando clonalidade de linfocitos T em
pacientes de ATL de Sao Paulo (Sales et al., 2005), mas nenhum estudo foi feito, até o
momento, com pacientes da Bahia. No trabalho citado, Sales et al. (2005), encontraram
expansdo monoclonal de células T infectadas em todos os pacientes de ATL analisados (nove
pacientes) e em quatro de dezessete portadores assintomaticos de HTLV-I.

A determinagdo do padrdo mono ou policlonal dos linfocitos ¢ fundamental para
diferenciacdo entre lesdes linfoproliferativas inflamatorias e linfomas, pois estudos
histologicos e imunofenotipicos podem, eventualmente, ser insuficientes para um diagnostico
conclusivo. A detec¢do de proliferagao clonal das células infectadas pode ainda indicar uma
fase pré-leucémica (Assaf et al., 2000). Na ATL o estudo do padrao de expansdo clonal ¢ de
grande importancia para detectar casos de pré-ATL nos portadores assintomaticos € em casos
de evolugao de DIH para ATL.

Diversos trabalhos tém demonstrado que o rearranjo dos genes que codificam para o
receptor de célula T (TCR) pode ser utilizado para diagnostico de monoclonalidade de
linfomas malignos, uma vez que a mais de 98% dos linfomas T contém um rearranjo unico
dos genes do TCR (Assaf et al., 2000; Diss et al., 1995; Sales et al., 2005; van Dongen et al.,

2003; Yamanaka et al., 1997). Tal rearranjo consiste na aproximacao dos segmentos V, D e J



das cadeias do TCR (cadeias a, B, v € 8) e confere a diversidade antigénica do TCR (Abbas e
Lichtman, 2000).

O processo de rearranjo génico do TCR acontece durante a fase inicial da
diferenciagdo linfocitaria. Durante o periodo de diferenciagdo dos linfocitos T, ocorre a
diferenciacdo dos genes que codificam para a cadeia & do TCR e, em seguida, dos genes da
cadeia v, resultando na expressao do TCR-yd. Posteriormente, pode haver o rearranjo dos
genes da cadeia B, delecdo da cadeia 6 e subseqiiente rearranjo génico da cadeia a, seguida
pela expressao do TCR-af (van Dongen et al., 2003).

Durante a proliferacdo normal das células T, os genes que codificam para o TCR sdo
rearranjados de forma policlonal, de maneira que cada clone de células possui um rearranjo
diferente. As células neoplésicas, por sua vez, possuem rearranjos monoclonais, ou seja, sua
proliferacdo ocorre a partir de um clone com o mesmo rearranjo dos genes que codificam para
o TCR (Assaf et al., 2000). Assim, o encontro de um rearranjo Unico dos genes que codificam
para o TCR, nas PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) e nas células de lesdes
de pele suspeitas de malignidade, poderia indicar evolugao para ATL e servir como marcador
de malignidade.

Para determinar o padrdo de clonalidade das células leucémicas, foi proposta,
inicialmente, a técnica de Southern blot através da analise do rearranjo dos genes da cadeia f3
do TCR, uma vez que a maioria das células T possui elevada expressao de TCR-B. Apesar
deste método ser capaz de detectar populagdes clonais de células T em diversos tipos de
linfoma, a baixa sensibilidade, o longo periodo de execu¢do, a grande quantidade de DNA e a
utilizacdo de sondas radioativas dificultaram sua utilizacdo como ferramenta de diagnostico
(Assaf et al., 2000). Assim, a técnica de PCR tem sido aplicada para este fim uma vez que
supre as limitagdes observadas na técnica de Southern blot (Sales et al., 2005).

A amplificacdo da cadeia oo do TCR ndo ¢ utilizada para determinacdo do padrdo
clonal das células leucémicas devido a sua complexidade. De forma semelhante, a andlise do
TCR-0 nao ¢ vidvel, pois este ¢ freqlientemente deletado nas células T maduras (Diss et al,
1995). A utilizagdo da técnica de PCR para andlise do rearranjo dos genes que codificam a
cadeia B do TCR ¢ considerada dificil devido a necessidade de primers para todos os
segmentos variaveis (65) e de juncdao (13). Em contrapartida, a analise do TCR-y ¢
considerada mais simples gragas a configuracao de seus genes e a grande homologia entre os
segmentos génicos das cadeias Vy e Jy (Kranz et al., 1985). Além disso, o rearranjo dos genes
da cadeia y do TCR ocorre tanto em precursores da linhagem de TCR-aff quanto de TCR-y9,

ou seja, independentemente da linhagem de células T (van Dongen ef al., 2003).



2. HIPOTESE

A integracdo do DNA proviral do HTLV-1 em regides relacionadas com a regulagdo
da proliferacao celular e da apoptose pode contribuir para a expansao monoclonal dos

linfocitos infectados.



3. OBJETIVOS

Estudar a integracdo do DNA proviral do HTLV-I no DNA da célula hospedeira e o

tipo de expansao clonal observada em pacientes com diagnostico clinico-patologico de ATL.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Investigar o tipo de integracdo do DNA proviral do HTLV-I nas PBMCs e nas lesoes
cutaneas pela técnica de ILPCR ou IPCR em pacientes com diagnostico clinico-

patologico de ATL.

» Seqiienciar e identificar o gene ou a regido intergénica onde o provirus esta inserido

no genoma da célula hospedeira;

» Estudar a clonalidade das células infectadas analisando o rearranjo dos genes que

codificam para o receptor TCR.

» Estudar a possivel correlagdo entre o lugar de integragdo proviral, a clonalidade das

células leucémicas e a evolucao clinica.



4. METODOLOGIA

4.1 PACIENTES

Foram analisados os DNAs extraidos de 36 pacientes (18 do sexo feminino e 18 do
sexo masculino) com diagnoéstico clinico-patologico de ATL. A idade média dos pacientes foi
44.2 anos (entre 13 e 76 anos) e, segundo a cor da pele, 50% dos pacientes eram negros € os
demais eram pardos. Em todos os pacientes extraiu-se DNA das PBMCs, cinco tiveram DNA
extraido tanto de PBMCs quanto de células de lesao linfomatosa de pele (diagnostico
anatomopatologico). Foram estudados dez pacientes com a forma clinica aguda, seis com a
forma linfomatosa, dois com a forma tumoral priméria de pele, quatro com cronica e 14 com
indolente.

Todos os pacientes concordaram em participar do projeto, assinando o termo de livre
consentimento informado (Anexo A) aprovado pelo comité de Etica do Hospital Universitario

Professor Edgar Santos (HUPES/UFBA).

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os pacientes doaram 20 mL de sangue periférico, apds consentimento livre e
informado. As amostras de sangue foram coletadas por puncao venosa através do sistema de
coleta a vacuo (Vacutainer Franklin Lakes-NJ-EUA) em tubos heparinizados.

As biopsias das lesdes de pele linfomatosas foram feitas com punch por
dermatologistas do Servigo de Dermatologia do Ambulatério Magalhdes Neto do

HUPES/UFBA.

4.3 SEPARACAO DAS PBMCs



Para separacdo das células mononucleares do sangue periférico utilizou-se 20 mL de
sangue heparinizado (10UI/mL) diluido 1:1 com solu¢do salina a 0,9%. Em seguida
adicionou-se Ficoll-Hypaque (Ficoll-Paque Plus-GE Healthcare) na proporcao 2:1 e
centrifugou-se a 1500 rpm por 40 minutos. O anel de células formado apos centrifugagdo foi
coletado e as células foram lavadas duas vezes com solu¢do salina a 0,9%, centrifugando-se a
1000 rpm por 10 minutos. Na ultima lavagem, as células foram contadas em camara de

Newbauer e separadas para extragdo de DNA.

4.4 EXTRACAO DE DNA A PARTIR DAS PBMCs

A extracdo de DNA gendmico das células mononucleares obtidas a partir do gradiente
de Ficoll-Hypaque foi feita utilizando-se um protocolo de tratamento com proteinase K e
extragcdo com fenol-cloroféormio-alcool isoamilico.

O pellet de células foi ressuspendido em 250 puL de solugdo Tris 10mM — EDTA
10mM - NaCl 0,15 M (TEN 10-10-0,15), 7,4 uL de SDS 20% e 10 pL de proteinase K 10 mg/
mL. Essa solu¢do foi incubada a 65°C por 2 horas. Em seguida adicionou-se 250 pL de Tris
10mM - EDTA 10mM - NaCl 0,65 M (TEN 10-10-0,65) e 250 uL. de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico. Agitou-se vigorosamente e centrifugou-se a 10.000 x g por 5 minutos. Apds
a centrifugacdo recuperou-se a fase aquosa e adicionou-se 1 mL de etanol absoluto para
precipitacdo do DNA. O tubo foi entdo homogeneizado e centrifugou-se 10.000 x g por 20
minutos. O pellet foi lavado em etanol 70% e ressuspendido em agua. As amostras de DNA

obtidas foram quantificadas por espectrofotometria (GeneQuant) e acondicionadas a -20°C.

4.5 EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE TECIDO

Para extragdo de DNA genomico dos tecidos de lesdes de pele dos pacientes de ATL,
utilizou-se o protocolo de tratamento com proteinase K e extracdo com fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico, como descrito acima. Durante o tratamento com proteinase K, no entanto,
foram necessarias maceragdoes do material e maior periodo de incubagdo até que o tecido fosse

completamente digerido.

4.6 PCR INVERTIDA LONGA (ILPCR)



Para amplificar o DNA genomico adjacente ao sitio de integracdo do HTLV-I utilizou-
se ILPCR de acordo com Etoh et al. (1997). Foram necessarios 2 ug de DNA, 2 uLL de tampao
contendo Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) / MgCl, 10 mM / NaCl 100 mM, 10 U da enzima de
restricdo EcoRI e dgua para um volume final de 20 pL. A solu¢do foi incubada a 37°C por 12
a 16 horas e, posteriormente, incubou-se a 65°C por 10 minutos para inativa¢do da enzima.
Para promover a autoligacdo do fragmento gerado na digestdo com a enzima EcoRI, a qual
possui sitios de restrigdo no DNA genomico, adicionou-se 20 uL de tampao composto por
Tris-HCI 50 mM (pH 7,6) / MgCl, 250 mM / ATP 5 mM / DTT 5 mM, 1 U da enzima T4
DNA ligase e 59 pL de 4gua. Incubou-se a solugdo a temperatura ambiente por 12 a 16 horas.
Em seguida, a reacao foi submetida a precipitacao utilizando-se 30 puL de acetato de sdédio 3M
e 1 mL de etanol absoluto. Esta solucao foi acondicionada a -70°C por 2 horas e centrifugada
por 15 minutos a 12.000 rpm. O pellet foi lavado com etanol 70%, centrifugado por 15
minutos a 12.000 rpm e ressuspendido em 17 pL de 4gua. O DNA sofreu nova digestdo com a
enzima Mlul, a qual possui sitio de restricdo na regido pX do DNA proviral, prevenindo
assim, a amplificagdo do provirus. Para isso utilizou-se 10 U da enzima Mlul, 2 uL. de tampao
contendo Tris-HC1 50 mM (pH 8,0) / MgClL, 10 mM / NaCl 100 mM e incubou-se por 12 a 16
horas, a 37°C.

A solucao resultante foi submetida a reagdo de PCR utilizando os primers 5'-
TGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTG-3' e 5'-AGTCTGGCCC
CTGACCTTTTCAGACTTCTGTTTC-3'". Estes primers anelam-se as regides U5 e U3 da
regido LTR do DNA proviral, respectivamente. Usou-se cerca de 1 uL da reacdo, 0,5 U de
Taq polimerase, 0,2 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, tampao contendo Tris-HCI 50
mM (pH 8,0) / MgCl, 10 mM / NaCl 100 mM , num volume final de 25 pL. As reagdes foram
amplificadas em termociclador Eppendorf com as seguintes condigdes de temperatura: 92°C
por 3 minutos para desnaturacdo do DNA, 56°C ou 58°C por 30 segundos para anelamento
dos primers e 72°C por 30 segundos para extensdao do primer pela Taqg DNA polimerase
durante 40 ciclos. A figura 2 ilustra as etapas que compdem a técnica aqui descrita.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% corados com
brometo de etidio, apds eletroforese. As amostras que apresentaram apenas uma banda foram

purificadas com QIAquiq PCR purification kit (QIAGEN) e seqiienciadas.
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Figura 2: Esquema representando as etapas que compdem a ILPCR.



4.7 PCR INVERTIDA (IPCR)

A metodologia empregada para a IPCR baseia-se em Takemoto et al. (1994) e esta
ilustrada na figura 3. Inicialmente, 1ug de DNA gendmico foi digerido, a 37°C por 12 a 16
horas, com 1 U da enzima de restricdo A/u I, a qual possui sitios de restricdo tanto no DNA
proviral quanto no DNA gendmico, 2 uL. de Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) / MgClL, 10 mM e agua
para um volume final de 20 pL. A reacao foi entdo submetida a uma auto-ligacao utilizando-
se 1 U da enzima T4 DNA ligase, 20 uL de tampao com Tris-HCI 50 mM (pH 7,6) / MgCl,
250 mM / ATP 5 mM / DTT 5 mM e 59 pL de agua. Essa solugdo foi incubada a temperatura
ambiente, por um periodo de 12 a 16 horas. O DNA ligado foi submetido a uma nova digestao
com a enzima de restrigdo Sac Il para eliminar o DNA circular originado a partir da
extremidade 5’ do DNA proviral. Para isso, utilizou-se 1 U da enzima Sac II, tampao com
Tris-acetato 20 mM / acetato de potassio 50 mM / acetato de magnésio 10 mM / ditioteitrol 1
mM e incubou-se a 37°C por 12 a 16 horas..

O DNA digerido foi utilizado em reagdo de PCR com tampao Tris-HCI 50 mM (pH
8,0) / MgCl, 10 mM / NaCl 100 mM. 200 uM de dNTPs, 1 U de Taq polimerase e 200 nmol/
L de cada primer num volume final de 50 pL. As seqiliéncias dos primers empregados nesta
etapa foram 5’-AAGCCGGCAGTCAGTCGTGA-3’ e 5’-
AAGTACCGGCAACTCTGCTG-3’. Uma nova PCR (Nested PCR) foi realizada com 5 pL
do produto da PCR descrita acima, empregando-se as mesmas condi¢des € os seguintes
primers: 5’-GAAAGGGAAAGGGGTGGAAC-3’ e 5’-CCAGCGACAGCCCATTCTAT-3".
Cada reacdo foi amplificada em termociclador Eppendorf e as temperaturas utilizadas foram
94°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos. Na primeira PCR
foram necessarios 50 ciclos enquanto que no Nested PCR, 35 ciclos.

Os produtos da PCR descrita foram submetidos a eletroforese em gel de

poliacrilamida 6% e visualizados em luz ultravioleta, apds corado com brometo de etidio.



Quando detectada apenas uma banda nas amostras amplificadas, estas foram purificadas

utilizando-se QIAquiq PCR purification kit (QIAGEN) e encaminhadas para seqiienciamento.
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Figura 3: Esquema ilustrando as etapas que compdem a IPCR.



4.8 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

As amostras selecionadas para seqiienciamento foram submetidas a reagdo composta
por, aproximadamente, 100 ng de DNA, 3 pmol de primer, 2 pL de big dye e 2 uLL de tampao
com Tris-HCI 200 mM (pH 9,0) / MgCl, 5 mM em volume final de 10 pL. As solugdes foram
amplificadas em termociclador Eppendorf durante 35 ciclos de 96°C por 2 minutos, 52°C por
30 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apo6s amplificacdo, as solugdes foram precipitadas utilizando-se 80 pL de isopropanol
80% e deixando-se descansar por 20 minutos em temperatura ambiente. Centrifugou-se a
placa contendo as amostras por 45 minutos a 4000 rpm e descartou-se o sobrenadante. Deu-se
um spin invertido na placa e adicionou-se 100 pL. de etanol 70%, centrifugou-se por 15
minutos a 4000 rpm e descartou-se o sobrenadante. Deixou-se a placa secar, em ambiente
escuro, por, no minimo, 2 horas e adicionou-se 10 pL de formamida.

As amostras foram entdo encaminhadas a Plataforma de Seqiienciamento do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM) e seqiienciadas no aparelho ABI Prism 3100 (Applied

Biosystems).

4.9 ANALISE DE SEQUENCIAS

As seqiiéncias nucleotidicas obtidas a partir do seqlienciamento dos produtos das
reacdes de ILPCR e IPCR foram analisadas quanto a sua similaridade com seqiiéncias
presentes no banco de dados do GenBank. Para isso, utilizou-se a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), disponivel na rede do National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Assim, foi possivel identificar a regido gendmica
onde o DNA proviral estava integrado, bem como o cromossomo em que ocorreu a

integracdo. A localizacdo cromossomica foi feita ainda utilizando-se outra ferramenta



relacionada ao GenBank, o Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org), o qual permite a
visualizac¢ao da regido interrompida por DNA proviral no cromossomo humano.

Para que os resultados obtidos apds o seqiienciamento fossem considerados
satisfatorios as seqiliéncias analisadas deveriam conter seqiiéncias nucleotidicas humanas

flanqueadas por seqiiéncias virais.

4.10 ANALISE DO REARRANJO DOS GENES QUE CODIFICAM PARA A CADEIA B
DO TCR

A técnica aplicada para analise do rearranjo génico do TCR-f foi descrita por Diss et
al. (1995) e os primers utilizados foram 5-TCATGGTGTAACATTGTGGGGAC-3' e 5'-
AGCACCGTGAGCCTGGTGCC-3'". Estes primers eram referentes as regioes D e J do TCR-
B.

A reacao de PCR utilizou cerca de100 ng de DNA, 1 U de Tag DNA polimerase, 10
ng de cada primer, 400 uM de dNTPs, 2,0 mM de MgCl, e tampao contendo Tris-HCI 20mM
(pH 8,4) / KCl, 50mM num volume final de 50 pL. As reagdes foram amplificadas em
termociclador Eppendorf com as seguintes condigdes de temperatura: 95°C por 3 minutos
para desnaturagao do DNA, 55°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 2
minuto para extensdo do primer pela Taq DNA polimerase durante 40 ciclos.

Os fragmentos obtidos apos a amplificagdo possuiam entre 55 e 100 pares de bases.
Os produtos das reagdes foram aplicados em gel de poliacrilamida 10% e submetidos a

eletroforese. Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados em luz ultravioleta.

4.11 ANALISE DO REARRANJO DOS GENES QUE CODIFICAM PARA A CADEIA y
DO TCR

A metodologia empregada baseou-se no trabalho de Diss et al. (1995) e, para tal,
utilizaram-se as seqiiéncias de primers Vyl: 5’-TCTGGG/CTCACACTCC/TCACTTC-3’;
VyIII/IV: 5°-CTCACACTCC/TCACTTC-3’ e Jy1/2: 5-CAAGTGTTGTTCCACTGCC-3".

Estes primers correspondem a oligonucleotideos degenerados que se ligam a genes que

codificam para as cadeias varidveis do TCR. O primer Vyl reconhece todos os genes da



familia Vyl, o primer VyIII/IV se liga a genes das familias VyIIl e VyIV (genes V10 e V1) e
o primer Jy1/2 é complementar a Vyl e VyII (Figura 4).

Para as reacdes de PCR utilizou-se100 ng de DNA, 1 U de Taq DNA polimerase, 10
ng de cada primer, 400 uM de dNTPs, 2,0 mM de MgCl, e tampao contendo Tris-HCI 20mM
(pH 8,4) / KCl, 50mM num volume final de 50 pL. As reacdes foram amplificadas em
termociclador Eppendorf com as seguintes condi¢des de temperatura: 95°C por 5 minutos
para desnaturacdo do DNA, 55°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 73°C por 1
minuto para extensdo do primer pela Taq DNA polimerase durante 40 ciclos.

Os produtos das reagdes foram aplicados em gel de poliacrilamida 10% e submetidos
a eletroforese. Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados em luz

ultravioleta. Os fragmentos obtidos possuiam entre 70 e 95 pares de bases.
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Figura 4: Organizagdo dos genes que codificam para a cadeia y do TCR e regides reconhecidas pelos
primers utilizados na PCR para analise do rearranjo dos mesmos. Fonte: Diss et al., J. Clin. Pathol.
(1995).



5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DA INTEGRACAO VIRAL

Foram incluidos no estudo da analise da integracdo viral 24 pacientes com diagndstico
clinico-patologico de ATL. Destes, cinco eram de forma clinica aguda, quatro da linfomatosa,
um da tumoral primdria de pele, quatro da cronica e dez da clinica indolente. Em dois casos
foi possivel analisar amostras de DNA extraidas tanto das PBMCs quanto das células das
lesdes de pele, em outros dois casos, analisou-se DNA extraido apenas de células de lesdes de
pele e, nos demais, analisou-se apenas o DNA extraido das PBMCs.

As técnicas de IPCR e ILPCR foram otimizadas paralelamente. Nos 24 pacientes
estudados, o produto gerado por estas técnicas resultou em uma Unica banda, quando
vizualizada em gel de poliacrilamida. Em dois pacientes, obteve-se resultado satisfatorio
utilizando a IPCR enquanto que para os demais apenas encontrou-se resultado satisfatorio
através da técnica de ILPCR. Na figura 5 pode-se observar a fotografia de um gel de
poliacrilamida com os produtos da PCR invertida de sete dos pacientes analisados.

As 19 bandas geradas através das técnicas de PCR invertida (17 bandas amplificadas
do PBMC de 17 pacientes mais duas bandas amplificadas de células de lesdo de pele de dois
destes pacientes) foram purificadas, seqiienciadas e posteriormente analisadas usando o
programa BLAST disponivel na rede do NCBI, o qual permitiu pesquisar a presenga de
seqiiéncias do genoma humano ¢ do DNA proviral do HTLV-1. Destes 17 pacientes, quatro
eram da forma clinica aguda, dois da forma clinica linfomatosa, um da tumoral primaria de
pele, dois da cronica e oito da indolente. Nas 19 bandas observaram-se a presenga de

seqiiéncias humanas e virais, seguindo o padrdo mostrado na figura 6.



Assim, nos 17 pacientes em que foram observadas seqiiéncias humanas e virais, a
presenca de uma banda como produto de PCR indicou padrao de integragdo monoclonal do

provirus do HTLV-I no genoma do hospedeiro.
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Figura 5: Gel de poliacrilamida 6% com produto de PCR gerado pelas técnicas de IPCR/ILPCR. Na
figura observa-se a ocorréncia de uma tnica banda para cada paciente analisado. M: marcador de pares
de base (100 pb); 1 a 7: pacientes com diagnostico clinico-patologico de ATL.
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Figura 6: Analise da seqiiéncia da banda obtida por ILPCR do paciente 1 utilizando a ferramenta
BLAST, onde se observa a inser¢do do DNA proviral do HTLV-1 no genoma humano. As setas
indicam seqiiéncia do genoma humano (A) e seqiiéncia viral (B).

Nos sete pacientes restantes também se obteve uma unica banda, mas o
seqiienciamento  destas revelou apenas seqiiéncias humanas (em trés casos) ou somente
seqliéncias virais (em quatro casos). Essas bandas foram avaliadas como nao informativas,
pois a presenga de DNA proviral flanqueando DNA genomico foi utilizada como critério de
validagdo dos resultados obtidos apds seqiienciamento, uma vez que foram utilizados primers
virais para amplificar um fragmento que deveria conter seqiiéncias virais ¢ humanas e
considerando que a técnica de PCR pode apresentar amplificagdao cruzada. Assim sendo, estas
bandas foram desconsideradas e sera feita, posteriormente outra analise.

A andlise das 19 seqiiéncias informativas, procedentes das 19 amostras contendo
seqiiéncias humanas e virais, de acordo com o resultado gerado pelo programa BLAST,
permitiu a identificagcdo de 18 sitios de integracdo do DNA proviral do HTLV-I.

As localizagdes cromossomicas dos sitios de integragdo do provirus do HTLV-I estdo
descritas na tabela 1. Observou-se integracdo nos cromossomos 1,4, 6,7, 8,9, 11, 15, 18, 19,
21 e X. Nos cromossomos 4, 7, 8 e 11 encontraram-se sitios de integragdo do DNA proviral

de dois pacientes distintos, enquanto que, no cromossomo 6, trés pacientes apresentaram



locais de integracdo. Assim, ndo houve integracdo proviral preferencial em nenhum
cromossomo. No cromossomo 6, o sitio de integragdo proviral foi o mesmo para dois
pacientes distintos. Em um dos pacientes, nos quais se analisou simultaneamente a integragao
proviral no DNA extraido das PBMCs e das células de lesdao de pele, encontrou-se integragao
proviral no mesmo local enquanto que no outro observaram-se locais de integracdo em
cromossomos diferentes. Em um paciente o sitio de integragdo do DNA proviral ocorreu em
uma regido com seqiiéncias dos cromossomos 5 e 8.

Utilizando as ferramentas disponiveis no Ensembl Genome Browser, localizou-se a
posicao da integracdo do provirus do HTLV-I dentro do cromossomo (figura 7). Em oito
pacientes analisados (47%), o DNA proviral esteva integrado em regides proximas ao
centromero, interrompendo regides alfoides, enquanto que em trés pacientes observou-se a
interrupc¢ao de seqiiéncias codificantes. Os genes interrompidos foram GLIS3 (gene similar a
GLI3) no cromossomo 9, OCIAD2 (dominio 2 do antigeno imunorreativo do carcinoma
ovariano) no cromossomo 4 ¢ parte da regido aberta de leitura 210 do gene c6orf210 no
cromossomo 6. Nas outras sete amostras, o DNA proviral integrou-se em regides sem

funcionalidade conhecida (figura 8).

Tabela 1: Localizacdo cromossdmica do provirus do HTLV-I no genoma dos pacientes de ATL.

Paciente Localizacao Forma clinica
cromossomica

1 18 Aguda
2 X Aguda
3 4 Aguda
4 8 Aguda
5 7 Linfoma
6 7 Linfoma
6 (Tecido) 7 Linfoma
7 9 Cronica
8 6 Cronico
9 6 Indolente
10 21 Indolente
10 (Tecido) 6 Indolente
11 11 Indolente
12 11 Indolente
13 19 Indolente



14 15 Indolente
15 (Tecido) 4 Indolente
16 (Tecido) 5/8 Indolente
17 1 Tumoral priméaria de
pele
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Figura 7: Localizagdo do sitio de integracao do DNA proviral do HTLV-I no cromossomo humano,
através de ferramentas disponiveis no Ensembl Genome Browser. A figura mostra inser¢do do

provirus no brago longo do cromossomo 7.
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Figura 8: Mapa cromossomico ilustrando a localizagao do provirus do HTLV-I nos cromossomos dos
pacientes estudados com diagnostico clinico-patologico de ATL. Estdo assinalados os cromossomos
onde a integracdo proviral interrompeu seqiiéncias génicas.

5.2 ANALISE DA CLONALIDADE DE CELULAS T

5.2.1 Implementacdo dos protocolos para analise do rearranjo dos genes que codificam para o
TCR

Inicialmente foram testados protocolos publicados para a analise das cadeias e y do
TCR. Para este fim, comparou-se os resultados obtidos utilizando DNAs extraidos de
controles sadios, da linhagem celular MT-2 e de pacientes de DIH e ATL.

A avaliagdo do rearranjo dos genes que codificam para o TCR-y, segundo o protocolo
descrito por Diss et al. (1995), foi inicialmente utilizada para a andlise de linfomas T e
leucemias nao associadas ao HTLV-1. No entanto, a aplicagdo desta metodologia, no presente
trabalho, permitiu a diferenciacdo entre controles negativos (doadores normais) e pacientes de
DIH dos pacientes de ATL e de linhagem celular MT-2. Quando os produtos de PCR foram
visualizados em gel de poliacrilamida, observou-se um padrdo de multiplas bandas,
semelhante a um rastro, para os controles negativos e pacientes de DIH enquanto que, em
pacientes de ATL e na linhagem celular MT-2, observou-se o padrao de uma ou duas bandas
discretas (Figura 9). Portanto, esta foi a metodologia escolhida para a andlise da clonalidade
das células leucémicas. Foram consideradas monoclonais quanto ao padrdo de expansdo das
células leucémicas, as amostras cujos produtos de PCR, visualizados em gel de

poliacrilamida, apresentaram uma ou duas bandas bem definidas, enquanto a presenga de

rastro foi avaliada como padrao policlonal.
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Figura 9: Gel de poliacrilamida 10% representando a analise do rearranjo dos genes que codificam
para a cadeia y do TCR. M: Marcador de pares de base (100 pb); 1 a 3: controles sadios, 4: controle
positivo; 5 e 6: pacientes com diagnéstico clinico-patologico de ATL apresentando padrio
monoclonal; 7: paciente de ATL com padrao misto de clonalidade das células leucémicas.

Para avaliacdo do rearranjo dos genes que codificam para o TCR - B foi utilizado um
protocolo descrito pelos mesmos autores. Foram analizadas oito amostras de DNA
procedentes de doadores de banco de sangue nos quais observou-se tanto padroes
monoclonais como policlonais. Também se avaliou DNAs procedentes da linhagem celular
MT-2 e de pacientes de ATL com leucemia e foram observados padrdes monoclonais,
policlonais e mistos (Figura 10).

A obtencdo de padrdes tanto monoclonais como policlonais para os DNAs
procedentes de doadores sadios tornou inviavel a utilizagdo deste protocolo para posterior

analise dos pacientes com ATL.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 10: Gel de poliacrilamida 10% representando a analise do rearranjo dos genes que codificam
para a cadeia f do TCR. M: marcador de pares de base (100 pb); le 9: controles da reagdo; 2 a §:
controles sadios. Os produtos de PCR observados variam entre uma banda bem definida (2, 6 ¢ 8),
multiplas bandas (3 e 5) e padrdo misto (4 ¢ 7).

5.2.2 Analise da clonalidade de células T em pacientes com ATL

Uma vez implementado, utilizou-se o protocolo descrito por Diss et al.(2005) para
andlise do rearranjo do gene da cadeia y do TCR visando determinar o padrdo clonal das
células leucémicas em pacientes de ATL. Foram analisados 36 pacientes com diagnostico
clinico-patologico de ATL, entre os quais dez apresentavam a forma clinica aguda, seis
possuiam a forma linfoma, dois a forma tumoral, quatro estavam com a forma crdnica e 14

com a forma indolente. A determinagdo do padrao clonal foi feito a partir de amostras de



DNA extraido do PBMC destes pacientes e em cinco deles utilizou-se também DNA extraido
de tecidos de lesdes de pele.

Os resultados encontrados estdo resumidos na tabela 2. Em 26 dos 36 pacientes
analisados, ou seja, em 72,2% dos casos foi observado padrdo monoclonal, enquanto que em
trés das amostras analisadas (3,8%) o padrdo encontrado foi policlonal. Em sete das 36
amostras analisadas (19,4%) observou-se a presenca de uma banda predominante e multiplas
bandas menos intensas, o que foi considerado um padrdo misto entre monoclonal e policlonal.
O resultados obtidos na anélise das lesdes de pele coincidiram com o observado nas PBMCs
correspondentes e, nestes casos, o padrdo observado foi monoclonal (tabela 3).

Separando os pacientes por forma clinica, encontrou-se monoclonalidade de células T
em todos os pacientes com a forma clinica aguda. O mesmo foi observado em quatro dos seis
(66,7%) pacientes analisados da forma linfomatosa, em um dos dois pacientes (50%) da
forma clinica tumoral primaria de pele, em trés dos cinco pacientes (60%) da forma cronica e
em oito de 13 pacientes analisados (61,5%) de forma indolente. O padrdo policlonal foi
observado em trés pacientes, das formas clinicas linfomatosa, cronica e indolente. O padrao
misto foi observado em um paciente da forma linfomatosa, um da forma tumoral priméaria de

pele, um da forma crénica e em quatro da forma indolente.

Tabela 2: Padrao de clonalidade de células T obtido a partir da andlise dos DNAs extraidos
do PBMC de pacientes de ATL com diferentes formas clinicas.

Forma clinica Monoclonal Policlonal Misto Total
Aguda 10 0 0 10
Linfoma 4 1 1 6

Tumoral primaria 1 0 1 2
de pele

Cronica 3 1 1 5

Indolente 8 1 4 13

Total 26 3 7 36




Tabela 3: Padrdo de
clonalidade de células
T obtido a partir da
analise dos DNAs
extraidos de tecido de
lesdo de pele de
pacientes de ATL.

Forma clinica Monoclonal Policlonal Misto Total
Linfoma 1 0 0 1
Tumoral 1 0 0 1

primaria de pele

Indolente 3 0 0 3
Teotal 5 0 0 5

5.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DE CLONALIDADE OBTIDOS PELAS
TECNICAS DE PCR INVERTIDO E ANALISE DO REARRANJO DOS GENES QUE
CODIFICAM PARA A CADEIA y DO TCR

Foram comparados os resultados referentes a clonalidade obtidos pela técnica de PCR
invertido e pela técnica de andlise de rearranjo dos genes que codificam para a cadeia y do
TCR. Observou-se integracdo monoclonal do DNA proviral, com a presenca de uma tnica
banda gerada pelo PCR invertido, em todos os pacientes em que as células T apresentaram
padrdo monoclonal mediante analise do rearranjo dos genes que codificam para o TCR-y. Em
um caso, ndo houve DNA suficiente para determinagdo da clonalidades das células
leucémicas. Em outros dois pacientes, apesar de haver integragdo monoclonal do provirus do
HTLV-I no genoma do hospedeiro, de acordo com a PCR invertida, o padrao de clonalidade

das células T foi misto (Tabela 3).



Quatro dos sete pacientes cujas amostras deram bandas ndo informativas através da
técnica da PCR invertida mostraram um padrao misto na andlise do rearranjo dos genes da
cadeia y do TCR. Destes, trés apresentaram forma clinica indolente e um cronica. Um outro
paciente, de forma clinica linfomatosa, mostrou padrao policlonal, enquanto os dois restantes,

de forma clinica aguda e linfoma, mostraram padrao monoclonal.

Tabela 4: Padrao clonal determinado através das técnicas de analise dos sitios de integracao
proviral e do rearranjo dos genes que codificam para a cadeia y do TCR.

Paciente Integracao proviral Analise do Forma clinica
rearranjo do TCR
1 Monoclonal Monoclonal Aguda
2 Monoclonal Monoclonal Aguda
3 Monoclonal Monoclonal Aguda
4 Monoclonal Monoclonal Aguda
5 Monoclonal Monoclonal Linfoma
6 Monoclonal Monoclonal Linfoma
6 (Tecido) Monoclonal Monoclonal Linfoma
7 Monoclonal Monoclonal Cronica
8 Monoclonal Monoclonal Cronica
9 Monoclonal Monoclonal Indolente
10 Monoclonal Monoclonal Indolente
10 (Tecido) Monoclonal Monoclonal Indolente
11 Monoclonal Misto Indolente
12 Monoclonal Monoclonal Indolente
13 Monoclonal - Indolente
14 Monoclonal Monoclonal Indolente
15 (Tecido) Monoclonal Monoclonal Indolente
16 (Tecido) Monoclonal Monoclonal Indolente
17 Monoclonal Misto Tumoral priméria de pele

6. DISCUSSAO

Este estudo visou pesquisar o padrao de expansao monoclonal das células infectadas
na ATL e a relevancia das seqiiéncias humanas interrompidas pelo DNA proviral do HTLV-I
pois acredita-se que a integracdo proviral pode ser importante para o desenvolvimento da

ATL. Assim, foi investigado se o DNA proviral integra-se em regides codificantes ou



importantes para a expressdo génica podendo contribuir para o processo de transformacao
neoplasica da célula.

A populagao incluida no estudo, quando comparada com a coorte de 70 casos de ATL
da Bahia, publicada por Bittencourt et al. (2007), apresentou propor¢ao semelhante de
pacientes com a forma clinica aguda (27,7% no presente estudo e 27,1% na coorte citada),
com a forma tumoral primaria de pele (13,9% e 14,3%, respectivamente) e de pacientes da
forma cronica (5,5% e 7,1%). As demais formas clinicas tiveram propor¢do um pouco
diversa: 16,7% no trabalho aqui descrito e 24,3% no estudo de Bittencourt ez al. (2007) no
subtipo linfomatoso e 36,1% e 27,1%, respectivamente, no subtipo indolente. Poucas
amostras retrospectivas puderam ser utilizadas e os pacientes foram incluidos
prospectivamente, o que provocou estas pequenas diferencas.

Obteve-se uma alta percentagem de amostras apresentando integracdo monoclonal do
provirus. Este resultado estd de acordo com os estudos de integragdo viral na ATL oriundos
do Japao (Doi et al., 2005; Hanai et al.,2004; Takemoto et al., 1994). Uma vez que a
integragdo monoclonal ¢ considerada fundamental para o diagndstico conclusivo da ATL, este
resultado também permitiu confirmar o diagndstico de ATL realizado previamente por
critérios clinicos, morfologicos e laboratoriais. Observou-se maior facilidade na realizagdao da
técnica de PCR invertida em amostras de pacientes com forma clinica aguda, uma vez que
possuem grande numero de células tumorais nas PBMCs. As amostras procedentes de
pacientes com forma clinica indolente apresentaram mais dificuldade técnica devido a menor
percentagem de células tumorais circulantes. No entanto, a PCR invertida mostrou
sensibilidade suficiente para a analise destas amostras e para a andlise de amostras
procedentes de tecido fresco de lesdo de pele neopléasica. A qualidade do DNA ¢ limitante
para obtencdo de resultados informativos através da técnica de PCR invertida (IPCR e
ILPCR). As amostras de DNA que ndo apresentaram bandas informativas quanto a
determinagdo da integracdo proviral do HTLV-I, ndo possuiam DNA de boa qualidade pois
foram extraidas a pelo menos sete anos, o que pode ter prejudicado os resultados. A obtencao
de bandas ndo informativas como resultado da PCR invertida (bandas contendo somente
seqiiéncias virais ou humanas) mostra a importancia do seqiienciamento ap6s a amplificacao.
Alguns autoresconsideram a obten¢ao de uma Unica banda, sem posterior seqiienciamento,
como padrdo de integracdo monoclonal (Pombo de Oliveira et al., 2001). No entanto, esse
tipo de analise pode incluir resultados falso-positivos. A exigéncia de seqiiéncias gendmicas
flanqueadas por seqiiéncias virais valida os resultados encontrados, assegurando que as

regides encontradas sdo realmente sitios de integracao proviral.



As amostras avaliadas mostraram expansdo monoclonal de linfécitos T, principais
alvos de infeccdo do HTLV-I (Yasunaga et al., 2001). A maior parte dos pacientes que
apresentou padrao misto era da forma clinica indolente. Nesta condi¢do, um clone comega a
destacar-se, porém, ainda existem outros clones em percentagens detectdveis. Os casos de
padrdo policlonal na forma cronica e linfoma corresponderam a amostras que apresentaram
bandas nao informativas para a técnica de PCR invertida. A qualidade do DNA também pode
ter afetado os resultados, principalmente na analise de amostras de DNA extraidas ha alguns
anos e que ndo foram conservadas nas condi¢des adequadas.

Faz-se necessario discutir certas limitagdes das técnicas aqui utilizadas. A técnica da
PCR invertida baseia-se na amplificagdo de fragmentos de DNA pela enzima polimerase.
Portanto, a obtencdo de resultados pode ser influenciada pelas condi¢des da amplificacdo e
pelo tamanho do fragmento a ser amplificado, uma vez que nao ¢ capaz de amplificar grandes
fragmentos de DNA (acima de 4 kb). Além disso, tal técnica ndo funciona em casos de
provirus defectivos, isto ¢, quando o provirus possui apenas uma regido LTR (Etoh et al.,
1997). A técnica de Southern Blot ¢ uma alternativa a PCR invertida e pode proporcionar
resultados mais precisos quanto ao padrdo clonal das células infectadas. Porém, necessita de
grande quantidade de DNA de boa qualidade, o que na maior parte dos casos a inviabiliza,
além de ser menos sensivel (Takemoto ef al., 1994). A principal limitagcdo no uso da técnica
de PCR para analise do rearranjo do TCR para determinacdo do padrao de clonalidade ¢ o
risco de resultados falso-positivos uma vez que, em portadores de HTLV-I pode haver
proliferacdo de linfécitos T como resposta do sistema imune para eliminar células que
expressam proteinas virais (Sales ef al., 2000). A PCR invertida, no entanto, consegue
amplificar o clone majoritario proporcionando, apds o seqiienciamento, a informagao
necessaria para o diagnostico conclusivo de ATL. Os resultados encontrados no presente
trabalho mostram que, analisando em paralelo o rearranjo dos genes que codificam para o
TCR e a PCR invertida, pode-se obter uma informagao conclusiva sobre a clonalidade de
linfocitos T infectados.

Neste trabalho optou-se por utilizar a andlise do rearranjo dos genes que codificam
para a cadeia y do TCR. Na literatura, discute-se a utilizagdo de protocolos que analisem os
rearranjos da cadeia f ou y para estudos de clonalidade de linfécitos T em leucemias e
linfomas T. Diss et al. (1995) mostraram que, para demonstragdo do padrao clonal, a analise
do rearranjo da cadeia y ¢ mais sensivel que a andlise da cadeia B (78% e 44%,
respectivamente). Assaf et al. (2000), por sua fez, discutem a falha desta estratégia em cerca

de 20% dos casos de linfoma devido a auséncia de rearranjos dos genes para o TCR-y. Outra



limitacdo da andlise da clonalidade das células leucémicas através da técnica de PCR para os
genes que codificam para o TCR-y ¢ que sua limitada diversidade genética dificulta a
distingdo entre padrdes clonais e policlonais (van Dongen ef al., 2003).

No entanto, Sales et al. (2005) tém demonstraram que a amplificagdo de segmentos do
TCR-B permite a detecgdo de pequenas populagdes de células T clonais em portadores
assintomaticos de HTLV-I, podendo ser utilizado no acompanhamento destes pacientes ¢ na
deteccao de fases pré-leucémicas. O grande repertério de rearranjos génicos do TCR-B
permite ainda identificar células tumorais residuais (van Dongen et al., 2003). Durante a
realizacdo deste trabalho tentou-se, sem é€xito, a otimizagcdo de protocolos para andlise do
rearranjo dos genes que codificam para a cadeia B do TCR. As técnicas empregadas
resultaram em padrao monoclonal para todas as amostras testadas, sem distin¢do entre
controles sadios e pacientes de ATL. Trabalhos na literatura ressaltam a dificuldade desta
analise (Assaf et al., 2000). O padrao monoclonal observado pode ser explicado por falha dos
primers utilizados em identificar populacdes de células T com rearranjos diferentes da cadeia
B do TCR, assim, apenas uma populagdo celular ¢ identificada. Estdo sendo otimizados para
esta analise protocolos validados pelo European BIOMED-2 collaborative Group, formado
por 47 institutos procedentes de sete paises europeus que, desde 2003 avaliam e padronizam
um conjunto de protocolos estandardizados de andlise de clonalidade de linfocitos T e B para
fins diagnoésticos (van Dongen ef al., 2003; Briiggemann et al., 2007).

No presente trabalho, trés sitios de integragdo proviral (17,6%) interromperam regides
codificantes. Esta percentagem ¢ baixa comparando-se com os estudos oriundos do Japao.
Hanai et al. (2004), ao analisarem 23 pacientes de ATL, encontraram 52% dos sitios de
integragdo do provirus do HTLV-I interrompendo genes, muitos dos quais estdo relacionados
com processos oncogénicos. Ozawa et al. (2004) também observaram o DNA do provirus
integrado em unidades transcricionais em pacientes com ATL. Em seu trabalho, 59,5% dos
pacientes de ATL analisados apresentaram sitios de integracdo proviral em unidades
transcricionais e, ao analisarem nove genes interrompidos por seqiiéncias provirais,
observaram aumento significativo da expressdo de dois genes mediados pela integragdo do
provirus do HTLV-I, demonstrando que o DNA proviral pode influenciar a expressao génica.
Doi et al. (2005), por sua vez, analisaram 59 pacientes de ATL e observaram que o DNA
proviral integrou-se em sitios de transcricdo em 33,9% dos casos, o que ¢ equivalente a
freqiiéncia encontrada em integragdes randomicas (33,2%).

Os genes interrompidos por seqiiéncias virais encontrados no trabalho aqui exposto

foram o GLIS3, OCIAD?2 e c6orf210. GLIS3 ¢ um fator de transcricdo que pode funcionar



como ativador ou repressor de transcri¢do, expresso em diferentes tipos celulares. O padrdo de
expressao da proteina GLIS3 observado durante o desenvolvimento embriondrio sugere que
esta possui um importante papel na regulagdo dos processos celulares que ocorrem nesse
periodo (Kim et al., 2003). Outros genes da familia GLI estdo envolvidos na diferenciagao
tecido-especifica e no surgimento de neoplasias (Ruppert et al., 1988). O gene OCIAD?2 ¢
expresso de forma significativa em casos de adenocarcinoma pulmonar invasivo ou nao-
invasivo e esta associado a um melhor prognostico dos pacientes (Ishiyama et al., 2007). O
gene c6orf210, também encontrado em um paciente analisado, codifica uma proteina que
possui localizacdo mitocondrial (Calvo et al., 2006) e esta entre os 20 genes mais expressos
em tumores mamarios negativos para o receptor de estrogeno (Yu et al., 2007).

A maioria dos sitios de integracdo encontrados no trabalho aqui descrito (47%)
estavam localizados em regides repetitivas alfoéides. Tais regides estdo presentes em todos os
cromossomos € existem somente nos centromeros, os quais sdo fundamentais para que uma
copia de cada cromossomo duplicado e condensado seja levada para a célula-filha no
momento da divisdo celular. Proteinas dos centromeros ligam-se as regides de seqii€ncias
alféides, formando o cinetdcoro, onde os microtubulos do fuso mitotico prendem-se no
momento da divisdo celular (Alberts et al., 2006). Doi et al. (2005) encontraram provirus
integrado em seqiiéncias repetitivas em 3,4% dos pacientes de ATL analisados. Em
contrapartida, ao analisar portadores assintomadticos, observaram que 20% dos sitios de
integracdo proviral interrompiam seqiiéncias repetitivas alfoides. No presente estudo,
pacientes com forma aguda e com curta duracdo da doenca (menos de 6 meses) apresentaram
integragdo em regides alfoides. A interrup¢do de seqiiéncias alfoides presentes nos
centromeros poderia favorecer a aparicdo de anomalias cromossdmicas favorecendo a
transformagdo neoplasica da célula infectada. E necessario avaliar a estabilidade
cromossOmica e a presenca de aberragcdes cromossomicas nos pacientes aqui estudados para
pesquisar o possivel impacto da integragdo em regides alfoides na ocorréncia de aneuploidia.
Na ATL, este tipo de alteragdes ¢ freqiiente, especialmente, em pacientes da forma clinica
aguda e linfoma (Afonso et al., 2007). Por outro lado, quando o provirus do HIV-1 integra-se
em tais regides, estabelece-se um periodo de laténcia em que ocorre a diminui¢do da
transcricdo de genes virais, favorecendo ao escape do controle do sistema imune do
hospedeiro (Jordan et al., 2003).

Deve-se lembrar que os trabalhos aqui discutidos referem-se ao estudo de pacientes de
ATL da populagdo japonesa, a qual possui algumas diferengas em relacdo a populagdo de

pacientes de ATL da Bahia. No Japao, a ATL manifesta-se apds cerca de 60 anos de infecgao



pelo virus HTLV-I, enquanto que em Salvador a doenga ocorre com aproximadamente uma
década de antecedéncia. Além disso, a forma clinica mais freqiiente na populagdao da Bahia ¢ a
forma indolente e no Japao, a forma aguda A forma indolente apresenta ainda maior sobrevida
na Bahia (Bittencourt ez al., 2007). Apesar das diferencas observadas entre os pacientes de
ATL do Japdo e do Brasil, especialmente os pacientes da Bahia, ndo se conhece a razdo para
tal distingao.

Para tornar os resultados mais representativos, sera necessario avaliar um nimero
maior de pacientes.

Em um paciente (nimero 16) o sitio de integracdo do DNA proviral ocorreu em uma
regido com seqliéncias dos cromossomos 5 € 8 o que pode indicar uma possivel translocagao
de segmentos cromossomicos. A deteccao de um lugar de integragao diferente nas PBMCs e
na lesdo de pele para um mesmo paciente, como observado no paciente dez, representa a
presenca de clones diferentes. O fato de que o paciente apresentou mais de dez anos de
doenca e foi submetido a tratamento com quimioterapia e posteriormente com AZT associado
a IFN-a poderia ter provocado a apari¢ao de um segundo clone. Estes dois casos deverao ser
analisados mais extensamente.

A realizagdo deste trabalho permitiu a implementacdo de duas técnicas moleculares de
grande importancia para o Estado da Bahia, que apresenta uma taxa de infec¢ao pelo HTLV-I
de 1,8% (Dourado ef al., 2003). A deteccdo da integragdo monoclonal do DNA proviral do
HTLV-I pela técnica da PCR invertida proporciona a maior prova da associacdo da infeccao
pelo HTLV-I com a leucemia/linfoma e permite, assim, o diagnostico conclusivo de ATL.
Além disso, poder diferenciar entre neoplasia associada a virus e neoplasia causada por outro
fator em um paciente infectado por HTLV-I ¢ de grande importancia, diante da endemicidade
para esta infec¢do no Estado da Bahia. A ATL ndo responde bem a quimioterapia usada para
o tratamento de outras leucemias, assim, a determinacdo desta associacdo virus — neoplasia ¢é
muito importante para a orientagdo do tratamento e avaliacdo do prognostico. No presente
estudo, a técnica de PCR invertida foi pela primeira vez otimizada e aplicada com resultados
satisfatorios em um centro de pesquisa da América Latina.

A analise do tipo de expansao clonal dos linfécitos pela técnica do rearranjo dos genes
que codificam para o TCR, permite o diagnostico diferencial entre lesdo inflamatoria e
linfoma, associado ou nao ao HTLV-I. Esta distin¢do, algumas vezes, ndo pode ser feita por
analise morfologica ou por imunofenotipagem e ¢ fundamental nos casos da forma clinica
indolente da ATL, onde o diagndstico baseia-se, principalmente, no estudo histopatologico

das lesdes de pele. Esta técnica serd de grande importancia ainda para detectar a evolucao de



casos de DIH para ATL. Dessa forma, a técnica de andlise da expansdo clonal de linfocitos
aqui descrita pode ser uma importante ferramenta no diagndstico clinico-patologico de

pacientes de ATL e de outras formas de linfomas T cutaneos.

7. CONCLUSOES

» As técnicas de ILPCR e IPCR permitiram determinar o local de integragdo do provirus

do HTLV-I, independentemente da forma clinica ATL.



Na maioria dos casos em que observou-se integragdo monoclonal do provirus do

HTLV-I identificou-se expansdo monoclonal das células infectadas.

A técnica de analise do rearranjo dos genes que codificam para a cadeia Yy do TCR
permitiu avaliar o padrao de clonalidade das células infectadas em pacientes de ATL
com a forma clinica indolente, apesar do pequeno numero de células infectadas

circulantes.

Os pacientes estudados com diagnostico clinico-patoldgico de ATL apresentam

integracao monoclonal do DNA proviral do HTLV-L

Nos pacientes de ATL da Bahia, o DNA proviral do HTLV-I nao se integra

preferencialmente em regides codificantes.
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ANEXOS

ANEXO A: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAGAO NO PROJETO SOBRE
LINFOMAS E HTLV-I NA CIDADE DE SALVADOR



Nome:
End.:
Tel:

Eu, portadora de linfoma e do virus HTLV-I, consinto que sejam retirados 20 mL de
sangue para separagao de células e/ou bidpsia de lesdo de pele para verificar se hé integracao
do virus nos linfocitos de meu sangue e/ou nas células da bidpsia.

As células serdao guardadas a —70° C para que seja realizado, posteriormente, o teste de
biologia molecular para ver se hé integrag@o viral o que podera vir a ser util para avalia¢do da
evolucdo de minha doenca e para o meu tratamento. Eu fui esclarecida sobre minha doenga e
sobre os meios de sua transmissao.

Eu, abaixo assinada, portadora do documento de identidade n°

estou ciente da minha participacdo neste projeto de pesquisa ¢ de que a minha recusa nesta
participacdo ndo implicara em nenhuma restrigdo em meu atendimento médico.
Este documento foi lido e explicado verbalmente em palavras simples para mim pelo

médico que me assiste.

Salvador,

Data: de de

Assinatura:

ANEXO B: Artigos cientificos publicados






