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RESUMO

Na infeccdo por HTLV-1, a maioria dos individuos evolui de forma assintomética e somente
1% a 5% desenvolve um processo inflamatdrio no sistema nervoso central (SNC), de carater
progressivo, que promove a morte de neur6énios e compromete a funcdo motora, denominado
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espéstica tropical (HAM/TSP). No entanto, a
patogénese da HAM/TSP ainda nédo é totalmente compreendida, e a definicdo de marcadores
de neuroinflamacdo possibilitaria um melhor acompanhamento dos individuos. Por isso, este
estudo teve como objetivo quantificar fatores associados aos processos neuroinflamatorios no
soro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) de portadores assintomaticos (ACs) (n=13), de
pacientes com HAM/TSP (n=20), e de individuos ndo infectados (n=9), dentre eles: VILIP-1,
BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, sTREM-2, B-NGF, IL-18, TNF-a, sRAGE, e
fractalkina. Para tal, foi usado um ensaio multiplex com esferas magnéticas e leitura do ensaio
por citometria de fluxo. Os resultados foram avaliados em funcdo de dados prévios do LCR,
tais como marcadores de neuroinflamacéo, incluindo pleocitose, neopterina, quimiocinas e
concentracdo de proteinas totais; marcadores de morte neuronal, incluindo a proteina Tau e as
cadeias do neurofilamento leve (NfL) e pesada; além da carga proviral e da velocidade de
progressdo da HAM/TSP. Foi observado que BDNF estava aumentado no soro de ACs em
relacdo a individuos ndo infectados. Foi observado um aumento de fractalkina no soro de
pacientes com HAM/TSP, o que pode estar associado com a maior expressao de IFN-y nestes
individuos. Por outro lado, TGF-B1 foi reduzido no LCR de individuos infectados por HTLV-
1, independentemente do estado neuroldgico, possivelmente como resultado de processos
neurodegenerativos ativos ou insidiosos. A concentracdo de B-NGF no soro de pacientes com
HAM/TSP foi mais elevada em individuos com niveis normais de NfL, independentemente da
carga proviral, indicando que este aumento ndo estd diretamente associado ao controle da
infeccdo na periferia. Pacientes com HAM/TSP e neuroinflamacéo ativa, indicada por indices
de razdo LCR/soro de neopterina > 1 e de CXCL10 > 2, apresentaram niveis reduzidos de
fractalkina no soro. Contudo, os niveis de fatores neuroinflamatorios avaliados no LCR e soro
ndo se mostraram associados a velocidade de progressio da HAM/TSP. Pacientes com
HAM/TSP com sinais de inflamacéo ativa do SNC apresentaram niveis mais altos de 1L-18 no
LCR, que correlacionaram com marcadores de inflamacéo, morte neuronal, e de permeabilidade
da barreira hematoencefalica, sugerindo o envolvimento de mecanismos mediados por
inflamassomas no desenvolvimento da HAM/TSP.

Palavras-chave: HTLV-1; HAM/TSP; Fatores neuroinflamatdrios.



ABSTRACT

In HTLV-1 infection, most individuals remain as asymptomatic carriers (ACs) and only 1% to
5% develop a progressive inflammatory process in the central nervous system (CNS), resulting
in the death of neurons and the compromise of the motor function, named HTLV-1-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). However, HAM/TSP pathogenesis is still
not completely understood, and the definition of neuroinflammation biomarkers would enable
better monitoring of individuals. Therefore, this study aimed to quantify factors associated with
neuroinflammation. Serum and cerebrospinal fluid (CSF) samples from ACs (n=13),
HAM/TSP patients (n=20), and uninfected individuals (n=9) were used in the quantification of
VILIP-1, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, STREM-2, B-NGF, IL-18, TNF-a, SRAGE,
and fractalkine. Thus, a multiplex assay using magnetic beads and data acquisition by flow
cytometry was used. The results were evaluated according to previous CSF data, such as
neuroinflammation markers, including pleocytosis, neopterin, chemokines and total protein
concentration; biomarkers of neuronal death, including Tau protein and neurofilament light
(NfL) and heavy chains; in addition to HTLV-1 proviral load and the speed of HAM/TSP
progression. It was observed that BDNF was increased in the serum of ACs compared to
uninfected individuals. Fractalkine was increased in the serum of HAM/TSP patients, which
was likely associated with increased IFN-y expression in these individuals. On the other hand,
TGF-B1 was reduced in the CSF of HTLV-1 infected individuals, regardless of the neurological
status, as a possible result of active or insidious neurodegeneration. Serum concentration of f3-
NGF in HAM/TSP patients was higher in patients with normal NfL levels, regardless of their
proviral load, indicating that this increase was not directly associated with infection control in
the periphery. HAM/TSP patients with active neuroinflammation, as shown by CSF/serum
ratios of neopterin > 1 and of CXCL10 > 2, had reduced serum fractalkine levels. However, the
levels of neuroinflammatory factors assessed in CSF and serum samples were not associated
with the speed of HAM/TSP progression. HAM/TSP patients with signs of active CNS
inflammation had higher CSF levels of IL-18, which correlated with markers of inflammation,
neuronal death, and blood-brain barrier permeability, suggesting the involvement of

inflammasome-mediated mechanisms in HAM/TSP development.

Keywords: HTLV-1; HAM/TSP; Neuroinflammatory factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 HTLV-1

O virus linfotropico para celulas T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é um membro da
familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus, que foi descrito em
1980 nos Estados Unidos (GALLO, 2005). A sua transmissdo pode ocorrer por trés principais
vias: de modo vertical (da mae para o filho), através do aleitamento materno, pelo sexo sem uso
de preservativo, e através da transfusdo de produtos sanguineos contaminados (BANGHAM et
al., 2015; DONEGAN et al., 1994). No Brasil, a triagem universal obrigatéria de doadores de
sangue para HTLV-1/2 foi implementada em 1993, através da Portaria n® 1.376 do Ministério
da Saude (BRASIL, 1993), com o objetivo de prevenir a infeccdo por meio de transfusdo de
sangue. Além disso, a doacdo de Orgdos e tecidos segue as recomendagdes previstas na
Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 220, de 27 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

As particulas de HTLV-1 possuem estrutura semelhante a de outros retrovirus, sendo
envelopadas e contendo espiculas compostas por trimeros de duas glicoproteinas, derivadas da
proteina precursora codificada pelo gene viral env: a subunidade de superficie gp46 e a
subunidade transmembranar gp21, que sao geradas a partir da clivagem do precursor (gp61).
As proteinas gp46 e gp21 atuam no processo de internalizacdo viral (Figura 1), em que a gp46
esta envolvida em interacGes diretas com receptores na superficie celular dos linfocitos, e se
mantém ancorada ao envelope viral por ligagdo a gp21, que por sua vez desempenha a fuséo
entre as membranas viral e celular (GHEZ et al., 2010). O envelope viral recobre um capsideo
composto por proteinas derivadas do precursor codificado por gag (GRIGSBY et al., 2010)
que, geralmente, apds o brotamento, ou imediatamente apds a liberacdo de particulas imaturas,
sofre clivagem pela protease viral, originando as proteinas de matriz, do capsideo e do
nucleocapsideo, resultando na maturacdo do core viral (LE BLANC; ROSENBERG,;
DOKHELAR, 1999) (Figura 1). Apds processamento, as proteinas geradas se reorganizam,
originando particulas maduras e estruturalmente distintas: a proteina de matriz permanece
associada a gp21, enquanto as proteinas de capsideo sofrem mudancgas conformacionais,
formando o capsideo, que protege o &cido ribonucleico (RNA) genémico associado as

nucleoproteinas, além de enzimas virais, tais como a transcriptase reversa e a integrase,
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essenciais ao processo de integracdo do genoma viral ao acido desoxirribonucleico (DNA)
celular para a formacéao do provirus (WYCUFF; GOFF; MARRIOTT, 2001) (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura das particulas imaturas e maduras de HTLV-1.
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Legenda: As particulas de HTLV-1 sdo envelopadas e apresentam espiculas compostas por trimeros das
glicoproteinas gp46 e gp21. O envelope recobre um capsideo composto por proteinas derivadas da proteina
precursora Gag que, apos o brotamento das particulas, é clivada pela protease viral. O processamento de Gag gera
as proteinas da matriz, do capsideo e do nucleocapsideo, que, apds reorganizacéo, dao origem a particulas virais
maduras. O capsideo abriga um genoma constituido por duas copias de RNA de fita simples de polaridade positiva,
gue esta associado as nucleoproteinas, a transcriptase reversa e a integrase.

Fonte: Imagem retirada da pagina da Universidade de Zurique: SIB Swiss Institute of Bioinformatics, 2009.!

! Disponivel em:_http://viralzone.expasy.org/all_by species/60.html.
Acesso em: 5 Ago. 2021.

Assim, como outros retrovirus, o provirus de HTLV-1 é composto por uma molécula de
DNA de fita dupla integrada ao DNA celular e possui 0s genes estruturais gag, pol e env, e
repeticdes terminais longas (LTR) nos terminais 5° e 3’(GAUDRAY et al., 2002). As LTRs
contém trés regides: Unica 3° (U3), repetida (R) e Unica 5° (U5), que possuem sequéncias
promotoras da transcricao viral. O gene pol codifica para proteinas com fungdes de transcriptase
reversa, protease e integrase, enquanto gag codifica para proteinas do core viral, e env para
proteinas de superficie do envelope. Entre env e a 3’-LTR, se localiza uma regido denominada
pX, que codifica para as proteinas reguladoras Tax, Rex, p12, p13, p30 e p21 (MATSUOKA,;
JEANG, 2007). Além disso, a fita complementar do provirus codifica para a proteina
denominada fator basico de ziper de leucina de HTLV-1 (HBZ), que influencia a proliferacdo
e a sobrevivéncia de células T infectadas e atua como um regulador da expressdo de Tax
(SATOU et al., 2006; KANNIAN; GREEN, 2010) (Figura 2).


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/60.html
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Figura 2 — Estrutura do genoma proviral de HTLV-1 e seus transcritos.
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Legenda: O DNA proviral com as LTRs, e os transcritos que ndo sdo submetidos ao splicing, ou que sofrem a
retirada de um ou dois introns, estdo apresentados em escala. Os nomes dos genes estdo destacados em caixas de
texto, que representam a regido codificante para as proteinas. Linhas sélidas representam exons, enquanto linhas
pontilhadas indicam introns. Sitios de splicing estdo indicados por setas e 0s nimeros representam as posi¢des dos
nucleotideos relativas aos RNAs virais.

Fonte: KANNIAN; GREEN (2010).

1.1.1 Proteina Tax de HTLV-1

Além de proteinas estruturais (Gag, Pol e Env), o genoma de HTLV-1 codifica proteinas
reguladoras como Tax e Rex, que sédo cruciais a replicacao viral e possuem papel na patogénese
(JIN; JEANG, 1997). A proteina Tax de HTLV-1 é uma fosfoproteina de 40 kDa, descrita como
uma proteina nuclear e, posteriormente, detectada também no citoplasma (ALEFANTIS et al.,
2005; TURCI et al., 2006). No citoplasma, Tax esta associada ao complexo de Golgi e regides
de contato entre células (NEJMEDDINE et al., 2005), enquanto no nucleo, a localizacdo de
Tax se sobrepde aos sitios de transcricdo génica (SEMMES; JEANG, 1996). Conforme
resumido por CURRER et al. (2012), a proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao CAMP
(CREB) é capaz de interagir diretamente com sequéncias presentes na regido U3 da LTR,
denominadas elementos responsivos a Tax (TRE). Desse modo, CREB ¢ recrutada por Tax e a

participacdo de cofatores, como CBP/p300, estimula a transcri¢do do provirus (CURRER et al.,
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2012). Tax também interage com outros fatores de transcricdo, tais como o fator nuclear kB
(NF-xB), o fator de resposta ao soro (SRF) e a proteina de ligacdo a TATA box (TBP) (JIN;
JEANG, 1997), interferindo assim com diferentes processos celulares. De fato, tem sido
demonstrado que a transfeccdo com Tax é suficiente para imortalizar células T in vitro
(CURRER et al., 2012). Dessa forma, Tax regula ndo somente a expresséo proviral de HTLV-
1, mas também a funcéo de varios genes celulares, sendo capaz de modular diferentes fatores
envolvidos no controle do ciclo celular, de vias de transducao de sinais, além de interferir com
mecanismos de reparo do DNA (SAGGIORO, 2011).

1.1.2 Regulacdo da expressao do provirus de HTLV-1

Na infeccdo por HTLV-1, a replicacdo viral é pouco frequente e a manutengdo da
infeccdo se da principalmente pela proliferacdo de células contendo o provirus de HTLV-1, e
esta hipotese se baseia em trés principais evidéncias: (1) niveis indetectaveis de mMRNA para
proteinas virais estruturais ou de expressao de proteinas na maioria das células infectadas; (2)
niveis indetectaveis de particulas virais livres no plasma; (3) estabilidade genética da sequéncia
genbmica viral devido a participacdo limitada da atividade de transcri¢do reversa, altamente
propensa a erros (ASQUITH et al., 2000). No entanto, estudos longitudinais com portadores de
HTLV-1 tem indicado que os padrdes de integracao proviral apresentam continua evolugédo ao
longo do tempo (UMEKI et al., 2009), provavelmente como resultado da resposta de celulas T
citotdxicas (CTL), especialmente contra as proteinas virais Tax e HBZ. Esse processo causa
uma ativacdo cronica de respostas imunes em funcdo da expressao persistente de antigenos
virais. No entanto, como HTLV-1 estabelece mecanismos de laténcia e reativacdo ainda ndo é
claro. A proteina Tax é um potente ativador da transcricdo mediada por NF-xB (MATSUOKA,;
JEANG, 2007), e a hiperativagcdo de NF-kB por Tax pode induzir processos de senescéncia
celular (ZHI et al., 2011). Notavelmente, HBZ, uma proteina reguladora codificada pela
transcrigdo da fita anti-senso do provirus (GAUDRAY et al., 2002) inibe a ativacdo de NF-xB
(ZHAO et al., 2009), atenuando, assim, a senescéncia induzida por Tax (ZHI etal., 2011). Esses
dados tém levantado a hipotese de que a infec¢do por HTLV-1 pode resultar em dois desfechos,
gue sdo ditados pelos niveis de Tax e HBZ. Quando expressa em niveis elevados, Tax estimula
areplicacéo viral, ativando NF-«xB e desencadeando uma resposta de checkpoint de senescéncia.
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Por outro lado, baixos niveis de Tax e niveis mais elevados de HBZ resultam em ativacéo
moderada de NF-xB, evitando a senescéncia e garantindo a sobrevivéncia de células infectadas.

A infeccdo por HTLV-1 pode resultar em infeccdo produtiva, com expressdo de
proteinas virais reguladoras e estruturais, e a ativacdo de NF-«xB e a inducdo de senescéncia; ou
em expressdo viral limitada e restrita as proteinas reguladoras. Tem sido sugerido que a
replicacdo de HTLV-1 também é regulada por HBZ, que reduz a ativacdo da 5°-LTR e de NF-
kB por Tax. Curiosamente, HBZ é capaz de inibir a exportacdo de mRNA virais imaturos, ou
seja, contendo introns, mediada pela proteina viral Rex, bloqueando assim a expressao de Gag,
Pol e Env e consequentemente, a producdo de virus. Com isso, a expressao de Tax e de HBZ
durante a fase inicial da infeccdo por HTLV-1 é responsavel por modular a proliferacdo e

sobrevivéncia de células infectadas (PHILIP et al., 2014).

1.2 DISTURBIOS NEUROLOGICOS ASSOCIADOS AO HTLV-1

A distribuicéo de casos de infeccdo por HTLV-1 ocorre de modo heterogéneo no mundo,
sendo observadas regides endémicas no Japdo, Caribe, Africa, América do Sul, e Oriente Médio
(Figura 3) (HANAOKA; KUBO; SAITOH, 2012). Além disso, a notificacdo do nimero de
portadores de HTLV-1 ndo € precisa, sendo estimado que 5 a 10 milhdes de individuos estejam
infectados no mundo (GESSAIN; CASSAR, 2012).

A infeccdo por HTLV-1 esta associada a duas principais doencas: a mielopatia associada
ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), e uma malignidade denominada
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) (ARAUJO; SILVA, 2006). A maioria dos
individuos infectados cursa do modo assintomatico. No entanto, cerca de 1 a 5% dos individuos
infectados desenvolvem a HAM/TSP, que é um distarbio inflamatério progressivo do sistema
nervoso central (SNC), em que a morte de neurdnios compromete a funcdo motora
(BANGHAM et al., 2015). A HAM/TSP é uma doenca desmielinizante e atinge principalmente
0 segmento toracico da medula espinhal (Figura 4), e a maioria dos pacientes cita a fraqueza de
membros inferiores como sintoma inicial (KHAN et al., 2017; OSAME, 2002). Outros
sintomas sao dor na regido lombar, bexiga neurogénica, disturbios esfincterianos, distarbios de

erecdo, alteracdes sensoriais (parestesias), e neuropatia periférica (UMEHARA et al., 1993).
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Figura 3 — Prevaléncia da infec¢do por HTLV-1 no mundo.
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Legenda: Circulos em azul indicam o nimero estimado de individuos infectados por HTLV-1 em areas endémicas,
tais como Japdo, Caribe, Africa Ocidental, América do Sul, Oceania, e Oriente Médio.
Fonte: BANGHAM et al. (2015).

Figura 4 — Lesdo medular na HAM/TSP.
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Legenda: Medula espinhal anormalmente afinada € indicada por setas (regido escura). A inser¢do mostra a visao
anteroposterior da coluna cervical e toracica. Imagem do Imperial College Healthcare, NHS Trust, Reino Unido.
Fonte: BANGHAM et al. (2015).
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Os sintomas da HAM/TSP séo reflexo de lesdes decorrentes de inflamagéo do SNC,
sendo as células T CD4" o principal alvo da infeccdo. Essas células secretam citocinas e fatores
pré-inflamatorios, que podem ser detectados no soro, no liquido cefalorraquidiano (LCR) e em
lesdes da medula espinhal de pacientes com HAM/TSP. A funcéo de células T CD4" é essencial
na formacdo da resposta por anticorpos e no estabelecimento de respostas efetoras de células T
CD8". No entanto, células T CD4" infectadas e ndo infectadas, infiltram o SNC de pacientes
com HAM/TSP e promovem uma forte resposta inflamatdria na fase inicial da doenca, com
inducdo de altos niveis de interferon (IFN)-y e fator de necrose tumoral (TNF)-a (BANGHAM
etal., 2015).

Durante o desenvolvimento da HAM/TSP, além de niveis elevados de IFN-y e TNF-a.,
também sdo detectados niveis aumentados de IL-1B, IL-6, e do fator estimulador de col6nias
de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) no liquido cefalorraquidiano (LCR) destes individuos.
O LCR de pacientes com HAM/TSP também apresenta niveis elevados das quimiocinas
inflamatdérias CXCL9 e CXCL10, que correlacionam fortemente com a velocidade de
progressao da doenca (SATO et al., 2013). Estes marcadores também correlacionam com 0s
niveis de carga proviral de HTLV-1 em PBMCs, refor¢ando a teoria de que a HAM/TSP resulta
da producéo excessiva de mediadores inflamatorios induzida por células T infectadas no SNC
(SATO et al., 2013). Além disso, CXCL10 tem se mostrado um mediador da patogénese da
HAM/TSP, através do recrutamento de células inflamatérias para as lesdes da medula espinhal
(ARAYA et al., 2014).

HTLV-1 ao infectar linfécitos T CD4" é capaz de modificar a funcdo destas células, que
possuem um papel central na regulacdo da resposta imune (QUARESMA et al., 2015). A
modulacdo destas células desencadeia respostas inflamatdrias, como observado em pacientes
com HAM/TSP. Nestes individuos, estdo presentes alteragdes como a proliferacdo espontanea
de linfécitos T CD4*, aumento da capacidade migratoria de leucécitos, aumento da produgao
de citocinas inflamatorias, particularmente de citocinas neurotoxicas em regides afetadas da
medula espinhal, tais como 0 TNF-o e IFN-y (BANGHAM et al., 2015). Esse processo culmina,
apos meses ou anos, em alteragcdes macroscopicas da medula espinhal, que sdo evidentes em
imagens de ressonancia magnética. No entanto, 0 SNC ndo é o unico sistema afetado pelas
doencas inflamatorias associadas ao HTLV-1; diferentes condigdes inflamatdrias tém sido
descritas, principalmente quadros clinicos de uveite, polimiosite, dermatite infecciosa, artrite,
e bronquiectasias (EINSIEDEL et al., 2014; LEE; SCHWARTZ, 2011; MOCHIZUKI et al.,
1992; MORGAN et al., 1989; NISHIOKA et al., 1989).
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A anélise histopatologica de infiltrados de lesdes iniciais na HAM/TSP tem indicado o
predominio de células T CD4" e macréfagos, além da expressao do gene viral tax, enquanto
lesGes tardias, acima de quatro anos, sdo caracterizadas principalmente pela presenca de células
T CD8" e baixa expressdo de genes virais. Dessa forma, em conjunto com a expressao viral e
de mecanismos de sinalizacdo celular, células T infectadas por HTLV-1 estimulam uma forte
resposta de linfocitos T CD8" citotoxicos (CTLs) especificos para 0os antigenos virais, 0 que
indiretamente promove inflamacdo do SNC e dano tecidual (BANGHAM et al., 2015;
QUARESMA et al., 2015). Com isso, a constante atividade inflamatoria induz o aumento da
producdo de IFN-y, TNF-a e interleucina (IL)-2, contribuindo assim para a manutengédo de
inflamacéo crénica em pacientes com HAM/TSP (NOZUMA; JACOBSON, 2019). Além disso,
outros fatores neuroinflamatérios podem estar também associados ao desenvolvimento da
HAM/TSP.

1.3 FATORES ASSOCIADOS A PROCESSOS NEUROINFLAMATORIOS

1.3.1 Proteina 1 do tipo visina (VILIP-1)

A VILIP-1 é uma proteina neuronal que se liga com alta afinidade ao calcio, e atua como
um sensor deste elemento, e estd presente na membrana celular, citoplasma e citoesqueleto,
sendo capaz de se translocar entre diferentes subcompartimentos celulares de modo dependente
da ligacdo ao célcio (ZOZULYA; STRYER, 1992). A VILIP-1 é considerada um biomarcador
de processos de lesdo neuronal mediados por Ca?*, que possui um papel fundamental na funcéo
de neurdnios, pois atua como sinalizador ao ser transportado para o citoplasma, onde regulam
a funcdo de diferentes proteinas. O Ca?" atua como um fator ativador da liberagdo de
neurotransmissores e esta envolvido no processo de sinalizacdo celular, de expressao génica, e
de vias de morte celular (SCHNURRA et al., 2001). Alteracdes na concentragio de Ca?*
modulam func¢es sinapticas, em que a atividade neuronal gera gradientes de concentragédo de
Ca?*, em uma dindmica semelhante a de ondas. Assim, VILIP-1 influéncia vias intracelulares
de sinalizacdo neuronal envolvidas na plasticidade sinaptica, tais como cascatas de nucleotideos

ciclicos e sinalizacdo nicotinérgica. Desse modo, VILIP-1 participa de mecanismos patologicos
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de descontrole da homeostase do Ca?*, levando a morte neuronal, além de desempenhar um
papel critico na ligagdo entre a neurotoxicidade mediada por célcio e alteracdes patologicas na
doenca de Alzheimer, possuindo assim valor diagnéstico e de prognostico nesta doenca
(GROBLEWSKA et al., 2015). VILIP-1 é expressa em neurdnios do septo e claustrum, nicleos
basais laterais, na subpopulagéo de neurdnios piramidais em CA1 e CA4 do hipocampo, células
nervosas na amigdala, cerebelo e tronco encefalico (BERNSTEIN et al., 1999).

A dosagem de VILIP-1 no liquido cefalorraquidiano (LCR) tém sido sugerida na
definicdo do progndstico do declinio cognitivo na doenca de Alzheimer (BRAUNEWELL,
2012; KESTER et al., 2015; TARAWNEH et al., 2011). As duas principais marcas da patologia
na doenca de Alzheimer sdo a formacdo de agregados extracelulares de peptideos  amiloide
(AP) (na forma de placas amiloides) e de agregados intracelulares de proteina Tau
hiperfosforilada (como emaranhados neurofibrilares). Outros processos patoldgicos como
inflamacdo, desregulacdo imunoldgica, lesdo vascular, estresse oxidativo, disfuncédo
mitocondrial, e excitotoxicidade mediada por calcio também parecem desempenhar um papel
na patogénese da doenca de Alzheimer. Essas alteracbes podem culminar em lesdo neuronal,
disfuncdo sinaptica, e neurodegeneracao, levando ao declinio cognitivo, comportamental, e
funcional nos pacientes com Alzheimer (TARAWNEH, 2020). A deposi¢do de AP causa a
mudanca na homeostase de calcio, levando a expressdo e ativacdo de sensores de célcio, tais
como calsenilina e VILIP-1. Dessa forma, a interferéncia com a homeostase do Ca?*, tal como
observado no Alzheimer, pode induzir a morte de neurdnios expressando VILIP-1 no cérebro,
elevando os niveis de VILIP-1 no LCR (BERNSTEIN et al., 1999; BRAUNEWELL, 2012).

LUO et al. (2013) avaliaram os niveis de VILIP-1 no LCR de individuos com Alzheimer
e em grupo controle, e observaram um aumento significativo nestes pacientes. No estudo de
TARAWNEH et al. (2011), os niveis plasmaticos de VILIP-1 também se mostraram mais altos
em pacientes com Alzheimer leve em comparacdo aos controles. Contudo, essa diferenca se
mostrou mais marcante no LCR do gque no plasma. No entanto, ndo ha estudos quantificando a

concentragdo de VILIP-1 em amostras de soro ou LCR de individuos infectados por HTLV-1.



19

1.3.2 STREM-1

O receptor de disparo expresso em células mieloides do tipo 1 (TREM-1) é uma
glicoproteina pertencente & familia das imunoglobulinas, sendo expresso na membrana de
mondcitos/macrdfagos e neutréfilos. Sua forma solivel (STREM-1) pode ser dosada em fluidos
bioldgicos, tais como soro, LCR, escarro, urina e liquido pleural (BOUCHON; DIETRICH,;
COLONNA, 2000). A expressdo de STREM-1 é aumentada em casos de infec¢cdes bacterianas,
sendo regulado positivamente pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS), mas é pouco expresso
em doengas inflamatérias ndo infecciosas (COLONNA; FACCHETTI, 2003). A estimulagéo
de TREM-1 ativa a secrec¢do de IL-8 e também induz a degranulacdo em neutrofilos, enquanto
ativa a secrecdo de TNF-a, da proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), e de IL-8 em
mondcitos. No citoplasma, TREM-1 induz a mobilizagdo de Ca®* e a fosforilagdo da quinase
relacionada ao sinal extracelular 1 (ERK1), ERK2, e fosfolipase Cy, e se associa a molécula
adaptadora transmembranar DAP12. Assim, TREM-1 é capaz de modular a ativacao e respostas
inflamatdrias de neutrofilos e mondcitos (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000;
GINGRAS; LAPILLONNE; MARGOLIN, 2002).

STREM-1 é fundamental em respostas inflamatérias mediadas por células mieloides, e
avia TREM-1/DAP12 afeta tanto as respostas imune inata e adaptativa, além de ser um possivel
marcador de doencas infecciosas como a sepse, a meningite bacteriana, e infeccdes pulmonares
(CAO; GU; ZHANG, 2017). Duas hipdteses tém sido elaboradas quanto a origem de secrecéao
de STREM-1: pela tradugdo de uma variante alternativa de splicing de mRNA, ou pela clivagem
proteolitica TREM-1 expresso na superficie celular (Figura 5). Contudo, tem sido evidenciado
gue STREM-1 ndo apresenta os dominios intracelular e transmembranar, o que fortalece a teoria
de que TREM-1 seria clivado a partir da superficie celular (KLESNEY-TAIT; TURNBULL;
COLONNA, 2006; ZHANG et al., 2011).
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Figura 5 — TREM-1 e sSTREM-1 na inflamacao.
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Legenda: TREM-1 amplifica a sinalizacdo de receptores Toll-like (TLR), mediando as respostas inflamatérias
(esquerda). A forma soltvel de TREM-1 (STREM-1) pode ser gerada a partir da clivagem proteolitica ou através
da traducdo de mRNAs de TREM-1 gerados por splicing alternativo. Quando STREM-1 ¢ liberado no soro, este
se liga ao(s) ligante(s) de TREM-1 disponiveis, evitando assim a amplificacdo do sinal inflamatorio e, portanto,
contendo a inflamacéo (direita).

Fonte: KLESNEY-TAIT (2006).

O sTREM-1 tem sido apontado como um regulador negativo da inflamacdo, pois a sua
associacdo aos ligantes de TREM-1 impede o engajamento deste na membrana de células e,
consequentemente, a ativacao celular, apresentando assim um papel anti-inflamatério (GIBOT;
MASSIN, 2006). sTREM-1 tem sido avaliado como uma provavel biomarcador de gravidade
na sepse associada aos quadros de infecces pulmonares, abdominais e de septicemia (ZHANG
et al., 2011). Esses autores mostraram que 0s niveis séricos de STREM-1 foram maiores em
pacientes com sepse grave, que foi caracterizada por choque séptico, em relagédo aos individuos
com sepse somente. Com isso 0s niveis de STREM-1 poderiam servir para prognéstico e
diagnostico precoce de algumas doencas infeciosas, tais como derrame pleural infeccioso,
meningite bacteriana, infec¢es pulmonares, e micoses sistémicas. Além disso, STREM-1 se
mostrou um biomarcador mais sensivel e especifico que as ja conhecidas proteina C reativa e
procalcitonina (CAO; GU; ZHANG, 2017).

A quantificacdo de STREM-1 no LCR pode apresentar valor prognostico e diagnostico
na meningite bacteriana em adultos, além de se somar aos marcadores tradicionais de meningite
bacteriana no LCR. No estudo de DETERMANN et al. (2006), foram avaliados os niveis de
STREM-1 em pacientes com meningite viral (virus herpes simples, virus varicela-zoster, e virus
Epstein-Barr), meningite bacteriana (meningite pneumocaocica, meningocdcica, além de outros
patdgenos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Estreptococos), e em controles saudaveis submetidos

apuncéo lombar. Niveis mais altos de STREM-1 foram observados em pacientes com meningite
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bacteriana em relacdo aos quadros virais, e tais niveis elevados de STREM-1 se mostraram
associados ao 6bito destes individuos.

1.3.3 STREM-2

O receptor de disparo expresso em células mieloides do tipo 2 (TREM-2) é um receptor
expresso na superficie de algumas células mieloides do sistema imune inato, incluindo
micrdglia, macrofagos, células dendriticas derivadas de mondcitos e osteoclastos. No SNC,
TREM-2 é expresso especialmente na microglia e regula a producéo de citocinas inflamatorias,
a fagocitose de neurdnios em apoptose e a sobrevivéncia celular (BOUCHON; DIETRICH,;
COLONNA, 2000).

TREM-2 é um receptor de membrana e esta associado a proteina adaptadora DAP12,
que fornece um sinal intracelular por meio de um motivo de ativagao baseado em imunoreceptor
de tirosina (ITAM). O gene TREM-2 possui trés transcritos alternativos distintos. O transcrito
TREM-2 canbnico, que € o mais longo, possui cinco exons, sendo que o exon 4 codifica para
um dominio transmembrana. A geracdo da forma soltvel de TREM-2 (sTREM-2) ocorre por
clivagem proteolitica da isoforma ancorada a membrana celular, sendo esta clivagem realizada
por enzimas do tipo desintegrina A e metaloproteinase (ADAM), incluindo ADAM10 e
ADAML17, o que libera o ectodominio de TREM-2 e de um fragmento C-terminal, que € clivado
pela y-secretase para gerar um dominio intracelular de TREM-2 (ZHONG; CHEN, 2019).

MutacBes nos genes TREM-2 ou DAP-12 estdo associadas a doenca de Nasu-Hakola,
um distarbio genético caracterizado por deméncia pré-senil fatal e cistos 6sseos. Os achados
neuropatologicos dessa doenca incluem perda de mielina e de axénios no cerebro, astrocitose
reativa, e ativacao microglial (PICCIO et al., 2008). Embora TREM-1 e TREM-2 sinalizem via
DAP12, a estimulacdo destes receptores apresenta efeitos distintos na sinalizacdo em resposta
ao LPS. Enquanto a ativacdo de TREM-1 promove a sinalizagdo pré-inflamatoria e a producao
de citocinas em resposta ao LPS, a ativacdo de TREM-2 suprime esses efeitos induzidos por
LPS (WALTER, 2016). Alem disso, foi visto que TREM-2 suprime respostas inflamatorias e
participa na regulacdo das vias fagociticas, que sdo responsaveis pela remocdo de detritos
neuronais (JIANG et al., 2013).
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STREM-2 pode ser detectada no LCR e no soro, e niveis elevados tém sido descritos no
LCR de pacientes com esclerose multipla e outras doencas neuroinflamatorias em comparagéo
com doencas neuroldgicas ndo inflamatorias. Tem sido sugerido que a liberacdo de STREM-2
representa um mecanismo de regulacao negativa dos receptores TREM-2 (KLESNEY-TAIT,;
TURNBULL; COLONNA, 2006). Além disso, o receptor TREM-2 também foi detectado em
mondcitos do LCR, e em macrdfagos "espumosos” (foam cells) carregados de mielina em
biopsias de lesdes ativas da medula espinhal de pacientes com esclerose multipla. Acredita-se
que estes macrdfagos sejam importantes na resolugdo da inflamacdo do SNC. Dessa forma,
evidéncias apontam um possivel papel de TREM-2 e de STREM-2 em doencas inflamatorias
do SNC, principalmente na esclerose multipla (PICCIO et al., 2008). Uma vez que TREM-2
desempenha um papel anti-inflamatério, a regulacdo negativa mediada por STREM-2 poderia
inibir a funcdo de TREM-2, levando a inflamacéo e neurodegeneracéo.

A esclerose multipla é uma doenca cronica, inflamatdria e desmienilizante do SNC, e
no seu decorrer se observam lesfes do tecido nervoso por células imunes autorreativas, que
promovem danos aos axénios e desmielinizacdo. As alteracfes do SNC observadas na esclerose
maultipla ao longo do tempo tornam-se dominadas pela ativacdo microglial ligada uma extensa
e crbnica neurodegeneracdo. PICCIO et al. (2008) quantificaram e compararam os niveis de
STREM-2 no LCR de individuos com as formas recorrente-remitente (RR) e progressiva
primaria (PP) da esclerose multipla, outras doencas neuroldgicas inflamatérias (ODNI), como
meningite viral, encefalite, neurite dptica, neuromielite dptica e encefalomielite disseminada
aguda, e doencas neuroldgicas ndo inflamatorias (DNNI), como dor de cabeca, doenca
degenerativa do disco, hidrocefalia de pressdo normal, disturbio convulsivo e acidente vascular
cerebral. Os niveis de STREM-2 no LCR de individuos com esclerose maltipla RR e PP, e de
individuos com ODNI foram mais elevados em comparacgdo aos de individuos com DNNI. No
entanto, os niveis de STREM-2 no soro ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Em outro
estudo, STREM-2 no LCR de pacientes com esclerose maltipla RR e PP foram maiores em
comparacdo com grupo controle (OHRFELT et al., 2016). No entanto, ndo ha estudos

demonstrando os niveis de STREM-2 em individuos infectados por HTLV-1.
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1.3.4 Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF é membro da familia das neurotrofinas, que sdo fatores de crescimento e que
incluem o fator de crescimento neuronal (NGF), a neurotrofina (NT)-3 e a NT-4/5, que
influenciam a proliferacdo neuronal, diferenciacdo, plasticidade, sobrevivéncia e morte de
células neuronais nos sistemas nervoso central e periférico. BDNF tem varios papéis no sistema
nervoso, e controla conexdes sinépticas, a liberacéo de neurotransmissores, o potencial de longo
prazo de neur6nios no SNC de adultos, a plasticidade sinaptica, e a estrutura de sinapses. Esses
efeitos ocorrem por meio de eventos de sinalizacéo, iniciados por interacdes entre BDNF e seu
receptor de tirosina quinase B (TrkB) (LEE et al., 2001; MIZUNO et al., 2003; SONG;
MARTINOWICH; LEE, 2017; YAMADA; MIZUNO; NABESHIMA, 2002).

O BDNF é expresso no SNC, sendo encontrado em altas concentra¢cdes no hipocampo,
cortex cerebral, mesencéfalo, amigdala, hipotalamo, corpo estriado, ponte e medula oblonga
(bulbo) (Figura 6), e esta envolvido na plasticidade sinaptica e na sinaptogénese do hipocampo,
que é uma regido do cérebro responsavel pela aquisicdo e consolidacdo da memoria. A reducéo
na producdo e secre¢do de BDNF foram demonstradas em doengas neurodegenerativas como a
doenga de Alzheimer e a sindrome de Parkinson. O BDNF é produzido pré-sinapticamente nos
corpos celulares dos neurbnios sensoriais projetados no corno dorsal, enquanto que no
hipocampo é produzido predominantemente pelos dendritos pés-sinapticos (CHAO, 2003;
TROMBETTA et al., 2020). No sangue, BDNF esta presente em plaquetas, e é produzido por
células do endotélio vascular e por células mononucleares. Além disso, células do tecido
coronario e pulmonar também expressam BDNF e o receptor TrkB (KAESS et al., 2015;
NAKAHASHI et al., 2000; TROMBETTA et al., 2020). BDNF também ¢é secretado pela
micrdglia, e estd envolvido na modulacdo da dor, e contribui diretamente na remodelacéo
sinaptica associada a aprendizagem e memoria. A remocdo do BDNF na microglia de
camundongos adultos jovens, por exemplo, reduz o desempenho em tarefas de aprendizado

motor e em outros paradigmas do aprendizado (PARKHURST et al., 2013).
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Figura 6 — Encéfalo e medula espinhal.
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Fonte: SOBOTTA, R. Putz e R. Pabst. Atlas de Anatomia Humana. 20.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2000.

O BDNF ¢ a neurotrofina predominante no cérebro, sendo sintetizado como precursor
pr6-BDNF, que é posteriormente clivado para a liberagdo da forma ativa. Assim, o BDNF ativo
liga-se preferencialmente ao receptor TrkB, ativando as vias de sinalizacdo como a da proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK), fosfolipase Cy e a via da fosfatidilinositol-3 quinase.
Tais vias de sinalizacdo regulam a transcricao e traducado de proteinas essenciais a sobrevivéncia
e diferenciacdo neuronal, aprendizagem e formacdo de memodria no hipocampo (Figura 7)
(LICZNERSKI; JONAS, 2018).

O BDNF promove a sobrevivéncia celular e plasticidade sinaptica pela ativacao do seu
receptor TrkB. No entanto, pr6-BDNF ao ligar o receptor p75 atua de maneira antagénica,
resultando em apoptose. Ambos estdo envolvidos em diferentes funcdes fisioldgicas. A
sinalizacdo via BDNF e TrkB tem sido associada a diversas doengas psiquiatricas e, portanto,
¢ amplamente estudada no contexto de esquizofrenia, autismo, depressdo ou transtornos de
ansiedade (AUTRY; MONTEGGIA, 2012). Recentemente, a existéncia de um polimorfismo
(ValesMet) no pro-dominio de BDNF tem implicado na complexa fisiopatologia das doencas
psiquiatricas, bem como de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, na qual
foi observado que atua na excitacdo sinaptica e integridade neuronal, e também modera o

declinio da memoria relacionado ao B-amiloide e atrofia do hipocampo (LIM et al., 2016).
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Figura 7 — BDNF e a ligacado do receptor TrkB.
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Legenda: A ligacdo do BDNF ao receptor TrkB ativa as cascatas de sinaliza¢do responsaveis pela sobrevivéncia
neuronal e plasticidade sindptica. Pro-BDNF liga ao receptor p75 e desencadeia depressdo de longo prazo e
apoptose. Sob estresse, incluindo estimulacéo sinéptica de alta frequéncia, Bcl-2 é recrutado para mitoc6ndrias
para diminuir a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentar a producdo eficaz de ATP; esse
processo induz a transcricdo de genes relevantes e traducéo de proteinas. O estresse agudo leve ou a atividade
sindptica de alta frequéncia recrutam e podem exigir a sinalizagcdo de BDNF durante o aprendizado e a formagéao
da memoria e para estratégias de enfrentamento com antidepressivos.

Fonte: LICZNERSKI (2018).

1.3.5 Fator de crescimento transformador g1 (TGF-p1)

O TGF-B1 € uma citocina com diferentes funcdes, podendo promover a sobrevivéncia
celular ou induzir a apoptose, estimular a proliferacédo e diferenciacao celular, e ainda estimular
ou inibir a inflamagé&o. Os efeitos de TGF-B1 dependem do tipo celular envolvido, do ambiente
celular, da duragdo e da concentracéo desta citocina. O TGF-B1 é a isoforma mais abundante e
é secretado por células T ativadas, células B, mondcitos, fibroblastos, células T reguladoras
(Treg), plaquetas, dentre outras (ROLLNIK et al., 1997), sendo considerada um potente fator
anti-inflamatorio, suprimindo a proliferacdo e modulando a diferenciacdo de células T (CHIN
et al., 2004; GORELIK; FLAVELL, 2002; LIENART et al., 2018, MARTELOSSI
CEBINELLI et al., 2016).

Além disso, TGF- regula a angiogénese por diferentes mecanismos, estando envolvido,

por exemplo, na formacao e maturacdo de vasos sanguineos, pela alteracdo de duas cascatas de
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sinalizagdo com efeitos opostos (ALK1 e ALKS5). Da mesma forma, TGF-§ pode autorregular
a expressdo do seu gene, e regula positivamente a expressao de outros fatores angiogénicos,
tais como o fator de crescimento derivado de plaquetas (FCDP), IL-1, o fator de crescimento
de fibroblastos basicos (FCFb) e TNF-a. Mutagdes genéticas em componentes de sinalizacdo
de TGF-p estdo associadas a doencas vasculares em humanos, como, por exemplo, a sindrome
de Osler-Rendu-Weber (GUERRERO; MCCARTY, 2017).

O TGF-B exerce efeitos pleiotropicos em processos de cicatrizacdo, regulando a
proliferacdo e migracdo celular, diferenciacdo, producdo de matriz extracelular e a modulacéo
imunolégica. A superexpressdo de TGF-B1, por exemplo, induz fibrose renal, enquanto a sua
inibicdo, ou de suas vias de sinalizacdo, limita substancialmente a fibrose renal, indicando que
TGF-B1 ¢ o principal fator promovendo a fibrose na maioria das formas de doenca renal cronica
(LICHTMAN; OTERO-VINAS; FALANGA, 2016; LOBODA et al., 2016).

A infeccdo por HTLV-1 induz a proliferacdo de células T. Por outro lado, também se
observa um aumento da expressdao de TGF-B1 por Tregs, que tem como papel suprimir a
proliferacdo de células T. Contudo, a infec¢do por HTLV-1 induz a ativacdo de células T por
uma via néo sensivel a TGF-p1 (HOLLSBERG; AUSUBEL; HAFLER, 1994). A proliferacéo
de células T pode ser fortemente suprimida por TGF-B1 durante a fase G1 do ciclo celular, e
este mecanismo parece envolver a inibicdo de quinases do ciclo celular que fosforilam a
proteina do retinoblastoma (pRb), um regulador da progressao do ciclo de G1 para a fase S.

A proteina Tax de HTLV-1 é capaz de inibir a sinalizacdo por TGF-B1. No entanto, o
potencial ativador da sinalizacdo de TGF-p pela proteina viral HBZ predomina sobre o efeito
supressor de Tax, o que explica porque mais da metade de linhagens celulares derivadas de
casos de ATLL expressam FoxP3, e o fato da proporc¢ao de Tregs FoxP3* ser maior em células
T CD4 Tax" derivadas de portadores de HTLV-1, especialmente na HAM/TSP (ARNULF et
al., 2002; ZHAO et al., 2011). Na infecgdo por HTLV-1, TGF-B tem um papel fundamental na
tolerancia imunologica, mantendo a expressdo de FoxP3 em Tregs, mas também promovendo
a suscetibilidade de células T efetoras a supressdo mediada por Tregs (MARIE et al., 2005).

As proteinas Smads sdo mediadoras da sinalizagcdo TGF-B1, e traduzem o sinal de TGF-
B na superficie celular para a regulacéo génica no nacleo. TGF-B1 se liga ao receptor do tipo 1
TGF-BRI. Este receptor propaga a sinalizagdo através da ativagdo e fosforilacdo de proteinas
citoplasmaticas da familia SMAD, conhecidas como RSMADs, SMAD2 e SMAD3. A
fosforilagdo de RSMADs permite a sua interagdo com co-SMAD (SMAD4) formando um
complexo, e juntos se acumulam no ndcleo para regular a transcricdo de genes alvo com o

recrutamento de coativadores, como CBP/p300, ou negativamente por recrutamento direto de
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histona deacetilases ou cossupressores, tais como c-Ski e SnoN (JANKNECHT; WELLS;
HUNTER, 1998; KIMURA; MATSUO; RICARTE-FILHO, 2007; ZHAO et al., 2009).

Tax de HTLV-1 é uma proteina multifuncional conhecida por sua capacidade de ativar
ou silenciar a transcricdo de genes celulares. Tax por exemplo inibe a expressao de FoxP3 e a
ativacéo transcricional dos promotores Smad7 e do receptor de TGF-B1 tipo Il (TGF-BRII). A
expressdo desses genes foi drasticamente reduzida em células T de pacientes com HAM/TSP,
e a expressdo de TGF-BRII, bem como a inducdo de FoxP3, correlacionaram negativamente
com a carga proviral de HTLV-1. Dessa forma, € possivel que a desregulacdo da sinalizacédo de
TGF-p induzida pela infeccdo viral impeca a expressao de genes alvo de TGF-B (Figura 8),
como, por exemplo, de FoxP3 (GRANT et al., 2008).

Pacientes com HAM/TSP apresentam um disturbio inflamatorio crénico caracterizado
pelo acimulo de células T CD4" e T CD8" ativadas. As células T CD4*CD25" de pacientes
com HAM/TSP apresentam um fenétipo ativado marcado pela expressdo diminuida de
CD45RA em conjunto com a expressao aumentada de IL-2 e IFN-y em comparacdo com células
T CD4"CD25" de individuos saudaveis (YAMANO et al., 2005).

Figura 8 — Sinalizacédo de TGF-g1.
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Legenda: Diagrama esquematico da via de sinalizacdo de TGF-B. Tax de HTLV-1 € capaz de inibir a expressdo
de genes dependentes de TGF-p ao induzir a ativagdo do promotor Smad7, composto por Smad3/4, que se ligam
a elementos responsivos a TGF-B. O gene smad7 € um alvo de TGF-B que funciona de maneira negativa dominante
para bloquear a sinalizagdo subsequente por TGF-B, suprimindo a ativacdo de NF-xB e a produgdo de citocinas
inflamatorias.

Fonte: GRANT (2008).
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Como abordado, a esclerose multipla é uma doenca inflamatoéria crénica do SNC
resultante da acdo de células T autorreativas. O TGF-f1 tem como fungéo a supressdo destas
respostas autorreativas, seja como mediador soltvel ou como uma molécula efetora ligada a
membrana de células Treg CD4"CD25*. MEOLI et al. (2011) demonstraram que a via de
sinalizacdo de TGF-B1 se apresenta alterada em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de pacientes com esclerose multipla em comparacdo com individuos saudaveis. Nestes
pacientes, Smad7 e p21 apresentaram baixos niveis de expresséo, refletindo assim a reducdo do
controle transcricional de TGF-B1. Por sua vez, ROLLNIK et al. (1997) quantificaram os niveis
de TGF-B1 ativo e total no soro e LCR de pacientes com esclerose multipla, em individuos
saudaveis e em pacientes com outras doencas neuroldgicas ndo inflamatérias (cefaleia, dor
lombar, convulsdes ndo epilépticas, distarbios de fungdo motora, e distirbios psiquiatricos). Foi
observado que TGF-B1 ativo estava reduzido no soro de pacientes com esclerose mdaltipla. Por
outro lado, TGF-B1 total se encontrava elevado no LCR destes individuos em comparag¢éo com
outras doencgas neuroldgicas ndo inflamatérias. Além disso, os niveis aumentados de TGF-p1
ativo no LCR correlacionaram positivamente com a duracdo da exacerbacao aguda da esclerose
maltipla, indicando que TGF-B1 desempenha um papel importante na limitacdo da resposta

imune patoldgica na esclerose multipla.

1.3.6 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF é um fator crucial na angiogénese e na vasculogénese. VEGF pertence a uma
familia de fatores de crescimento que incluem VEGF-A, B, C, D, e o fator de crescimento da
placenta (FCP). Este fator foi inicialmente descrito pela funcdo reguladora da permeabilidade
das células endoteliais vasculares. Além disso, VEGF é um fator angiogénico fundamental no
desenvolvimento e manutencdo vascular de todos os 6rgaos. VEGF também é importante no
recrutamento de monaocitos/macréfagos, manutencao das fungdes de barreira renal e pulmonar,
e na neuroprotecdo. Além de seu papel na regulagdo da proliferacdo de células endoteliais,
migrac&o, e sobrevivéncia celular, os receptores de VEGF também estdo localizados em muitas
células ndo endoteliais e atuam por meio de vias autrdcrinas para regular a sobrevivéncia e
funcdo celular (BREEN, 2007; FERRARA; ADAMIS, 2016).

Apesar da importancia do VEGF na homeostase vascular, atuando em diversas células

e tecidos, foi demonstrado que este fator também desempenha um papel no crescimento e
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metastase de tumores, e na retinopatia em doengas oculares ofuscantes, incluindo degeneracéo
macular relacionada a idade (DMRI), retinopatia diabética e hipertensiva (ADAMIS; SHIMA,
2005; MELINCOVICI et al., 2018).

Membros da familia VEGF ligam-se a receptores do tipo tirosina quinases da superficie
celular, denominados VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3. Diferentes membros se ligam aos
receptores n&o tirosina quinase, como as neuropilinas 1 e 2, que atuam como correceptores para
VEGFRs. VEGFR-1 é expresso em progenitores endoteliais e monacitos, e liga VEGF-A,
VEGF-B e FCP-1 e 2, promovendo o recrutamento dessas células. O receptor VEGFR-2 por
sua vez é expresso em quase todas as células endoteliais, ligando VEGF, VEGF-C, VEGF-D e
VEGF-E. A transdugéo de sinais por VEGFR-2 indica o seu papel na regulacgao da proliferacéo,
migracao e sobrevivéncia das células endoteliais. Por outro lado, a expressdo de VEGFR-3 se
limita ao endotélio linfatico. No entanto, VEGFR-3 também pode ser expresso em vasos
sanguineos associados a tumores, sendo capaz de ligar VEGF-C e VEGF-D, e acredita-se que
este facilite a formacdo de vasos linfaticos (Figura 9) (LANGE et al., 2016; NILSSON;
HEYMACH, 2006).

O VEGF é um dos fatores mais importantes envolvidos na angiogénese tumoral, pois
aumenta a permeabilidade vascular, facilitando a disseminac¢do do tumor pela circulagéo, e
proporcionando uma maior entrega de oxigénio e nutrientes; VEGF recruta células precursoras
endoteliais circulantes e atua como um fator de sobrevivéncia para vasos sanguineos tumorais
imaturos. Dessa forma, o bloqueio da sinaliza¢do por VEGF tem sido sugerido como estratégia
terapéutica promissora na inibi¢do da angiogénese e do crescimento tumoral, e inclui o uso de
anticorpos monoclonais neutralizantes anti-VEGF, antagonistas de VEGFR, formas sollveis de
receptores, mutantes antagonistas de VEGF e inibidores de VEGFR (GOEL; MERCURIO,
2013; MOREIRA; FERNANDES; RAMOS, 2007).

VEGF possui dois papéis importantes no desenvolvimento do SNC: a formag&o de vasos
sanguineos, e a orientacdo da migracdo neuronal e de localizacdo do trajeto axonal. VEGF &
secretado por células do tubo neural, e primeiramente induz a formagdo de um plexo vascular
perineural e em seguida, no desenvolvimento, coordena o crescimento interno dos brotos de
vasos no tubo neural para a formagdo da vasculatura do parénquima cerebral (MACKENZIE;
RUHRBERG, 2012; QUAEGEBEUR; LANGE; CARMELIET, 2011; RUIZ DE
ALMODOVAR et al., 2009).
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Figura 9 — Transducao de sinal por meio da familia VEGF.
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Legenda: Os membros da familia VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, e FCP) se ligam a
trés receptores do tipo tirosina-quinases (VEGFR), ocorrendo a dimerizacdo, autofosforilacdo do receptor e
subsequente ativacdo de vias de transducao de sinais. A transducdo do sinal de VEGFR2 é mostrada. A ligagdo do
ligante ao VEGFR?2 ativa moléculas de transducéo de sinal como fosfolipase Cy (PLCy), PI3K, Akt, Ras, Src e
MAPK, regulando a proliferagéo celular, migracdo, sobrevivéncia, e permeabilidade vascular.

Fonte: NILSSON (2006).

Além de estar associado a doengas como o cancer, VEGF também tem papel em doencas
neuroldgicas como a esclerose lateral amiotréfica, uma doenca caracterizada pela degeneragéao
progressiva dos neurénios motores na medula espinhal, do tronco encefélico e do cértex motor,
levando a paralisia. Em humanos um unico polimorfismo nucleotidico (-2578AA) no gene
VEGF est associado a baixos niveis deste fator, aumentando a suscetibilidade a esclerose
lateral amiotrofica (LAMBRECHTS et al., 2009). Baixos niveis de VEGF sdo um fator de risco
para o desenvolvimento desta doenca, pois prejudicam a perfusdo da medula espinhal e causam
isquemia cronica dos neurdnios motores, e priva celulas dependentes de VEGF de sinais
neuroprotetores para a sobrevivéncia. Ambos 0s mecanismos podem contribuir para a
degeneracdo progressiva dos neurénios motores, causando a fraqueza e paralisia muscular
(LANGE et al., 2016; ROBBERECHT; PHILIPS, 2013).

O VEGF desempenha fungdes em vérias doencas neurologicas como, acidente vascular
cerebral, trauma, epilepsia e esclerose multipla. Niveis elevados de VEGF contribuem para o
desenvolvimento de doengas neuroldgicas ao induzir a quebra da barreira hematoencefalica e

extravasamento vascular, expondo o cérebro a substancias nocivas do sangue e aumentando o
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influxo de células inflamatorias, e potencialmente exacerbando a hipdxia, 0 que pode aumentar
mais ainda a secre¢do de VEGF (LANGE et al., 2016).

BAZARBACHI et al. (2004) mostrou que o soro de pacientes com ATLL ou HAM/TSP
apresentam niveis elevados de VEGF e do fator basico de crescimento de fibroblastos (b-FGF)
em comparagdo com individuos néo infectados, e suficientes para induzir angiogénese. Células
transformadas por HTLV-1 secretam VEGF e b-FGF, e induzem angiogénese in vitro, através
da ativacdo transcricional induzida pela proteina viral Tax. Logo, é possivel que a
permeabilidade alterada dos vasos e a ativacdo de células endoteliais estejam envolvidas na
patogénese da HAM/TSP, em um mecanismo semelhante a angiogénese, que desencadeado por
células infectadas por HTLV-1, pode ser regular a passagem de células infectadas através da
barreira hematoencefalica para 0 SNC (SAITO et al., 2004).

1.3.7 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é um mediador soltvel com efeito pleiotropico na regulacdo imunoldgica, na
hematopoese, inflamacdo e oncogénese. Em eventos de estresse, tais como lesdes teciduais ou
infecgBes, a IL-6 € gerada imediatamente por células imunes inatas, incluindo mondcitos,
macrofagos, e células dendriticas, pela estimulacao de receptores de reconhecimento de padrées
moleculares associados a patogenos (PAMPSs). A 1L-6 também sinaliza alerta em caso de dano
aos tecidos. Os padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), que sdo liberados de células
danificadas ou em processo de morte em processos inflamatorios nédo infecciosos, tais como
gueimaduras ou traumas, promovem a inflamacéo direta ou indiretamente. Durante operacdes
cirurgicas estéreis, 0 aumento nos niveis séricos de IL-6 precede a elevagdo da temperatura
corporal e da concentracdo sérica de proteina de fase aguda (AKIRA; TAGA,; KISHIMOTO,
1993; NISHIMOTO et al., 1990; TANAKA et al, 2016; TANAKA; NARAZAKI;
KISHIMOTO, 2018).

Além de celulas imunes, células mesenquimais, endoteliais, fibroblastos, dentre outras
estdo envolvidas na producdo de IL-6 em resposta a diferentes estimulos (AKIRA; TAGA,
KISHIMOTO, 1993). Foi demonstrado que uma grande variedade de fatores de transcri¢do
regula a transcricdo génica de IL-6, e elementos cis-reguladores sdo encontrados na regido 5’
que flanqueia o gene da IL-6 humana, tais como sitios de ligacdo para o NF-kB, a proteina de
especificidade 1 (PS1), fator nuclear IL-6 (NF-IL6) (também conhecido como CAAT/proteina
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de ligacdo de intensificador ), a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator regulador de interferon
1 (IRF1). A ativacdo de elementos reguladores em cis por estimulagdo com IL-1, TNF, e ligacéo
de receptores Toll-like (TLR) leva a ativacdo do promotor de IL-6 (AKIRA; KISHIMOTO,
1992; LIBERMANN; BALTIMORE, 1990; MATSUSAKA et al., 1993)

Um achado interessante é que alguns produtos virais aumentam a atividade de ligacéo
de NF-xB e NF-IL6 ao DNA, resultando em um aumento na transcri¢gdo de mRNA de IL-6. Um
exemplo deste fenbmeno € a interacdo entre NF-xB e a proteina Tax de HTLV-1, que aumenta
a producdo de I1L-6 (BALLARD et al., 1988; LEUNG; NABEL, 1988). Outro exemplo é o
aumento da atividade de ligacdo de NF-kB e NF-IL-6 ao DNA proporcionada pela proteina
transativadora (Tat) de HIV-1 (AMBROSINO et al., 1997; SCALA et al., 1994).

O receptor de 1L-6 (IL-6R) apresenta duas cadeias e esta associado a uma cascata de
sinalizacdo subsequente. IL-6R apresenta uma forma transmembrana e outra soltvel (sIL-6R),
e interage com a gp130, constituindo a cadeia de transducgédo de sinal (Figura 8). Ambas as
proteinas pertencem a familia de receptores de citocinas com motivo Trp-Ser-X-Trp-Ser (HIBI
et al., 1990; YAMASAKI et al., 1988). O sIL-6R, que ndo possui a regido intracitoplasmatica,
estd presente no soro humano e, apos ligacdo de IL-6, o complexo resultante induz a via de
sinalizacdo em células expressando gp130 (Figura 10) (NARAZAKI et al., 1993). O efeito
pleiotrdpico de IL-6 deriva da ampla expressédo de gp130, presente em diferentes tipos celulares
(TAGA; KISHIMOTO, 1997). Apos a ligacdo entre IL-6 e IL-6R, este complexo induz a
homodimerizacdo de gp130, disparando a cascata de sinalizacdo (MURAKAMI et al., 1993).

Dessa forma, a IL-6 contribui com a resposta imune do hospedeiro na fase aguda da
infecgdo, e niveis elevados de IL-6 no soro retornam a niveis normais ap6s encerrado o evento
inflamatério. No entanto, em doencas inflamatorias cronicas, como por exemplo a artrite
reumatoide, niveis séricos de IL-6 estdo persistentemente aumentados (WAAGE et al., 1989).
A IL-6 também é importante nas respostas imunes adaptativas, promovendo a diferencia¢do das
células T e B, além de regular a diferenciacdo de células T CD4" imaturas em populacdes
efetoras (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2018).
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Figura 10 — Transsinalizacao de IL-6.
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Legenda: A IL-6 se liga ao receptor IL-6R que possui duas formas: IL-6R transmembrana e IL-6R sollvel. IL-
6/IL-6R induz a homodimerizacdo de gp130 e dispara a sinalizacdo de IL-6. IL-6/sIL-6R pode também formar um
complexo com gp130 transmembrana. Por outro lado, a gp130 soltvel se liga ao complexo IL-6/sIL-6 e inibe sua
ligacdo ao gp130 transmembrana.

Fonte: MIHARA et al. (2012).

As células da glia e neurdnios também expressam IL-6 e IL-6R em varios niveis no
cérebro. A IL-6 no SNC é regulada positivamente sempre que a inflamacao é esperada, como
apos processos infecciosos e de lesdo no SNC. A IL-6 tem sido relacionada a diferentes doencas
neuroldgicas. Na esclerose multipla, IL-6 influencia a funcéo de células T, induzindo a sua
proliferacdo e infiltracdo no SNC pela regulacdo positiva de VCAM-1 em células endoteliais
vasculares. Na presenga de TGF-B, também induz a diferenciacéo de células T em células Th17,
que secretam IL-17 que por sua vez estimula a producédo de IL-6 em astrdcitos, em um ciclo de
regulacéo positiva. Além disso, o contato entre células T e astrdcitos induz a produgéo de IL-6,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de oxido nitrico (NO) nestes ultimos, que contribuem
para danificar a bainha de mielina e os neurdnios, levando a paralisia ascendente e, na presenga
de 1L-23, ao pleno desenvolvimento de esclerose multipla (FREI et al., 1991; LINKER et al.,
2008; MAIMONE; GUAZZI; ANNUNZIATA, 1997; MALMESTROM et al., 2006; SERADA
et al., 2008).

Na doencga de Alzheimer, o peptideo B-amiloide (AP) produzido pela clivagem da
proteina precursora de amiloide (APP), induz a microgliose e a astrogliose, desencadeando a
producéo de IL-6 em ambos os tipos celulares, que regula positivamente a APP e hiperfosforila
a proteina Tau nos neurdnios. Com isso, AP se acumula no espaco extracelular formando placas

senis e induzindo a morte neuronal. No entanto, a IL-6 pode desempenhar um papel protetor,
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diferenciando a microglia em macré6fagos fagociticos capazes de degradar AR (ALTSTIEL,;
SPERBER, 1991; BAUER et al., 1991; HAMPEL et al., 2005). Além disso, a IL-6 também ¢
produzida e expressa no SNC em doencas infecciosas, como a meningite viral, e também em
pacientes com estagio avancado da infec¢do pelo HIV (FREI et al., 1988; LAURENZI et al.,
1990).

No estudo de NISHIMOTO et al. (1990), foram observados niveis aumentados de 1L-6
no soro de pacientes com ATLL e HAM/TSP na comparagdo com portadores assintomaticos
(AC) de HTLV-1 e individuos saudaveis. Além disso, a expressao da proteina viral Tax em
células infectadas induz a expressao IL-6R (HORIUCHI et al., 2006). Linhagens de células T
infectadas por HTLV-1, quando estimuladas por IL-6/sIL-6R, apresentaram ativacdo de STAT3
mediada por gp130, aumentando sua taxa de proliferacdo. Consequentemente, esta regulacao

favorece o crescimento de tumores e a transformacéo de células T por HTLV-1.

1.3.8 Fator de crescimento neuronal beta (B-NGF)

O B-NGF é uma neurotrofina com multiplas fungdes que atua no crescimento e na
sobrevivéncia neuronal, e tem um papel importante no desenvolvimento e nas fungdes dos
sistemas nervoso central (SNC) e periférico (SNP). NGF afeta o desenvolvimento de neurénios
sensoriais provenientes da crista neural no SNP, células neuronais colinérgicas do SNC, e
neurdnios simpaticos. Além de células neuronais, a expressdo de NGF foi detectada em células
da glia, na microglia, oligodendrdcitos e astrocitos. NGF promove a viabilidade neuronal,
porém induz a apoptose no envelhecimento e na neurodegeneracao, e esté ligado a patogénese,
etiologia e manifestacdes clinicas da doenga de Alzheimer (CIRULLI et al., 2000; HEESE et
al., 1997; XU; WANG,; JIN, 2016).

Além disso, exerce efeitos pleiotropicos em varias populagdes de células ndo neuronais,
pois também esta envolvido no crescimento e inflamacdo tumoral. Mastdcitos, linfocitos e
eosinofilos produzem, armazenam e liberam NGF, e receptores de alta e baixa afinidade sédo
amplamente expressos no sistema imunoldgico, indicando o potencial de resposta a essa
neurotrofina por via autocrina. O NGF influencia a diferenciacdo, a quimiotaxia e a liberacao
de mediadores de células inflamatorias, bem como a ativacdo de fibroblastos por meio de uma
rede complexa influenciada por outras citocinas proinflamatorias, e se encontra aumentado nos

fluidos biologicos em vérias doencas alérgicas, imunoldgicas e inflamatorias (CRISPOLTONI
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etal., 2017; FREUND-MICHEL; FROSSARD, 2008; LAMBIASE et al., 2004; OTTEN et al.,
1994).

O NGF consiste em trés subunidades, a, B, y, sendo a subunidade 3 responsavel pela sua
atividade biologica, e seus receptores TrKA e p75 N™® (Figura 11) produzem diferentes
respostas bioldgicas, incluindo apoptose, sobrevivéncia celular e inflamagdo (WIESMANN;
DE VOS, 2001). O NGF é o produto de um unico gene encontrado no cromossomo 1
(EDWARDS et al., 1988), que da origem a uma proteina precursora pro-NGF, clivada em uma
forma peptidica biologicamente ativa. O Pro-NGF é a forma priméria encontrada no cérebro
humano. O NGF liga-se ao seu receptor cognato da quinase A relacionada a tropomiosina
(TrkA) e ao receptor p75 pan-neurotrofina (p75 N™®). A ligacdo de NGF a TrkA ativa as vias de
sobrevivéncia, ativando Akt, enquanto pro-NGF e p75 NTR| juntamente com seus correceptores
sortilina e receptor homologo de neurotrofina 2 (NRH2) ativam a proteina quinase N-terminal
c-Jun (JNK) relacionada a apoptose celular. Por isso, tem sido sugerido que NGF apresenta um
potencial terapéutico para aumentar a sobrevivéncia e a neuroplasticidade na doenca de
Alzheimer (FAHNESTOCK et al.,, 2001; MURRAY, 2004; NYKJAER; WILLNOW;
PETERSEN, 2005; TUSZYNSKI et al., 1990, 2015; ULRICH et al., 1998).

A desregulacdo da sinalizacdo de NGF também foi associada a doenca de Alzheimer,
em que se observa um distdrbio no transporte retrogrado de NGF para determinadas regifes do
cérebro. Um novo tratamento para a doenca de Alzheimer inclui a estimulagdo dos receptores
de NGF por meio de infusdo de NGF, o que aumenta o fluxo sanguineo e a memdria episddica
verbal. Essas melhorias foram mais duradouras do que outros tratamentos para Alzheimer. Por
outro lado, a deplecdo de NGF em murinos adultos via expressdo de anticorpos transgénicos
anti-NGF levou ao declinio das células neuronais colinérgicas no hipocampo e no prosencéfalo
basal (RUBERTI et al., 2000). E também a eliminacdo de NGF em modelos murinos mostrou
levar a uma patogénese semelhante a da doenca de Alzheimer, como, por exemplo, a agregacdo
de AP, hiperfosforilagdo de Tau e mau funcionamento de sinapses. A suplementagdo com NGF
promoveu alteracGes na patologia de AP e suprimiu danos de memdria em modelos murinos da
doencga de Alzheimer (IULITA; CUELLO, 2014; ZHANG et al., 2011). Dessa forma, NGF foi

capaz de servir como um supressor confidvel da toxicidade celular desencadeada por Ap.
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Figura 11 — Receptor NGF ou Pré-NGF.
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Legenda: NGF se liga ao receptor TrkA e essa interacdo induz a ativagdo da via de sinalizacdo, que culmina na
sobrevivéncia celular. Quando pr6-NGF se liga a p75N™® pode levar a apoptose.
Fonte: BUDNI et al. (2015).

Doencas inflamatdrias e autoimunes, que se caracterizam por uma ativacdo anormal das
células do sistema imunoldgico e elevacdo dos niveis de citocinas, apresentaram um aumento
localizado do NGF em sitios de inflamacdo. Niveis aumentados de NGF foram inicialmente
encontrados no LCR de pacientes com esclerose multipla aguda, e foi demonstrado que o
aumento de NGF acompanha o curso da doenca (LAUDIERO et al., 1992). Os fluidos sinoviais
de pacientes com artrite reumatoide (ALOE et al., 1992; FALCINI et al., 1996) também sdo
caracterizados por uma concentracdo aumentada de NGF, e sua regulacdo positiva na sindvia
inflamada foi confirmada em estudos em diferentes modelos animais de artrite induzida (ALOE
et al., 1993). Pacientes com lUpus eritematoso sistémico exibem um aumento significativo na
concentracdo de NGF no soro (AALTO et al., 2002; BRACCI-LAUDIERO et al., 1993), que
se correlaciona com a atividade da doenca (BRACCI-LAUDIERO et al., 1996).

ALBRECHT et al. (2006) quantificaram os niveis de NGF no LCR de pacientes com
HAM/TSP e de grupo controle. Os niveis de NGF também foram determinados no LCR de
pacientes com sindrome motora cognitiva associada ao HIV e de individuos com diagnéstico
de doenca de Creutzfeldt Jakob (DCJ), que apresentaram niveis mais altos do que pacientes
com HAM/TSP. No entanto, nenhuma diferenca foi detectada na concentracdo de NGF no LCR

de pacientes com HAM/TSP em relagéo aos controles.
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1.3.9 Interleucina 18 (IL-18)

A IL-18 foi originalmente descrita como um fator indutor de IFN-y a partir das células
Thl (NAKAMURA et al., 1989). Atualmente, sabe-se que a IL-18 atua em células T ndo
polarizadas, células NK, células NKT, células B, células dendriticas e macrofagos para produzir
IFN-y na presenga de IL-12. Além disso, a IL-18 na auséncia de IL-12, mas em conjunto com
IL-2, induz a producéo de IL-3, IL-9 e IL-13 por células NK e NKT. Por outro lado, a IL-18
junto de IL-3 induz mastdcitos e baséfilos a produzirem IL-4 e IL-13. Portanto, a IL-18 é capaz
de estimular tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida (NAKANISHI, 2018;
NAKANISHI et al., 2001), e é classificada como um membro da familia IL-1, pois é
estruturalmente semelhante a IL-1p e a 1L-33, e semelhante também em termos de utilizacédo
de receptor e de processamento de citocinas (AREND; PALMER; GABAY, 2008; NOLAN;
GREAVES; WALDMANN, 1998).

A pré-1L-18, um precursor inativo de IL-18, é armazenada no citoplasma, sendo clivada
e processada pela caspase-1 em IL-18 biologicamente ativa. Depois de processada, a IL-18 é
secretada ou expressa de forma ligada a membrana. A producao de pré-I1L-18 foi observada em
diferentes tipos celulares, incluindo queratindcitos, células dendriticas, macrofagos, células de
Kupffer, astrocitos, microglia, células epiteliais intestinais e osteoblastos. O receptor de IL-18
(IL-18R) é encontrado nas células T, células NK, células B, macréfagos, neutréfilos, basofilos,
células endoteliais, células musculares lisas, condrécitos, queratindcitos, fibroblastos,
melandcitos e em diferentes células epiteliais (AIROLDI et al., 2004; GERDES et al., 2002;
GUTZMER et al., 2003; MOLLER et al., 2002; SIMS, 2002).

O inflamassoma é um complexo proteico que participa da resposta imune inata por meio
da ativacéo da caspase-1 (GUO; CALLAWAY; TING, 2015). A ativacao do inflamassoma €
iniciada pelo reconhecimento de estimulos, tais como PAMPs e DAMPs, através de receptores
de reconhecimento de padrbes (PRRs), tais como TLRs e receptores de oligomerizagdo do
dominio de nucleotideo (NOD) (KAWAMURA et al., 2014). A oligomerizagdo do dominio de
ligacdo de nucleotideos e do inflamassoma pela proteina 3 contendo dominio pirina da familia
de receptores do tipo NOD (NLRP3) induz a ativagdo da caspase-1 a partir da converséo de

pré-caspase-1 (Figura 12).
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Figura 12 — Estimulos de processamento de I1L-18.
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Legenda: Receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), reconhecem padrdes moleculares associados aos
patdégenos (PAMPs) e padrBes moleculares associados a danos (DAMPS), e induzem a oligomerizagdo do dominio
de nucleotideos e leucina-inflamassoma pela proteina 3 contendo dominio pirina da familia de receptores NOD
(NLRP3). A IL-18 ¢ processada e ativada por quinase, granzima B, proteinase-3 derivada de neutrdfilos, bem
como caspase-1 intracelular. Além disso, um heterodimero IL-18R esta ligado a via NF-kB.

Fonte: LEE et al. (2015).

A 1L-18 também é ativada por quinase de mastdcitos, granzima B, proteinase-3 derivada
de neutrofilos, bem como caspases (OMOTO et al., 2006). A caspase-8 ativa a IL-18 via
proteina associada a Fas com dominio de morte (FADD). O receptor de IL-18 (IL-18R) &€ um
heterodimero composto por cadeias a e B. A IL-18 ativada se liga a cadeia a do IL-18R, e a
cadeia B é entdo recrutada para formar um complexo de sinalizagdo composto por IL-18, IL-
18Ra e IL-18Rp. Depois de formar o heterodimero, o dominio do receptor Toll-IL-1 intracelular
(TIR) se liga ao fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e a quinase associada ao receptor
IL-1 (IRAK). Na via de sinalizacdo do NF-xB, o IRAK fosforilado se liga ao fator associado
ao receptor TNF 6 (TRAF6), que degrada o inibidor de kB (IkB). Posteriormente, 0 NF-xB é
ativado (BORASCHI; DINARELLO, 2006). Embora a sinalizacdo de MyD88-IRAK-TRAF6-
NF-xkB seja a principal via de sinalizacdo para IL-18, a IL-18 também atua por meio da
fosforilacéo do transdutor de sinal e do ativador da transcri¢do 3 (STATS3) e da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK) (LEE; CHO; PARK, 2015). Recentemente, a proteina de ligagdo
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aIL-18 (IL-18BP), um inibidor natural da IL-18, IL-18R solUvel e anticorpos monoclonais anti-
IL-18R foram desenvolvidos para o tratamento de doencas inflamatérias (BARKSBY et al.,
2007; DINARELLO et al., 2013). A IL-18BP por exemplo inibe a sinalizacdo por IL-18 por
ligacdo competitiva as cadeias de IL-18R (NOVICK et al., 1999). Assim, inibe a capacidade de
indugéo de IFN-y por IL-18, protegendo contra doengas como a hipersensibilidade de contato.

A IL-18 é geralmente expressa em uma variedade de doengas. Sua funcdo depende do
ambiente em que ocorre a sua liberacdo. A IL-18 em conjunto com IL-12 ou IL-15 aumenta a
resposta Thl, enquanto IL-18 sem IL-12 pode estimular respostas Th2, incluindo respostas
alérgicas. Na resposta Thl, a IL-18 induz a expressdo do ligante Fas nas células NK e de IFN-
vy via células T e células NK (NAKANISHI, 2018). Por outro lado, a combinacéo de I1L-18 com
IL-2 ou IL-4 aumenta a producdo de IL-4, 1L-13 e de imunoglobulina E (IgE) (MUHL;
PFEILSCHIFTER, 2004). Contudo, o desequilibrio nos niveis de IL-18 pode causar inflamacao
e doengas. A IL-18 tem sido implicada em doencas inflamatorias cutaneas, incluindo psoriase,
dermatite atdpica, urticaria, dermatite de contato, alopecia areata, alergia a medicamentos,
doenca do enxerto contra hospedeiro, lUpus eritematoso cutaneo, dentre outras (LEBRE et al.,
2003; NAKANISHI, 2018; PARK et al., 2004; WANG et al.,, 2008; WITTMANN;
MACDONALD; RENNE, 2009). As células residentes do SNC expressam IL-18 e caspase-1
constitutivamente, proporcionando assim uma resposta imune local dependente de IL-18 local.
Estudos recentes destacaram um papel crucial para IL-18 na mediacdo de neuroinflamacéo e
neurodegeneracdo no SNC sob condi¢bes patoldgicas, como infeccdo bacteriana e viral, doenca
desmielinizante autoimune e lesdes cerebrais hipdxicas-isquémicas, hiperoxicas e traumaticas
(FELDERHOFF-MUESER et al., 2005). BIDKHORI et al. (2020) avaliaram a expressao
génica e os niveis plasmaticos das citocinas IL-18, IL-12 e IFN-y em PBMCs de pacientes com
HAM/TSP, de portadores assintomaticos (ACs) de HTLV-1 e de individuos saudaveis. A
expressdo génica e os niveis plasmaticos de IL-18 foram menores no grupo infectado em relacao
ao grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre ACs e pacientes com
HAM/TSP. ROCHA-JUNIOR et al. (2012) avaliaram os polimorfismos no promotor da IL-18.
A baixa atividade do promotor tem sido associada aos alelos A e C nas posigdes —607 e —137,
respectivamente. Em contraste, uma maior atividade do promotor tem sido descrita para 0s
alelos C e G nessas posi¢@es. Nos individuos infectados por HTLV-1, foi observada uma maior
frequéncia do haplétipo -607A/-137G no promotor de IL-18 em relacéo ao grupo de individuos

néo infectados. Contudo, ndo foi observada associagcdo com o desenvolvimento da HAM/TSP.



40

1.3.10 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatdria secretada principalmente por células imunes
mas também por células endoteliais, midcitos cardiacos, neurdnios, adipécitos e fibroblastos
(GAHRING et al., 1996), sendo 0 membro prototipico de uma grande familia de citocinas que
regulam o sistema imune inato e adaptativo (AGGARWAL, 2003). O TNF-a. tem um papel
importante no desenvolvimento de varios disturbios inflamatérios. Ao se ligar a seus receptores,
TNF-a estimula a transcri¢do e a producdo da enzima IkB quinase, que ativa NF-kB. Quando
ativado, NF-kB é translocado para o nucleo celular, induzindo a expresséo de diversas proteinas
envolvidas nas respostas imunes (VITALE; RIBEIRO, 2007).

Além da forma solivel de TNF-o, a sua forma precursora transmembrana, que é
expressa como uma proteina de superficie celular do tipo I em macroéfagos, linfécitos ativados,
dentre outros tipos de células, também esta associada a resposta inflamatoria. O TNF-a
transmembrana atua como um ligante de receptores de TNF-o (TNF-R), ou ainda como
receptor, transmitindo sinais exdgenos para a célula. Portanto, considera-se que o TNF-a
transmembrana desempenha um papel critico na inflamagdo local (EISSNER; KOLCH;
SCHEURICH, 2004; MITOMA; HORIUCHI; TSUKAMOTO, 2004).

Apos ser processado por metaloproteinases, como a enzima conversora de TNF-a
(TACE) entre os residuos alanina e valina, a forma solivel de TNF-a € liberada e promove suas
funcdes bioldgicas através TNF-R1 e R2, também conhecido como TNFRSF1A ou CD120a, e
TNF-R2 conhecido também como TNFRSF1B ou CD120b, respectivamente. O TNF-a
transmembrana € capaz de ligar o TNF-R1 e R2, porém suas atividades bioldgicas sdo mediadas
principalmente por TNF-R2 (Figura 13) (BAZZONI; BEUTLER, 1996; PENNICA et al.,
1984).

TNF-R1 e R2 sdo expressos em quase todas as células nucleadas (VANDENABEELE
et al., 1995) na forma de trimeros pré-constituidos (CHAN et al., 2000). Ambos os receptores
de TNF séo capazes de se ligar as proteinas adaptadoras intracelulares, que levam a ativagéo de
processos complexos de sinalizacéo intracelular e promovem os diferentes efeitos desta citocina
(BRADLEY, 2008). As vias de sinalizacdo ativadas por TNF-R2, que é o receptor preferencial
para a forma transmembrana de TNF-a, S80 menos caracterizadas em comparacdo com as de
TNF-R1. No entanto, o TNF-R2 parece ter efeitos compartilhados e antagbnicos a TNF-R1, e
estd envolvido na patogénese de doencas inflamatérias (CARPENTIER; COORNAERT;
BEYAERT, 2004).
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Mondcitos e macrofagos sdo as principais fontes de sintese de TNF in vivo, embora
muitos outros tipos celulares também sejam capazes de produzir TNF em certas circunstancias.
O TNF atua como um coestimulador para células NK, linfécitos B e T ativados, e aumenta a
citotoxicidade de monacitos, neutréfilos e eosinéfilos na resposta contra patégenos (WAJANT;
PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). S&o de grande importancia os efeitos estimuladores nas
células endoteliais, resultando no aumento da expressdo de moléculas de adesdo, uma etapa
central para o recrutamento de células imunes, por exemplo, neutréfilos, linfocitos e mondcitos,
que, no caso do SNC, pode ser seguido pela migracao transendotelial de células para o tecido
nervoso (DOBBIE et al., 1999; WOSIK et al., 2007). Niveis persistentemente elevados de TNF
foram implicados na inflamacdo cronica e associados a uma variedade de doengas, incluindo
doencas autoimunes e neurodegenerativas. O bloqueio da sinalizacdo do TNF-a, que pode ser
alcancado por inibicdo da transcricdo, reducdo da meia-vida do mRNA, e inibicdo da traducéo,
foi avaliado em diferentes doencas inflamatdrias e tem sido usado com sucesso no tratamento
de doencas autoimunes, como artrite reumatoide, doenca de Crohn e psoriase. No tratamento
da esclerose multipla, a neutralizacdo do TNF-o com o anticorpo monoclonal natalizumabe tem
sido a forma de imunoterapia de maior sucesso entre os antagonistas de citocinas utilizados na
pratica clinica (KONTERMANN; SCHEURICH; PFIZENMAIER, 2009; MCCOY; TANSEY,
2008; PFIZENMAIER; SZYMKOWSKI, 2011).

A infeccdo por HTLV-1 induz a ativacdo de células T e a proliferacdo esponténea de
linfocitos, levando a producéo de niveis elevados de IFN-y ¢ TNF-a (BANGHAM et al., 2015;
OSAME, 2002). A alta carga proviral de HTLV-1 (KIRA et al., 1991) e a expressdo aumentada
das citocinas pré-inflamatérias TNF-a € IFN-y em PBMC, bem como de IL-1 e IL-6 no LCR
estdo associadas &8 HAM/TSP (NISHIMOTO et al., 1990). Devido ao papel dos mediadores
pro-inflamatorios na patogénese da lesdo neuronal associada as infecgdes por HTLV-1, 0s
agentes imunomoduladores tem sido apontados como alvos candidatos as terapia em pacientes
com HAM/TSP e em individuos com maior risco de seu desenvolvimento (SANDBORN;
TARGAN, 2002; SURYAPRASAD; PRINDIVILLE, 2003). Em estudos anteriores, pacientes
com HAM/TSP foram caracterizados por niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, tais
como IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y, e TNF-a, na comparagdo com doadores saudaveis e ACs (NAGAI
et al., 2001). Além disso, foi observado que células T de pacientes com HAM/TSP expressam
espontaneamente IFN-y, TNF-a, IL-6, e IL-1p, cujos niveis se mostraram aumentados no LCR.
Logo, foi sugerido que estas citocinas participam de respostas inflamatérias na HAM/TSP
(BANGHAM et al., 2015; STARLING et al., 2013), contribuindo para a formagéo de lesdes na

medula espinhal.
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Figura 13 — Atividade biol6gica do TNF-a transmembrana e solavel.
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Legenda: TNF-a transmembrana é uma forma precursora do TNF-a solGvel que é expresso em células produtoras
de TNF-o como um homotrimero. Apos o processamento por TACE, o TNF-a sollvel é gerado e se liga ao TNF-
R1 ou -R2. O TNF-o transmembrana também se liga a0 TNF-R1 e -R2. Apos a ligagdo aos receptores de TNF,
tanto o TNF-a transmembrana quanto o solGvel promovem efeitos pleiotropicos (apoptose, proliferagéo celular e
producdo de citocinas). O TNF-o transmembrana remanescente apos a clivagem com TACE é posteriormente
processado por SPPL2b e o dominio intracelular é translocado para o nucleo e supostamente medeia a producéao
de citocinas. tmTNF: TNF-a transmembrana; STNF: TNF-a sollvel.

Fonte: HORIUCHI et al. (2010).

1.3.11 Receptor soltvel para produtos finais de glicosilacdo avancada (SRAGE)

O receptor para produtos finais de glicosilacdo avancada (RAGE) possui diferentes
ligantes e pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Existem trés isoformas de RAGE, duas
das quais sdo geradas individualmente como resultado de splicing alternativo. Essas trés
isoformas de RAGE sdo comumente referidas como integral, soltvel (SRAGE), e N-terminal
truncada (NtRAGE) (BUCCIARELLI et al., 2002; DING; KELLER, 2005; MALHERBE et
al., 1999; YONEKURA et al., 2003). A interacdo dos produtos finais da glicosilagéo avancada
(AGE) com o seu receptor na membrana celular, RAGE, resulta na geracéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), através da ativacdo da NADPH-oxidase (WAUTIER et al., 2001) que ativa
NF-kB (GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006), resultando em aumento da expressao
de genes pro-inflamatérios (HOFMANN et al., 1999). Em condi¢es normais, RAGE ¢é

expresso em baixos niveis em todos os tecidos, com exce¢do do pulmao, que possui niveis
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elevados (NEEPER et al., 1992). Contudo, em situacdes fisiopatoldgicas, tais como diabetes,
inflamag&o cronica, ou distdrbios neurodegenerativos, os niveis de RAGE sofrem elevacédo
(BIERHAUS; STERN; NAWROTH, 2006; NAWROTH et al., 2005; YAN et al., 2009). No
diabetes, elevadas concentracfes de AGEs levam a um aumento da expressao de RAGE nas
células do endotélio vascular, e promovem a transmigragdo de células imunes circulantes. Com
isso, a ativacdo de RAGE esté associada a sustentacdo da resposta inflamatdria, resultando em
inflamacéo cronica, como observado no diabetes (BIERHAUS; NAWROTH, 2009).

A interacdo entre RAGE e seus ligantes tem efeitos adversos nas funcbes das células,
podendo causar o inicio e progressao de doencas e complicacBes. A apresentacdo solUvel
SRAGE possui duas isoformas: RAGE clivado (cCRAGE) e RAGE secretado endogenamente
(esRAGE) (TAM etal., 2011) que se ligam aos AGEs, evitando assim a sinalizagdo intracelular,
e atuam como um receptor que impede a ligacdo de AGEs da circulacdo ao RAGE na membrana
celular, desempenhando um efeito citoprotetor. Os niveis séricos de SRAGE séo reduzidos em
pacientes com hipertenséo essencial, doenga coronariana, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
hipertireoidismo, artrite reumatoide e doenca de Alzheimer (CASPAR-BELL; DHAR,;
PRASAD, 2016; EMANUELE et al., 2005; FALCONE et al., 2005; GEROLDI et al., 2005;
PULLERITS et al., 2005; SMITH et al., 2011).

RAGE é composto por trés dominios principais: um dominio de ligagdo extracelular,
uma Unica alfa-hélice transmembrana, e um dominio curto C-terminal ndo estruturado e que
ndo possui atividade enzimatica (RAI et al., 2012). No entanto, este dominio citoplasmatico é
essencial para a sinalizacéo celular. O ectodominio de RAGE é composto por trés moléculas de
Ig com um dominio N-terminal de 1g do tipo V, seguido por dois dominios de Ig do tipo C. O
dominio V e o dominio C1 adjacente formam uma unidade estrutural e funcional, interagindo
com quase todos os seus ligantes (Figura 14) (DATTILO et al., 2007; HUTTUNEN; FAGES;
RAUVALA, 1999; KOCH et al., 2010).

SRAGE ¢ a forma predominante do receptor que neutraliza a patogénese mediada por
RAGE, operando como um receptor de captura, sendo, portanto, proposto como um antagonista
de RAGE, especialmente no desenvolvimento de tumores. Os niveis de SRAGE néo excluem a
totalidade de AGEs circulantes in vivo. Uma vez que AGE é um regulador positivo da atividade
de RAGE, as concentracdes circulantes de SRAGE podem refletir a expressdo de RAGE e
podem ser aumentadas paralelamente as concentracdes séricas de AGE, atuando como um
contra-sistema ao dano tecidual causado por AGE. As concentragdes séricas de AGE e SRAGE

podem, portanto, ndo apenas ser utilizados como biomarcadores em pacientes com cancer, mas
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também como potenciais alvos terapéuticos (GEROLDI; FALCONE; EMANUELE, 2006;
KARIN; GRETEN, 2005; NAKAMURA et al., 2008, YAMAGISHI et al., 2006;
YAMAGISHI; IMAIZUMI, 2007).

Figura 14 — Representacdo esquematica da estrutura RAGE e modelo de SRAGE.
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Legenda: O ectodominio de RAGE é composto por trés dominios Ig: V, C1 e C2. O receptor é ancorado na
membrana plasmatica por uma Unica hélice transmembrana e exibe no citoplasma uma cauda curta ndo estruturada.
No lado esquerdo, um modelo estrutural do ectodominio RAGE com a superficie acessivel a solvente & mostrada.
O modelo de sSRAGE é baseado nas estruturas do dominio tandem VC1 e dominio C2. A superficie € colorida de
acordo com a carga eletrostatica; as areas com carga positiva sdo representadas em azul e as areas com carga
negativa sao representadas em vermelho. Os dominios V e C1 formam uma unidade estrutural e carregam uma
carga superficial positiva em contraste com o dominio C2, que é carregado negativamente. A maioria dos ligantes
relatados até agora se ligam ao dominio V de RAGE

Fonte: KIERDORF; FRITZ (2013).

Citocinas pro-inflamatorias se acumulam em les6es na esclerose mdaltipla, sugerindo
que o aumento da sua producgéo pode prejudicar os mecanismos de defesa celular, facilitando a
desmielinizacdo. Além disso, outros mediadores pré-inflamatoérios também estéo relacionados
a neuroinflamac&o, como a proteina do grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1), que é detectada
em lesBes ativas na esclerose multipla e na encefalite autoimune experimental (EAE), e se
correlaciona com a intensidade da inflamacdo. HMGBL1 é uma proteina nuclear que pode ser
liberada ativamente por mondocitos e macrdéfagos estimulados, ou liberada passivamente por
células necréticas. Esta molécula se liga a varios receptores, incluindo RAGE, amplificando
assim processos neuroinflamatdrios na esclerose multipla e EAE (ANDERSSON et al., 2008;
GARDELLA et al., 2002; MUSABAK et al., 2011; SCAFFIDI; MISTELI; BIANCHI, 2002;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005). HMGB1 e RAGE séo mediadores potenciais da inflamagé&o.
Em casos de hemorragia intracerebral (ICH) foi observada uma correlagédo entre os niveis de

HMGBL1 e SRAGE com a gravidade da ICH, e houve um aumento na frequéncia de resultados
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funcionais ruins com o aumento dos niveis de HMGB1 e SRAGE (LEI; GENG; ZHONG, 2020).
Além disso, as concentracdes de HMGB1 e SRAGE se correlacionaram positivamente com o
volume do hematoma. Com isso, a dosagem de HMGB1 e SRAGE tem auxiliado a definicédo
de prognosticos em casos de ICH. Segundo YAGHOUTI et al. (2019), os niveis plasmaticos
de sSRAGE foram maiores em ACs do que em pacientes com HAM/TSP. Os resultados
mostraram que SRAGE pode desempenhar um potencial papel no controle da resposta
inflamatdria na infec¢do por HTLV-1 pela inibicdo da sinalizacdo de HMGB1. Em um estudo
com pacientes com ATLL, foram observados niveis plasmaticos de HGMB1 mais altos na
comparacao com individuos saudaveis (KIMURA; MORI, 2014). Além disso, ZHANG et al.
(2013) mostraram que HMGBL foi altamente expresso em linhagens de células T infectadas
com HTLV-1 em comparacdo com linhagens de células T ndo infectadas, e que este processo
estava relacionado a proteina viral Tax, que induz uma maior secrecao de HMGBL. Por isso,

HMGBL1 foi sugerido como um potencial biomarcador e alvo terapéutico na ATLL.

1.3.12 Fractalkina (CX3CL1)

A fractalkina, também denominada CX3CL1, é a Gnica quimiocina da subclasse CX3C,
sendo composta por 373 aminoacidos, apresentando as formas transmembranar e sollvel. A
forma transmembranar possui um N-terminal extracelular, uma haste semelhante a mucina, esta
ancorada a membrana por uma hélice a transmembrana, e apresenta uma cauda citoplasmatica
curta. A fractalkina transmembrana é clivada por ADAM10 e ADAML17 para gerar a sua forma
soltvel, que consiste no dominio da quimiocina e na haste extracelular semelhante a mucina
(Figura 15) (JONES; BEAMER; AHMED, 2010).

No sangue periférico a fractalkina é expressa por monaocitos em condicdes inflamatdrias,
e 0 seu unico receptor, CX3CR1, é expresso em monocitos, células T e NK. A expressdo da
fractalkina em células endoteliais é regulada positivamente por IFN-y e TNF-a, sendo capaz de
modular o mecanismo de adesdo de leucdcitos ao endotélio. O dominio desta quimiocina é
apresentado no topo da haste do tipo mucina ligada a membrana, onde atua como uma molécula
de adesdo. A interacdo entre a fractalkina e seu receptor CX3CR1 pode aumentar a afinidade
com as integrinas B1 e B2, levando a uma adesdo mais intensa. Com isso, leucdcitos extravasam
para o tecido através da parede vascular, seguindo o gradiente de concentracdo da quimiocina.

A fractalkina tem papel importante em algumas doencas inflamatorias, como artrite reumatoide,
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aterosclerose, cancer, e também na infeccdo por HIV (JONES; BEAMER; AHMED, 2010;
WHITE; GREAVES, 2012).

Figura 15 — Fractalkina ligada a membrana/CX3CL1.
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Legenda: Representagcdo esquematica da estrutura da fractalkina/CX3CL1, uma quimiocina ligada & membrana
que consiste em um dominio N-terminal extracelular (residuos1-76), uma haste semelhante a mucina (residuos 77-
317), uma hélice a trasmembrana (residuos 318-336), e uma cauda citoplasmatica curta (residuos 337-373). A
fractalkina/CX3CL1 soluvel, que consiste no dominio de quimiocinas e na haste semelhante a mucina. A forma
soltvel tem atividade quimioatrativa para mondcitos, células T e NK.

Fonte: JONES; BEAMER; AHMED (2010).

A fractalkina desempenha um papel importante na reducdo da neuroinflamacédo e é
altamente expressa nas principais areas do SNC afetadas na doenca de Alzheimer, tais como o
hipocampo e o cortex cerebral, e o nivel de expressdo da fractalkina reflete a velocidade de
progressao da neuroinflamacdo nesta doenca. A fractalkina possui um papel neuroprotetor no
SNC, reduzindo a neurotoxicidade e a ativagdo microglial, sendo predominantemente expressa
em neurénios no SNC. Seu receptor, CX3CR1, pertence ao receptor acoplado a proteina G e €
expresso na micrdglia, astrdcitos e neurdnios (BAJETTO et al., 2002; CASPAR-BELL;
DHAR; PRASAD, 2016; CHEN et al., 2016; MIZUNO et al., 2003).

Monacitos do sangue periférico sdo divididos em trés subconjuntos baseados nos niveis
de expressdo das moléculas de CD14 e CD16, sendo eles: mondcitos classicos CD14*CD16",
mondcitos intermediarios CD14*CD16", mondcitos ndo classicos CD14'CD16". Os mondcitos
classicos expressam niveis elevados de CCR2. No entanto, mondcitos ndo classicos expressam
CX3CRL1. Os monadcitos possuem fungdes imunes inatas e adaptativas e estdo envolvidos em
varias condic@es inflamatdrias. Tanto mondcitos classicos quanto monadcitos intermediarios séo
fagociticos, e acredita-se que mondcitos ndo classicos também exercem a apresentacdo de
antigenos e produzem altos niveis de citocinas que modulam as respostas imunes. Os monocitos
ndo classicos CD14°'CD16* também promovem respostas imunes adaptativas € monitoram a

barreira sangue/endotélio. Contudo, devido ao baixo nivel de expressao de CCR2, estas celulas
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possuem capacidade limitada de migracdo transendotelial, e possuem funcéao anti-inflamatéria
(WEBER et al., 2000, 2001; WONG et al., 2011; ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010).

CX3CR1 é altamente expresso em mondcitos CD16%, e que por isso migram em resposta
a fractalkina, que é conhecida por induzir altos niveis de migragéo transendotelial destas células
(ANCUTA; WEISS; HAEFFNER-CAVAILLON, 2000). Os niveis de quimiocinas e seus
receptores sdo alterados em pacientes com doencas neurodegenerativas. E importante ressaltar
que a forma transmembrana de fractalkina é expressa em células endoteliais apds estimulagéo
com TNF-a e IL-1. Monécitos ndo classicos CX3CR1* sdo recrutados para o SNC inflamado
de pacientes com esclerose multipla, e a fractalkina por isso atua como uma proteina reguladora
neuronal que controla a ativacdo da micréglia em condicdes fisiologicas. Dependendo do tipo
de lesdo do SNC, o eixo de sinalizacdo CX3CL1/CX3CR1 desempenha um papel diferente na
neurodegeneracdo em comparacdo com o papel que possui na neuroprotecdo (DE CASTRO-
AMARANTE et al., 2015).

A fractalkina também possui um papel importante na resposta imune antitumoral. O
aumento na expressdo de fractalkina em células tumorais correlaciona com a intensidade da
resposta antitumoral, pois promove o acimulo de células T CD4" antitumorais, células T CD8",
células dendriticas, e células NK no tumor. Por esta razdo, 0 aumento na expressdo de
fractalkina no tumor melhora o prognéstico de pacientes com carcinoma de mama, cancer
colorretal, adenocarcinoma gastrico e glioma. Dessa forma, tem sido sugerido o uso de terapias
génicas na transferéncia de fractalkina para células tumorais (AZODI et al., 2017; ERRENI et
al., 2016; GAUDRAY et al., 2002; GUO; CALLAWAY; TING, 2015; HYAKUDOMI et al.,
2008; KEHLEN et al., 2014; LIU et al., 2019).

DE CASTRO-AMARANTE et al. (2015) avaliaram como a carga proviral de HTLV-1
correlaciona com a progressdo da doenca, além do nivel de infeccdo, frequéncia, funcGes
quimiotéticas e fagociticas de subpopulacdes de mondcitos cléssicos, intermediarios e ndo
classicos. Todas estas subpopula¢es de mondcitos se mostraram infectadas por HTLV-1, e foi
observada uma diminuicdo na frequéncia de mondcitos classicos no sangue de individuos
infectados em comparacdo com individuos ndo infectados. Na populagcdo de mondcitos
classicos (CD14"), foi observada uma maior frequéncia de células expressando os receptores
de quimiocinas CCR5, CXCR3 e CXCR1. No entanto, nao foi observado aumento na resposta
quimiotatica destas células aos ligantes de CCR2 (CCL2), CCR5 (CCL5), CXCR3 (CXCLD9)
ou CX3CR1 (CX3CL1) em individuos infectados. Por outro lado, foi observada uma correlacdo
positiva entre a capacidade de migracdo de monadcitos classicos em resposta a CCL2, CCL5 e

CX3CL1eacargaproviral de HTLV-1, sugerindo que a migracao destas células para os tecidos
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resulta em sua infecg¢do in vivo. Enquanto isso, a populacdo de mondcitos intermediarios
mostrou uma maior capacidade de migrar em resposta a CCL5.

AMORIM et al. (2014) descreveram que a subpopulacdo de mondcitos intermediarios
(CD14'CD16") esta aumentada em pacientes com HAM/TSP. Esses autores observaram um
aumento da frequéncia de monadcitos ndo cléssicos em individuos infectados por HTLV-1 e,
com expressdo aumentada de receptores de quimiocinas CCR1, CXCR3 e CX3CR1. Em
resumo, esses dados sugerem um modelo no qual a inflamacéo na infec¢do por HTLV-1 resulta
da regulacéo positiva da expressao de receptores de quimiocinas em mondcitos, favorecendo o
extravasamento de mondcitos classicos, que é a populacdo de mondcitos mais abundante no
sangue, que por sua vez pode ser infectada. Do mesmo modo, o recrutamento de mondcitos
intermediarios para sitios de inflamacéo por CCL5, favorece a sua infec¢do, o que prejudica a
sua capacidade fagocitica. Finalmente, mondcitos nao classicos, cuja frequéncia se mostra
aumentada no sangue periférico, podem ser um canal para a transmissdo de HTLV-1 para
células T (DE CASTRO-AMARANTE et al., 2015).

2 JUSTIFICATIVA

Diferentes caracteristicas clinicas e laboratoriais de alteracGes neuroldgicas associadas
a infecgdo por HTLV-1 tem sido avaliadas por nosso grupo de pesquisa (ESPINDOLA et al.,
2015; LEITE et al., 2004; LIMA et al., 2007; LIMA; BICA; ARAUJO, 2005; NOVAES et al.,
2013). Conforme descri¢do classica, a HAM/TSP apresenta inflamagdo no SNC, de progressao
lenta, sem indicios de remissdo (SATO et al., 2013). Tem sido descrito que a HAM/TSP resulta
de uma resposta inflamatéria no SNC que promove a degeneracdo axonal dos tratos cortico-
espinhais em decorréncia da liberacdo de fatores inflamatorios e citotoxicos aos neurdnios. Por
IS0, a pesquisa e identificacdo de marcadores de neuroinflamacéao possibilitariam uma melhor

compreensdo da patogénese da HAM/TSP e do acompanhamento dos pacientes.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel de fatores associados a processos neuroinflamatérios e de neurotrofinas,
comumente associados ao desenvolvimento de doengas do SNC, na infe¢do por HTLV-1 e na
progressdao da HAM/TSP.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo de VILIP-1, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, STREM-
2, B-NGF, 1L-18, TNF-o, SRAGE e fractalkina em amostras de LCR e de soro de pacientes
com HAM/TSP, portadores assintomaticos de HTLV-1 (ACs), e de grupo controle de

individuos nao infectados por HTLV-1;

e Auvaliar a associagdo entre os niveis de fatores relacionados a processos neuroinflamatorios

e neurotrofinas com o desenvolvimento e/ou a progressdao da HAM/TSP;

o Correlacionar os resultados obtidos com dados de biomarcadores de inflamag&o, dentre eles
neopterina e quimiocinas, de neurodegenerac¢do, incluindo proteina Tau e neurofilamento, e
de estudo do LCR, tais como proteinas totais, glicose e contagem celular, além da carga

proviral de HTLV-1 em sangue periférico.

4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Trata-se de um estudo de corte transversal do tipo caso-controle, realizado com amostras
de pacientes com diagndstico de infecgdo pelo HTLV-1, e que apresentam definicéao clinica do
estado neurologico quanto ao desenvolvimento de HAM/TSP. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do INI/FIOCRUZ sob o protocolo CAAE 53518416.9.0000.5262.



50

4.2 CASUISTICA, COLETA DE DADOS E DE MATERIAL BIOLOGICO

Os individuos incluidos na pesquisa foram distribuidos em trés grupos:
e Individuos infectados pelo HTLV-1 e assintomaticos neurolégicos (n=13).
e Pacientes com HAM/TSP (n=20).

e  Grupo controle de individuos nao infectados (n=9).

Como grupo controle foram utilizados dados de individuos ndo infectados por HTLV-1
com alteragbes neuroldgicas ndo inflamatdrias e ndo degenerativas, derivados do estudo
“Caracterizacdo clinica e laboratorial das manifestagdes neurolédgicas associadas a infeccédo
pelo novo Coronavirus durante uma epidemia nas cidades do Rio de Janeiro e Niterdi”,
aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (CAAE: 30611720.6.0000.
5262), coordenado pelo Dr. Marcus Tulius Teixeira da Silva, do LAPCLIN-NEURO/INI.

4.2.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, maiores de 18 anos,
portadores de infeccdo pelo HTLV-1, e que concordaram em participar do estudo e assinaram

termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos individuos que apresentavam: (1) coinfeccdo com HIV, HBV, HCV e
HTLV-2; (2) historico de tratamento com corticosteroides ou outras drogas imunomoduladoras
em periodo inferior a um (01) ano do momento de inclusdo no estudo; (3) diagndstico de
doencas autoimunes ou outras desordens inflamatorias cronicas alem da HAM/TSP; (4)
diagnostico de outras doencas que poderiam afetar a capacidade motora, tais como sindrome de
Parkinson, artrite reumatoide, espondilite anquilosante, dentre outras; (5) escaras de decubito
nos seis meses anteriores a data prevista para coleta de amostras; (6) diagndstico de ATLL.
Também foram excluidos pacientes que retiraram o consentimento para participacao no estudo.

Os dados clinicos e laboratoriais dos individuos infectados por HTLV-1 foram extraidos
do sistema de prontuérios eletrénicos do INI/FIOCRUZ, mantendo-se a confidencialidade e

privacidade. O diagndstico de HAM/TSP foi realizado por neurologistas do Laboratorio de



51

Pesquisa Clinica em Neuroinfecgdes (LAPCLIN-NEUROQO) do INI conforme critérios da
Organizagdo Mundial de Saide (BANGHAM et al., 2015; DE CASTRO-COSTA et al., 2006).
De acordo com a avaliacéo clinica periddica destes pacientes, foi realizada apenas uma coleta
de sangue periférico e de LCR de cada individuo, no mesmo dia. As amostras de soro foram
separadas por centrifugacédo, apos formacao do codgulo, e mantidas a -80°C até 0 momento de
uso. As amostras de LCR foram coletadas por punc¢do lombar apds anestesia local com lidocaina
a 1%, e acondicionadas em banho de gelo. As amostras de soro e LCR foram processadas com
intervalo maximo de duas horas até o congelamento, e foram usadas na quantificacdo de fatores
neuroinflamatorios.

Dados destes pacientes sobre a quantificacdo de carga proviral de HTLV-1 em PBMCs,
de biomarcadores de neurodegeneracao, tais como a proteina Tau, proteinas do neurofilamento
de cadeia leve (NfL) e de cadeia pesada (pNfH), e de neuroinflamac&o, incluindo contagem de
células no LCR, valores de proteinas totais e de glicose no LCR, e concentracdo de neopterina
e quimiocinas inflamatorias (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CXCL1,
CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10 e CXCL11) no soro e LCR, foram obtidos de registros do
LAPCLIN-NEURO/INI, apresentados na Tese de Doutorado de SOUZA (2020), intitulada
Estudo de biomarcadores associados a lesdo neuronal, inflamacdo, e migracdo celular no
sistema nervoso central de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1, defendida em 2020

no Programa de P6s-graduacdo em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas da FIOCRUZ.

4.3 DOSAGEM DE FATORES ASSOCIADOS A NEUROINFLAMACAO

As concentracOes de 12 fatores (VILIP-1, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1,
STREM-2, B-NGF, IL-18, TNF-a, SRAGE, e fractalkina) em amostras de soro e LCR foram
definidas por citometria de fluxo, simultaneamente, usando o kit LEGENDPlex™ Human
Neuroinflammation Panel 1 (Biolegend, Cat. No. 740795), conforme as recomendagdes do
fabricante. As amostras de LCR foram avaliadas sem diluicdo, enquanto as amostras de soro
foram diluidas a 1:2 com tampé&o fornecido com o kit. A leitura dos ensaios foi realizada em
citometro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences), no Servi¢o de Citometria de Fluxo do
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, e a concentracdo dos analitos foi calculada em curvas logaritmicas de cinco pardmetros

com o programa fornecido pelo fabricante do ensaio.
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4.4 PLANO DE ANALISE

A elaboracdo de graficos e a anélise estatistica foram realizadas com os programas R
versdo 3.5.1 e GraphPad Prism versdo 5. As variaveis quantitativas foram avaliadas quanto a
sua distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Variaveis cuja dispersdo seguiu a
normalidade foram avaliadas por testes parametricos, tais como correlacdo de Pearson e teste t
de Student, com correcdo de Welch quando os grupos apresentavam variancias distintas. A
comparacdo de trés grupos foi realizada pelo teste ANOVA com correcdo de Bonferroni.
Variaveis assimétricas foram avaliadas por testes ndo-paramétricos, tais como correlacdo de
Spearman e teste de Mann-Whitney, e a comparacao de trés grupos foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis com correcdo de Dunn para mdaltiplas comparagdes. A associacdo entre
variaveis qualitativas foi definida pelo teste Exato de Fisher. Foram considerados significativos
resultados com p < 0,05. Individuos nos grupos de ACs e de pacientes com HAM/TSP também
foram organizados para comparacdo de médias de concentracdo dos fatores associados a
processos neuroinflamatérios de acordo com as seguintes caracteristicas: (1) niveis normais ou
alterados de NfL no LCR, conforme valores de referéncia corrigidos por idade; (2) contagem
normal de células no LCR (< 5 célulassmm?®) ou pleocitose (> 5 células/mmq); (3) razdo da
concentracdo de neopterina LCR/soro < 1,0 ou > 1,0; (4) razéo da concentracdo de CXCL10
LCR/soro < 2,0 ou > 2,0. Em seguida, as medianas foram comparadas pelo teste de Wilcoxon.

Diferencas com p < 0,05 foram consideradas significativas.

5 RESULTADOS

5.1 ASPECTOS GERAIS E CLINICOS DA POPULACAO DO ESTUDO

No estudo, foram avaliadas 42 amostras de LCR, sendo 13 amostras de ACs, 20 de
pacientes com HAM/TSP, e nove de grupo controle, que foi constituido de individuos nao
infectados por HTLV-1 com alteracBes neurologicas ndo inflamatorias e ndo degenerativas,
caracterizadas por hidrocefalia normobarica. Também foram analisadas 38 amostras pareadas

de soro, sendo 13 de ACs, 20 de pacientes com HAM/TSP, e cinco de grupo controle. Dados
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desta populacgdo, tais como idade, sexo, tempo de doenca, pard@metros bioquimicos (glicose e
proteinas totais) e de citologia no LCR estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo da populagdo de estudo.

AC (n=13) HAM/TSP (n=20) Controle (n=9) p-valor?®
Idade (anos)? 62,15 + 10,21 54,75 + 13,46 59,46 + 20,65 0,345
Sexa®

Homens 6 (14,3%) 8 (19,0%) 4 (9,5%)

Mulheres 7 (16,7%) 12 (28,6%) 5 (11,9%) 0.935
Tempo de infeccdo (anos)sd [IOR 1éi38 21,71] N.A. -
Tempo de doenca (anos)®¢ N.A. 12,94 + 8,07 N.A. -
Escala de incapacidade -

Leve (1-10 pontos) 0 13 (65,0%) N.A. —

Moderada (11-21 pontos) 0 5 (25,0%) N.A. —

Grave (>22 pontos) 0 2 (10,0%) N.A. -
Parametros — LCR -

Glicose (mg/dL)? 63,00 + 11,52 61,55+ 9,19 55,56 + 8,47 0,191

Proteinas totais (mg/dL)? 48,25 + 13,06 44,08 + 12,86 33,00 + 8,57 0,020

:{:\?;;:S‘:'daed;rgt';i';b 53.8% (7/13) 30% (6/20) 0% (0/9) 0,027

Citologia (células/mm?3)df [IQI;L’g 2] [IOR fg _7.5] [IQI%L’S 1 <0,001
Carga proviral PBMCs (%) 450+ 3,64 8,46 + 6,37 N.A. 0,049

Legenda: # Valores estdo apresentados como média + desvio-padrdo. Comparacdo de médias foi
realizada com o teste de ANOVA com corregédo de Bonferroni.
b A andlise de diferencas na frequéncia entre os grupos de ACs, pacientes com HAM/TSP, e
de controles foi realizada pelo teste de Chi-quadrado.
¢ Tempo de infeccdo em ACs (em anos) foi calculado desde a data de diagndstico até a data
da coleta de amostras.
dValores apresentados como mediana e IQR. Comparagéo entre os grupos foi realizada com
o teste de Kruskal-Wallis com correc¢do de Dunn.
¢ Tempo de doenga, em anos, foi calculado a partir do momento de apresentacao de sindrome
piramidal até 0 momento de coleta de amostras de sangue e LCR.
f Todas as amostras apresentaram composicédo 100% mononuclear.
9 Foi considerado significativo p < 0,05.
Notas: AC, assintomatico; HAM/TSP, mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical
N.A., ndo se aplica; IQR, intervalo interquartilico 25%-75%.

Foram incluidos 18 homens e 24 mulheres, e a anélise dos grupos (ACs, pacientes com
HAM/TSP e controles) demonstrou uma distribuicdo homogénea de acordo com o sexo (Chi-
guadrado, p=0,935). Também foram observadas médias de idade semelhantes entre 0s grupos
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(ANOVA, p=0,345), com ACs apresentando média de 62,15 + 10,21 anos, pacientes com
HAM/TSP de 54,75 + 13,46 anos, e de grupo controle com 59,46 + 20,65 anos (Tabela 1).

Pacientes com HAM/TSP apresentavam doenca ha 12,94 + 8,07 anos, 0 que representa
uma populacdo com infeccdo crénica, e diferentes niveis de incapacidade, sendo 65% (n=13)
com grau leve, 25% (n=5) com grau moderado, e 10% (n=2) com quadro grave de acordo com
a escala IPEC-2, que avalia distdrbios motores, sensoriais, urinarios e intestinais (Tabela 1).

Nenhum dos individuos apresentou alteracdes relevantes nos niveis de glicose no LCR,
e nenhuma das amostras de LCR apresentou contaminacéo relevante com sangue decorrente de
acidente de puncdo, como confirmado pela mediana de contagem de hemécias no LCR (1
heméacia/mm?3, IQR 0-6).

A faixa de referéncia da concentracdo de proteinas totais no LCR lombar, em adultos,
varia de 15 a 45 mg/dL. Niveis de proteinas foram ligeiramente aumentados em ACs (Tabela
1, Kruskal-Wallis, p=0,020), sendo presente em 53,8% dos individuos desse grupo, em 30% de
pacientes com HAM/TSP, enquanto todos os individuos do grupo controle apresentaram niveis
normais (Tabela 1). Por isso, na comparagdo entre os grupos, foram observadas frequéncias
distintas de individuos com niveis alterados de proteinas no LCR (Chi-quadrado, p=0,027).
Pacientes com HAM/TSP e ACs néo apresentaram diferenca (Teste exato de Fisher, p=0,275).
No entanto, foi observada frequéncia significativamente maior de pacientes com niveis
elevados de proteinas no LCR somente no grupo de ACs (Teste exato de Fisher, p=0,016), ndo
havendo diferenca em pacientes com HAM/TSP (Teste exato de Fisher, p=0,137). Por outro
lado, essas ligeiras alteracfes nos niveis de proteinas no LCR foram consideradas irrelevantes
quanto ao valor clinico.

A média de CPV de HTLV-1 no grupo de ACs foi de 4,50% + 3,64% de células
infectadas em PBMCs, sendo significativamente menor que a CPV de pacientes com HAM/TSP
(p=0,049), que apresentaram média de 8,46% =* 6,37% em PBMCs (Tabela 1).

A contagem de leucocitos no LCR em adultos é considerada normal até 5 células/mm?.
Todos os individuos incluidos no estudo apresentaram composicao celular 100% mononuclear,
sendo observada mediana de 1 célula/mm?® em ACs e no grupo controle (Tabela 1), com todos
apresentando contagem < 5 células/mm?3. Pacientes com HAM/TSP apresentaram mediana de
4 células/mm?, que, embora dentro um valor normal, foi significativamente superior a de ACs
e do grupo controle (Kruskal-Wallis, p<0,001) (Tabela 1). Dos pacientes com HAM/TSP, seis
apresentaram pleocitose. No entanto, de modo semelhante aos niveis de glicose e proteinas, tais
alterac6es na contagem de células do LCR também néo apresentaram valor clinico.
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5.2 FATORES ASSOCIADOS A PROCESSOS NEUROINFLAMATORIOS

Os niveis de VILIP-1, sSTREM-1, sSTREM-2, TGF-B1, VEGF, IL-6, B-NGF, IL-18,
TNF-0, SRAGE no soro ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos de pacientes
com HAM/TSP, ACs e de controle (Figura 16). Contudo, BDNF se mostrou aumentado em
ACs em relacdo aos controles, enquanto a fractalkina/CX3CL1 se mostrou aumentada em

pacientes com HAM/TSP em relacdo a ACs (Figura 16, Kruskal-Wallis p<0,05).

Figura 16 — Niveis séricos de fatores associados a processos neuroinflamatorios.
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Legenda: Niveis séricos de (A) VILIP-1, (B) STREM-2, (C) BDNF, (D) TGF-B1, (E) VEGF, (F) IL-6, (G)
STREM-1, (H) B-NGF, (1) IL-18, (J) TNF-a, (K) SRAGE, (L) CX3CL1(Fractalkina) foram determinados por
imunoensaio multiplex baseado em esferas com leitura por citometria de fluxo, em amostras de portadores
assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13), pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM) (n=20), e de
grupo controle (Controle) composto de individuos ndo infectados com alteragdo neuroldgica ndo inflamatéria e
ndo degenerativa (n=5). Diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de

Dunn com correcdo para multiplas comparac6es. Foram consideradas significativas diferencas com p<0,05. *,
p<0,05; **, p<0,01.
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A andlise de correlacdo dos niveis séricos de fatores ligados a neuroinflamacéo indicou
associaces distintas de acordo com o estado neuroldgico dos individuos infectados por HTLV-
1 (Figura 17). Uma vez que VILIP-1 apresentou niveis detectaveis em menos da metade das
amostras de soro da populacdo de estudo, este fator foi excluido das analises seguintes. Em
ACs, foi observada correlacéo positiva de IL-18 com BDNF e B-NGF, enquanto os niveis de
SRAGE correlacionaram com TNF-o. Por outro lado, os niveis séricos de BDNF e IL-18
correlacionaram negativamente com TGF-B1 (Figura 17A). Em pacientes com HAM/TSP, foi
observada uma maior frequéncia de correlacGes entre os fatores, sendo que I1L-18 correlacionou
positivamente com B-NGF, sTREM-2 e IL-6, enquanto os niveis de IL-6 também
correlacionaram com sTREM-1 e SRAGE, que por sua vez correlacionaram entre si. Por fim,

BDNF correlacionou positivamente com VEGF e negativamente com IL-6 (Figura 17B).

Figura 17 — Analise de correlacdo dos niveis séricos de fatores ligados a neuroinflamacéo.
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Legenda: A analise de correlagdo entre os niveis de STREM-2, BDNF, TGF-p1, VEGF, IL-6, STREM-1, B-NGF,
IL-18, TNF-0, SRAGE e CX3CL1(Fractalkina) em amostras de soro de (A) portadores assintomaticos de HTLV-
1 (AC) (n=13) e (B) de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo
teste de Spearman. Foram selecionados somente os fatores com niveis detectdveis em pelo menos metade da
amostra de cada grupo. Coeficientes de correlagdo sdo indicados por intensidade de cor, em que correlaces
positivas estdo destacadas em vermelho e correlagdes negativas em azul. Os tamanhos dos quadrados nas
intersecBes dos fatores correspondem ao p-valor, que estdo apresentados para as diferencas significativas (p<0,05).

A andlise dos fatores associados a processos neuroinflamatorios no soro de ACs e de
pacientes com HAM/TSP ndo mostrou associagdo com a carga proviral (CPV) de HTLV-1, e
somente foi observada uma correlacéo positiva entre os niveis de neopterina e de STREM-2 em
ACs (Figura 18).
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Figura 18 — Correlagéo entre niveis séricos de fatores associados a processos neuroinflamatorios, neopterina
e CPV de HTLV-1.
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Legenda: A andlise de correlagdo dos niveis séricos de STREM-2, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, B-
NGF, IL-18, TNF-a, SRAGE e CX3CL1(Fractalkina) com a concentracdo de neopterina e da carga proviral (CPV)
de HTLV-1 em sangue periférico de (A) portadores assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13) e (B) de pacientes
com mielopatia associada a0 HTLV-1 (HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo teste de Spearman. Foram
selecionados somente os fatores com niveis detectaveis em pelo menos metade da amostra de cada grupo.
Coeficientes de correlagdo sdo indicados por intensidade de cor, em que correlagBes positivas estdo destacadas em
vermelho e correlagdes negativas em azul. Os tamanhos dos quadrados nas intersec¢fes dos fatores correspondem
ao p-valor, que estdo apresentados para as diferencas significativas (p<0,05).

Por sua vez, a analise de correlagdo dos niveis séricos de fatores ligados a processos
neuroinflamatdrios com os niveis de quimiocinas, previamente descritos nesta populacao,
indicou uma baixa frequéncia de associacGes tanto em ACs quanto em pacientes com
HAM/TSP (Figura 19). Em ACs, foi observada correlagdo positiva dos niveis de TGF-f1 com
CCL2e CCL5, e de STREM-2 e CCL11 (Figura 19A). Por outro lado, foi observada correlagdo
negativa entre BDNF e CCL11, e entre fractalkina/CX3CL1 e CCL4. No grupo de pacientes
com HAM/TSP, os niveis de BDNF correlacionaram positivamente com CXCL8, CCL5, e
CXCL1, enquanto TGF-B1correlacionou fortemente com CCL17 (Figura 19B). Também foram
observadas correlacfes positivas entre VEGF e CXCLS8, entre TNF-o e CXCL5, e entre as
concentragOes de fractalkina/CX3CL1 e de CCL20 e CXCL11. Em contraste, os niveis de

CCL5 correlacionaram negativamente com IL-6 e 1L-18 (Figura 19B).
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Figura 19 — Correlacédo entre niveis séricos de fatores ligados a neuroinflamacao e de quimiocinas.
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Legenda: A analise de correlacéo dos niveis séricos de STREM-2, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, -
NGF, IL-18, TNF-a, SRAGE e CX3CL1(Fractalkina) com as concentragdes de quimiocinas (CXCL8, CXCL10,
CCL11, CCL17, CCL2, CCL5, CCL3, CXCL9, CXCL5, CCL20, CXCL1, CXCL11 e CCL4) no soro de (A)
portadores assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13) e (B) de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo teste de Spearman. Foram selecionados somente os fatores e quimiocinas
com niveis detectaveis em pelo menos metade da amostra de cada grupo. Coeficientes de correlacdo séo indicados
por intensidade de cor, em que correlagfes positivas estdo destacadas em vermelho e correlagdes negativas em
azul. Os tamanhos dos quadrados nas interse¢fes dos fatores correspondem ao p-valor, que estdo apresentados
para as diferencas significativas (p<0,05).

De acordo com a quantificagdo no LCR de fatores ligados a neuroinflamacéo, foi
observado que os niveis de VILIP-1, STREM-1, sTREM-2, BDNF, VEGF, IL-6, B-NGF, IL-
18, TNF-a, SRAGE e fractalkina/CX3CL1 nédo apresentaram diferengas entre os trés grupos
(Figura 20). Contudo, a concentragdo de TGF-B1 se mostrou reduzida tanto em pacientes com
HAM/TSP quanto em ACs na comparacdo com o grupo controle (Figura 20).

Em amostras de LCR, VILIP-1, B-NGF, TNF-a, SRAGE, e fractalkina/CX3CL1 tiveram
niveis detectaveis em menos da metade da populacao de estudo e, por isso, foram excluidas das
analises seguintes. No grupo de ACs, ndo foi observada associacao significativa entre nenhum
dos fatores (Figura 21A). Por outro lado, foi observada uma alta frequéncia de correlagdes
positivas entre os fatores no grupo de pacientes com HAM/TSP, particularmente entre TGF-
B1, IL-6, IL-18, VEGF, e BDNF (Figura 21B).



Figura 20 — Niveis de fatores associados a processos neuroinflamatérios no LCR.
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Legenda: Niveis no LCR de (A) VILIP-1, (B) STREM-2, (C) BDNF, (D) TGF-B1, (E) VEGF, (F) IL-6, (G)
STREM-1, (H) B-NGF, (1) IL-18, (J) TNF-qa, (K) SRAGE, (L) CX3CL1(Fractalkina) foram determinados por
imunoensaio multiplex baseado em esferas com leitura por citometria de fluxo, em amostras de portadores
assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13), pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM) (n=20), e de
grupo controle (Controle) composto de individuos ndo infectados com alteragdo neuroldgica ndo inflamatdria e
ndo degenerativa (n=9). Diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de

Dunn com corre¢do para multiplas comparagdes. Foram consideradas significativas diferengas com p<0,05. ***
p<0,001.

A anélise dos fatores no LCR de ACs e de pacientes com HAM/TSP em relagdo a dados
prévios de bioguimica (glicose e proteinas totais) e citologia do LCR, além da concentragéo de
neopterina e de marcadores de morte neuronal (proteinas Tau, NfL e pNfH) mostrou uma
correlacdo positiva entre STREM-2 e 0s niveis de proteina Tau, e entre IL-18 e proteinas totais,
tanto em ACs quanto em pacientes com HAM/TSP (Figura 22). Por outro lado, os niveis de IL-
18 no LCR de pacientes com HAM/TSP correlacionaram positivamente com as concentracfes
de neopterina, pNfH e de proteinas totais (Figura 22B).
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Figura 21 — Anélise de correlacdo dos niveis de fatores ligados a neuroinflamacao no LCR.
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Legenda: A andlise de correlagdo entre os niveis de STREM-2, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1 e IL-18
em amostras de LCR de (A) portadores assintométicos de HTLV-1 (AC) (n=13) e (B) de pacientes com mielopatia
associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo teste de Spearman. Foram selecionados somente 0s
fatores com niveis detectaveis em pelo menos metade da amostra de cada grupo. Coeficientes de correlagdo sdo
indicados por intensidade de cor, em que correlagfes positivas estdo destacadas em vermelho e correlagdes
negativas em azul. Os tamanhos dos quadrados nas intersecfes dos fatores correspondem ao p-valor, que estéo
apresentados para as diferengas significativas (p<0,05).
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Figura 22 — Correlacgao de fatores ligados & neuroinflamacéo e dados de bioquimica, celularidade, niveis de
neopterina e de marcadores de morte neuronal no LCR.
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Legenda: A andlise de correlagdo entre os niveis de STREM-2, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1 e IL-18
com as concentracOes de neopterina, proteina Tau, cadeia leve do neurofilamento (NfL), cadeia pesada fosforilada
do neurofilamento (pNfH), glicose, proteinas totais e citologia no LCR de (A) portadores assintomaticos de HTL V-
1 (AC) (n=13) e (B) de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo
teste de Spearman. Foram selecionados somente os fatores com niveis detectaveis em pelo menos metade da
amostra de cada grupo. Coeficientes de correlacdo sdo indicados por intensidade de cor, em que correlacbes
positivas estdo destacadas em vermelho e correlagdes negativas em azul. Os tamanhos dos quadrados nas
intersecBes dos fatores correspondem ao p-valor, que estdo apresentados para as diferencas significativas (p<0,05).
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A andlise de correlacdo dos niveis de fatores associados a processos neuroinflamatorios
em relacdo aos niveis de quimiocinas indicou uma baixa frequéncia de associa¢des em ACs
(Figura 23A). Por outro lado, em pacientes com HAM/TSP, VEGF e de IL-18 correlacionaram
consistentemente com diferentes quimiocinas inflamatorias (Figura 23B). Os niveis de VEGF
apresentaram correlagdo positiva com CXCL10, CXCL11, CCL17, CCL2, CCL3 e CCL4,
enquanto os niveis de IL-18 correlacionaram com CXCL10, CXCL11, CXCL1, CXCLS5,
CXCL8, CCL3 e CCL4 (Figura 23B).

Figura 23 — Correlacdo entre niveis de fatores ligados a neuroinflamacéo e de quimiocinas no LCR.
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Legenda: A anélise de correlagdo entre os niveis de STREM-2, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, e IL-18,
e as concentraces de quimiocinas (CXCL8, CXCL10, CCL17, CCL2, CCL3, CXCL5, CXCL1, CXCL11 e
CCL4) no LCR de (A) portadores assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13) e de (B) pacientes com mielopatia
associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) (n=20) foi realizada pelo teste de Spearman. Foram selecionados somente 0s
fatores e quimiocinas com niveis detectaveis em pelo menos metade da amostra de cada grupo. Coeficientes de
correlacdo sdo indicados por intensidade de cor, em que correlagBes positivas estdo destacadas em vermelho e
correlagBes negativas em azul. Os tamanhos dos quadrados nas interse¢des dos fatores correspondem ao p-valor,
que estdo apresentados para as diferencas significativas (p<0,05).

Para uma melhor caracteriza¢do de mudancas nos niveis no soro e no LCR dos fatores
ligados a processos neuroinflamatdrios no contexto da HAM/TSP, a populagéo de estudo foi
organizada segundo caracteristicas de neuroinflamacdo e neurodegeneracdo decorrentes da
progressdo desta doenca. Dessa forma, ACs e pacientes com HAM/TSP foram divididos de
acordo com a presenga ou auséncia de pleocitose, niveis alterados de NfL, como marcador de
morte neuronal, e indices de atividade de neuroinflamacao, representados por valores da razéo
entre os niveis no LCR e no soro de neopterina e de CXCL10.

Assim, foi identificado que pacientes com HAM/TSP e niveis normais de NfL no LCR,
conforme valores de referéncia corrigidos pela idade, apresentaram niveis de B-NGF no soro
mais elevados do que pacientes com niveis aumentados de NfL e ACs (ANOVA, p=0,004)
(Figura 24A). Contudo, néo foi observada diferenca na CPV de HTLV-1 entre pacientes com
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HAM/TSP divididos de acordo com os niveis de NfL (Figura 24B). Em relacdo aos marcadores
de atividade de inflamacdo, pacientes com HAM/TSP e neuroinflamacéo ativa, indicada tanto
por valores de razdo LCR/soro de neopterina>1 e de CXCL10 > 2, apresentaram niveis séricos

mais baixos de fractalkina/CX3CL1 (Figura 25).

Figura 24 — Niveis séricos de g-NGF em fungéo de alteragdes nos niveis de NfL no LCR.
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Legenda: Os niveis de B-NGF no soro de portadores assintomaticos de HTLV-1 (AC) (n=13) e de pacientes com
mielopatia associada a0 HTLV-1 (HAM/TSP) foram avaliados de acordo com niveis normais de cadeia leve do
neurofilamento (| NfL) (n=7) e niveis elevados (t1NfL) (n=13). Diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo
teste de ANOVA com correcdo de Bonferroni para multiplas comparagdes. (B) Os niveis de carga proviral de
HTLV-1 (CPV) em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes com HAM/TSP divididos
em |NfL e tNfL foram comparados pelo teste t de Student. Foram consideradas significativas diferengas com

p<0,05. * p<0,05, **, p<0,010.

Figura 25 — Niveis séricos de fractalkina em funcéo da atividade de neuroinflamagcao.
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Legenda: Os niveis de CX3CL1/fractalkina no soro de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP) foram avaliados de acordo com a atividade de neuroinflamacdo, definida por valores da raz&o entre
os niveis no LCR e no soro de (A) neopterina < 1 (sem neuroinflamagéo ativa) (n=7) e > 1 (com neuroinflamacéo)
(n=13), e de (B) CXCL10 < 2 (sem neuroinflamacéo ativa) (n=7) e > 2 (com neuroinflamagdo) (n=13). Diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student. Foram consideradas significativas diferengas com p<0,05.
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De acordo com a anélise dos fatores no LCR, foi observado que os niveis de IL-18 foram
mais altos em pacientes com HAM/TSP apresentando pleocitose (Mann-Whitney, p=0,033)
(Figura 26A), assim como naqueles com neuroinflamacéo ativa, conforme indicado pela razdo

LCR/soro de neopterina > 1 (Mann-Whitney, p=0.024) (Figura 26B).

Figura 26 — Niveis de IL-18 no LCR em funcao da pleocitose e atividade de inflamacéo.
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Legenda: Os niveis de IL-18 no LCR de pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) foram
avaliados de acordo com (A) contagem normal de células no LCR (< 5 células/mm?®) (n=12) e pleocitose (> 5
células/mm?3) (n=8), e (B) pela atividade de neuroinflamacéo, que foi definida pela razdo entre as concentracdes
no LCR e soro de neopterina < 1 (sem neuroinflamacdo ativa) (n=7) e > 1 (com neuroinflamagéo) (n=13).
Diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney. Foram consideradas significativas
diferengas com p<0,05.

Tambeém foi realizada a analise de heatmap dos niveis relativos dos fatores associados
a processos neuroinflamatérios em funcdo da presenca de HAM/TSP e da velocidade de
progressao da doenca, caracterizada como muito lenta, tipica e rapida, com o intuito de
identificar fatores associados ou perfis caracteristicos para cada uma destas condigoes.
Contudo, ndo foi observado o agrupamento de individuos com caracteristicas semelhantes tanto
na analise de resultados do soro (Figura 27) quanto do LCR (Figura 28), sendo revelada uma

alta diversidade de perfis.
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Figura 27 — Expressao relativa no soro de fatores ligados a processos neuroinflamatorios.
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Legenda: A expressao relativa dos fatores no soro de portadores assintomaticos de HTLV-1 (ACs) (n=13) e de
pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (n=20) caracterizados de acordo com a velocidade de progressdo
da doenca, como muito lenta, tipica e rapida, foi realizada pela analise de heatmap. As concentracdes dos fatores
foram transformadas para logz, € a expressdo corrigida para cada fator (linhas), variando de -3 (azul) até 3
(vermelho), e com a mediana indicada por 0 (branco). Dessa forma, tons de azul representam expressao relativa
reduzida, enquanto tons de vermelho representam expressao relativa aumentada.

Figura 28 — Expressao relativa no LCR de fatores ligados a processos neuroinflamatorios.
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Legenda: A expressao relativa dos fatores no LCR de portadores assintomaticos de HTLV-1 (ACs) (n=13) e de
pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (n=20) caracterizados de acordo com a velocidade de progressdo
da doenca, como muito lenta, tipica e rapida, foi realizada pela analise de heatmap. As concentracfes dos fatores
foram transformadas para log,, e a expressao corrigida para cada fator (linhas), variando de -3 (azul) até 3
(vermelho), e com a mediana indicada por 0 (branco). Dessa forma, tons de azul representam expressdo relativa
reduzida, enquanto tons de vermelho representam expressao relativa aumentada.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo por HTLV-1 esta associada ao desenvolvimento da HAM/TSP ap6s um
longo periodo de infeccao assintomatica. No entanto, biomarcadores que possam prever o risco
de progressdo do estado assintomatico para sintomatico ainda estdo sendo definidos. Por isso,
foram avaliadas as concentrac@es de fatores comumente associados & neuroinflamacéo, sendo
eles: VILIP-1, BDNF, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-1, STREM-2, 3-NGF, IL-18, TNF-a,
SRAGE, e fractalkina em amostras de LCR e de soro de pacientes com HAM/TSP e ACs em
comparacdo com grupo controle de individuos nao infectados. Além disso, foi realizada a
associacdo dos resultados da expressdo desses fatores com a velocidade de progressdo da
HAM/TSP.

A concentracdo de TGF-B1 no LCR se mostrou reduzida em individuos infectados por
HTLV-1, tanto em pacientes com HAM/TSP quanto em ACs, em relacdo ao grupo controle.
TGF-B1 é um importante fator na modulacédo de lesGes cerebrais, pois, quando aumentado tem
acao neuroprotetora e quando reduzido tem funcdo degenerativa (BUCKWALTER; WYSS-
CORAY, 2004). Por outro lado, o soro de pacientes com HAM/TSP apresentou niveis elevados
da quimiocina fractalkina/CX3CL1 em relacdo a ACs. Ainda no soro, os niveis de BDNF se
mostraram elevados em ACs.

A fractalkina é quimioatrativa para células NK, mondcitos, e células T e é expressa por
células endoteliais, células dendriticas e mondcitos do sangue periférico em condicGes
inflamatorias, sendo sua expressao induzida por TNF-a e IFN-y (JONES; BEAMER; AHMED,
2010). Logo, é possivel que os niveis aumentados de fractalkina estejam relacionados com a
expressdo aumentada de IFN-y em pacientes com HAM/TSP. TATTERMUSCH et al. (2012)
demonstraram que a populacéo total de mondcitos de pacientes com HAM/TSP tem a expressao
aumentada de genes estimulados por IFN-y. PBMCs de pacientes com HAM/TSP secretam in
vitro niveis mais altos de IL-2 e IFN-y do que células de ACs (CARVALHO et al., 2001). Além
disso, foi mostrado que pacientes com HAM/TSP apresentam uma maior frequéncia de células
T CD4*IFN-y*, que correlacionam positivamente com a carga proviral (MITRE et al., 2003;
YAMANO et al., 2005). ESPINDOLA et al. (2015) também mostraram que PBMCs de
pacientes com HAM/TSP apresentam niveis aumentados de mRNAs de IFN-y em comparacgéo
com ACs e individuos saudaveis.

DE CASTRO-AMARANTE et al. (2015) mostraram que mondcitos classicos
(CD147CD16°), intermediarios (CD14"CD16") e ndo classicos (CD14'CD16") se encontram
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infectados por HTLV-1. Além disso, mostraram que monadcitos nao classicos de pacientes com
HAM/TSP expressavam niveis mais altos de CX3CR1, o receptor de CX3CL1/fractalkina, do
que em células de individuos nédo infectados. Mondcitos expressando altos niveis de CD16 na
superficie estdo aumentados em idosos, e em varias doengas inflamatorias e infecciosas. Além
disso, mondcitos CD16" tendem a estar aumentados em infecgbes virais (DE CASTRO-
AMARANTE et al., 2015). AMORIM et al. (2014) descreveram que a subpopulagédo de
mondcitos intermediarios (CD14°CD16") tem frequéncia aumentada em pacientes com
HAMI/TSP e essas células sdo a principal fonte de TNF-a.. Sendo assim, a expressao aumentada
de fractalkina no soro de pacientes com HAM/TSP poderia estar relacionada com producéo de
TNF-a por mondcitos intermediarios. No entanto, em nosso estudo os niveis séricos de TNF-a,
ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos. Por isso, seriam necessarios mais
experimentos para avaliar quais células estariam expressando CX3CL1 nestes individuos.
POLAKOWSKI et al. (2014) mostraram que a proteina HBZ regula a expressdo de
BDNF em linhagens de células infectadas por HTLV-1 derivadas de pacientes com ATLL.
Conforme demonstrado por ESPINDOLA et al. (2015), mRNAs de HBZ sd0 pouco expressos
em PBMCs ex vivo, e diferencas significativas na expressdo de hbz ndo foram observadas entre
ACs e pacientes com HAM/TSP, embora tais niveis tenham se correlacionado positivamente
com a carga proviral. Contudo, ndo foi observada correlagéo entre BDNF e a CPV de HTLV-
1, tanto em ACs quanto em pacientes com HAM/TSP, o que sugere que tais niveis elevados de
BDNF no soro ndo estejam associados somente a expressao de HBZ em células infectadas.
Individuos infectados apresentaram niveis reduzidos de TGF-$1 no LCR em relacéo
com grupo controle. A HAM/TSP é uma doenca desmielinizante de progressdo lenta. No
entanto, imagens de ressonancia magnéetica do cérebro tem mostrado lesGes na matéria branca,
indicando que condig¢des neurodegenerativas também estdo presentes em ACs, possivelmente
em carater subclinico (MORGAN et al., 2007). As células Tregs sdo uma das principais
populacdes celulares produtoras de TGF-B, e sao identificadas pela expressdo intracelular de
FoxP3. Contudo, defeitos na expressdo de FoxP3 e/ou na funcdo de Tregs podem contribuir
para a perda de tolerancia imunoldgica (GRANT et al., 2008). Na infecgdo por HTLV-1, células
T CD4" CD25" sdo considerados reservatérios virais no sangue periférico, e células T CD4" de
pacientes com HAM/TSP se mostram resistentes aos efeitos anti-proliferativos de TGF-p, que
é uma citocina anti-inflamatoria com a capacidade de suprimir a expansao e de modular a
diferenciacdo de células T, o que explicaria a permanente proliferacdo das células T CD4"*
(GRANT et al., 2008). No SNC, a interacdo entre astrocitos e micrdglia tem um papel

importante na homeostase cerebral. Quando ocorre um estimulo inflamatorio, as células da
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microglia secretam 1L-10, que induz os astrdcitos a produzirem TGF-f1, que por sua vez atua
na microglia controlando sua resposta pro-inflamatdria. A doenga de Alzheimer é caracterizada
pela reatividade das células gliais, micréglia e astrocitos que circundam as placas  amiloides,
que apresentam aumento na expressao e secrecao de fatores pro-inflamatérios, como IL-1p, IL-
6, TNF-a e 6xido nitrico, e uma reducdo na producdo das citocinas anti-inflamatorias, tais como
TGF-B1 e IL-10. Embora ndo tenha sido observado um aumento na expressao de TNF-a ou de
IL-6 no LCR de individuos infectados, niveis reduzidos de TGF-B1 nestes individuos podem
indicar uma constante estimulagéo inflamatdéria no SNC (CARACI et al., 2018; DINIZ et al.,
2019), provavelmente induzida por células infectadas, que estdo presentes tanto no LCR de
ACs quanto de pacientes com HAM/TSP (SOUZA, 2020).

No soro de pacientes com HAM/TSP foi observada uma correlagédo positiva de BDNF
com VEGF e IL-6, e uma correlacdo de IL-18 com IL-6, B-NGF e STREM-2. Contudo, tais
correlagdes entre fatores observadas em pacientes com HAM/TSP néo estiveram presentes na
populacdo de ACs, com excecdo da associagdo entre os niveis de IL-18 e B-NGF. Resultados
de modelos animais tém demonstrado que BDNF e VEGF atuam na mediacao de alteracdes
estruturais e funcionais no hipocampo induzidas por exercicios fisicos. A reducéo desses fatores
na velhice tem sido relacionada a atrofia do hipocampo, diminuicéo da vascularizacdo e declinio
cognitivo. BDNF é um membro da familia das neurotrofinas, que sdo fatores que atuam na
sobrevivéncia, crescimento e plasticidade sindptica de neurdnios, e esta altamente concentrado
no hipocampo e cortex. Por sua, vez, VEGF é uma proteina que pode ser induzida em condi¢cfes
de hipoxia, que promove a formacdo e o crescimento de vasos sanguineos, e que também tem
sido associada a melhora da cognicdo. BDNF e VEGF s@o capazes de passar a barreira
hematoencefalica e, assim, podem mediar a neurogénese e a angiogénese (LU et al., 2019;
MAASS et al., 2016; VOSS et al., 2013). No SNC, tem sido proposta uma correlacao entre a
angiogénese e a neurogénese. A ligagdo entre os sistemas nervoso e vascular é responsavel pela
formacgdo de um microambiente para as células progenitoras neuronais se autorrenovarem,
proliferarem e se diferenciarem. Em pacientes ap0s acidente vascular cerebral e lesdo cerebral
traumatica, o aumento da angiogénese e da neurogénese estdo associados ao processo de
recuperacdo (LU et al., 2019). No estudo de BAZARBACHI et al. (2004), foi visto que o0 soro
de pacientes com ATLL ou HAM/TSP apresentam niveis elevados de VEGF e b-FGF,
suficientes para induzir a angiogénese na comparacdo com controles saudaveis soronegativos
para HTLV-1. No entanto, ndo observamos esta diferenga em nossa populacdo de estudo.
Células transformadas por HTLV-1 também secretam VEGF e b-FGF, que induzem a

angiogénese in vitro, através de transativacdo transcricional mediada pela proteina Tax de
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HTLV-1. Dessa forma, € possivel que a permeabilidade alterada dos vasos e células endoteliais
ativadas estejam envolvidas na patogénese da HAM/TSP em um mecanismo semelhante a
angiogénese, que, desencadeado por células infectadas, pode ser responsavel pela passagem
destas células através da barreira hematoencefalica para o SNC (SAITO et al., 2004). Os niveis
de VEGF no LCR de pacientes com HAM/TSP correlacionaram de modo consistente com as
concentragOes de diferentes quimiocinas inflamatérias, dentre elas CXCL10, CXCL11, CCL17,
CCL2, CCL3, e CCLA4, que sao estdo relacionadas a migracao e quimioatracdo de células Thl
e monacitos, o que reforca um possivel deste fator na alteracdo de permeabilidade da barreira
hematoencefalica e passagem de células infectadas para o SNC.

Neste estudo, os niveis de STREM-2 no LCR correlacionaram positivamente com 0s
niveis de proteina Tau em pacientes com HAM/TSP e em ACs, embora ndo sido evidenciados
niveis elevados conforme valores de referéncia por faixas de idade (SOUZA, 2020). Em
momentos iniciais da doenga de Alzheimer, o aumento do STREM-2 no LCR se correlaciona
com marcadores de degeneracdo neuronal, como a proteina Tau, e provavelmente reflete a
ativacdo microglial em resposta a degeneracdo neuronal. Na esclerose multipla, a correlagdo
entre STREM-2 e NfL no LCR também sugere que a ativacdo de macréfagos/microglia pode
estar relacionada a respostas reparadoras a lesdo neuroaxonal imunomediada. Também tem sido
sugerido que STREM-2 na esclerose mdaltipla inibe a funcdo anti-inflamatéria de TREM-2
ligado @ membrana das células (IOANNIDES et al., 2021).

Em pacientes com HAM/TSP, os niveis de STREM-2 correlacionaram positivamente
com IL-18 tanto no LCR quanto no soro. Além disso, IL-18 correlacionou positivamente com
os niveis de neopterina, pNfH e de proteinas totais, indicando uma associacao entre 0s niveis
de IL-18 e de marcadores de inflamacéo, neurodegeneracéo e de alteracfes de permeabilidade
da barreira hematoencefélica. A IL-18 é uma citocina inflamatoria capaz de induzir a produgéo
de IFN-y em células Thl. Por outro lado, em células T ndo polarizadas, células NK, células
NKT, células B, células dendriticas e macrofagos, a producdo de IFN-y é induzida pela
sinalizag&o por IL-18 na presenca de IL-12. Na auséncia de I1L-12, mas em conjunto com IL-2,
a IL-18 estimula a producéo de citocinas Th2 por células T CD4", células NK, e células NKT.
Além disso, a IL-18 associada a IL-3 induz mastocitos e basofilos a produzirem IL-4 e 1L-13.
Portanto, a IL-18 estimula diferentes tipos celulares envolvidos em processos da imunidade
inata e adquirida (NAKANISHI, 2018; NAKANISHI et al., 2001). STREM-2 representa a
forma soluvel resultante da clivagem TREM-2, que € um receptor associado a proteina
adaptadora DAP12 e que suprime efeitos induzidos pela ativacdo de receptores Toll-like por
LPS. TREM-2 é expresso em células mieloides, incluindo microglia, macréfagos, células
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dendriticas derivadas de mondcitos, e osteoclastos, e no SNC é expresso especialmente na
microglia (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000). Portanto, STREM-2 apresenta um
potencial pré-inflamatorio e niveis elevados estao presentes no LCR de pacientes com esclerose
maultipla (PICCIO et al., 2008). Contudo, ndo foi observada elevacdo nos seus niveis em
pacientes com HAM/TSP, provavelmente pelo carater lento da progressdo dessa doenca.

Diferentemente de achados no soro, os niveis de IL-18 no LCR de pacientes com
HAMI/TSP correlacionaram com as concentracdes de diferentes quimiocinas pro-inflamatérias,
dentre elas, CXCL10, CXCL11, CXCL1, CXCL5, CXCL8, CCL3 e CCL4, o que néo foi
observado em ACs. As quimiocinas CXCL10 e CXCL11 possuem em comum 0 receptor
CXCR3 e séo induzidas em resposta ao IFN-y, que, por sua vez, pode ser induzido por IL-18.
Em processos inflamatdrios, essas quimiocinas apresentam um papel importante no
recrutamento de células expressando o receptor CXCR3 para 0 SNC, incluindo células T CD4*
infectadas por HTLV-1 e produtoras de IFN-y, estimulando assim a produ¢do de CXCL10 por
astrdcitos, que sdo os principais produtores dessa quimiocina no SNC. Com isso, é constituida
uma alca de regulacéo positiva, que resulta em um processo inflamatorio crénico do SNC que
caracterizaa HAM/TSP (ARAYA et al., 2014).

CXCL8 tem como receptores CXCR1 e CXCR2, que sdo expressos em células NK,
células T CD4" e CD8", neutrdéfilos, e mondcitos, sendo quimiotatica para essas células, e esta
associada a ruptura da barreira hematoencefalica, o que pode estar relacionado com o inicio da
HAM/TSP (MULLER et al., 2010; PALOMINO; MARTI, 2015). J4 CXCL1 e CXCL5 tem em
comum o receptor CXCR2, que é expresso em neutréfilos. Por outro lado, CCL3 e CCL4 se
ligam ao receptor CCRS5, enquanto CCL.3 também € capaz de se ligar a CCR1, que sdo expressos
por células Th1, mondcitos, e células T CD8*. A IL-18 também é capaz de induzir a producédo
dessas quimiocinas dependendo do ambiente. No entanto, essas quimiocinas talvez ndo sejam
fisiologicamente relevantes para a atracao dessas células imunes para o sitio de inflamacéo no
SNC na HAM/TSP, pois sdo expressas em niveis menores que no soro (SOUZA, 2020).

A 1L-18 esta presente em células mieloides sob a forma de pré-IL-18, sendo classificada
como um membro da familia IL-1, pois é semelhante & IL-1p tanto estruturalmente quanto em
termos de processamento (AREND; PALMER; GABAY, 2008; NOLAN; GREAVES;
WALDMANN, 1998). A pro-1L-18 representa um precursor inativo de IL-18 que € armazenado
no citoplasma, sendo clivado e processado pela caspase-1 na forma biologicamente ativa.
Depois de processada, a IL-18 é secretada ou expressa de forma ligada a membrana. A producéo
de pro-IL-18 foi observada em diferentes tipos celulares, incluindo astrocitos e microglia no

SNC, que expressam IL-18 e caspase-1 constitutivamente, proporcionando assim uma resposta
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imune local dependente de IL-18. A IL-18 tem sido apontada como um mediador central de
processos de neuroinflamagdo e neurodegeneracéo, incluindo infec¢bes bacterianas e virais,
doencas desmielinizantes e lesdes cerebrais isquémicas e traumaticas (FELDERHOFF-
MUESER et al., 2005). BIDKHORI et al. (2020) observaram que a expressao génica e 0s niveis
plasmaéticos de I1L-18 se mostraram reduzidos em individuos infectados por HTLV-1 em relacéo
a individuos saudaveis, porém, sem diferenca significativa entre ACs e pacientes com
HAM/TSP. Em nossa populacédo de estudo, ndo foram observadas diferencas nos niveis de IL-
18 no soro e LCR de ACs, pacientes com HAM/TSP e controles. Porém, pacientes com
HAM/TSP apresentando pleocitose ou com neuroinflamacéo ativa, indicada pela elevacao de
neopterina no LCR em relacéo ao soro, tiveram niveis mais altos de 1L-18 no LCR, sugerindo
uma possivel ativacao e participacdo de respostas associadas ao inflamassoma.

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos presentes no citoplasma e, ap6s sua
montagem, ativam caspases pro-inflamatdrias, que sdo responsaveis pela maturacgao e secrecéo
das citocinas IL-1p e IL-18. No SNC, a sinalizacdo do inflamassoma é feita principalmente pela
microglia. A expressdo de componentes do inflamassoma também foi relatada em outros tipos
de células do SNC, incluindo neurénios, astrcitos, macréfagos perivasculares do SNC,
oligodendrdcitos e células endoteliais (VOET et al., 2019). Na esclerose multipla, que € a
doenca inflamatoria crénica mais comum do SNC, se observa o comprometimento da barreira
hematoencefalica e a infiltracdo de células imunes da periferia, com ativagdo da micrdglia local
e de astrécitos, que promovem inflamacdo, desmielinizacdo e neurodegeneracdo. Também na
esclerose multipla, a resposta imune periférica € constituida por linfécitos e macréfagos que
entram no SNC durante o desenvolvimento da doenca. Se observa que a caspase-1, IL-18 e IL-
1B sdo regulados positivamente em PBMCs e no LCR desses pacientes, assim como 0s niveis
de DAMPs ativadores de inflamassoma NLRP3, tais como ATP e &cido urico. Além disso, a
expressao da caspase-1 € elevada em lesbes desmielinizantes agudas e cronicas na esclerose
maltipla (BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018; VOET et al., 2018).

A anélise dos niveis de B-NGF no LCR de ACs, pacientes com HAM/TSP e de controles
ndo evidenciou diferencas entre os grupos, como tambeém observado por ALBRECHT et al.
(2006). Contudo a analise dos niveis de B-NGF no soro de pacientes com HAM/TSP mostrou
gue individuos com niveis normais de NfL no LCR, o que indica uma intensidade de morte

neuronal ndo diferente da associada ao envelhecimento, apresentam niveis mais altos de [3-

NGF. Embora o 3-NGF seja capaz de induzir a neurogénese e de aumentar a sobrevivéncia e a

plasticidade de neurbnios, estd neurotrofina ndo atravessa a barreira hematoencefélica
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(FRIDEN et al., 1993). Em doencas inflamatorias e autoimunes se observa um aumento
localizado de NGF em sitios de inflamag&o. Niveis aumentados de NGF estdo presentes no
LCR de pacientes com esclerose multipla aguda (LAUDIERO et al., 1992), no fluido sinovial
de individuos com artrite reumatoide (ALOE et al., 1992; FALCINI et al., 1996), e no soro de
pacientes com l0pus eritematoso sistémico (AALTO et al., 2002; BRACCI-LAUDIERO et al.,
1993). Dessa forma, é possivel que niveis mais altos de B-NGF no soro de pacientes com
HAM/TSP e menores niveis de morte neuronal estejam relacionados a um melhor controle de
eventos da inflamacdo associada a geracdo de lesdo neuroldgica, independentemente do
controle da carga proviral, que ndo diferiu da observada em pacientes com niveis NfL elevada.

Da mesma forma, individuos com HAM/TSP e baixa atividade de neuroinflamacéo,
indicada por valores da razdo LCR/soro de neopterina e de CXCL10, apresentaram niveis mais
altos de fractalkina no soro em relagdo com pacientes com neuroinflamacdo ativa. No sangue
periférico a fractalkina € expressa por monaocitos em condicdes inflamatdrias. Os monadcitos
ndo classicos atuam no monitoramento da barreira sangue/endotélio, e devido a baixa expressao
de CCR2, possuem uma capacidade limitada de migracéo transendotelial, e exercem por isso
funcdes anti-inflamatérias (WEBER et al., 2000, 2001; WONG et al., 2011; ZIEGLER-
HEITBROCK et al., 2010). Mondécitos ndo classicos CD16* expressam principalmente
CX3CRL1 e, por isso, migram em resposta a fractalkina (ANCUTA; WEISS; HAEFFNER-
CAVAILLON, 2000).

DE CASTRO-AMARANTE et al. (2015) mostraram que a frequéncia de mondcitos nao
classicos é aumentada em individuos infectados por HTLV-1 e, que esta populacdo apresenta
expressao aumentada dos receptores de quimiocinas CCR1, CXCR3 e CX3CRL1. Dessa forma,
foi proposto um modelo no qual a inflamacao na infecgdo por HTLV-1 resulta da regulacédo da
expressao de receptores de quimiocinas em mondcitos. Respostas inflamatorias favorecem a
migracdo de monacitos classicos, que respondem principalmente a CCL2, que é a populacédo
de mondcitos mais abundante no sangue, e que desempenha fungdes inflamatorias. Por outro
lado, os dados sobre os niveis aumentados de fractalkina em pacientes com HAM/TSP e baixa
atividade de doenca corroboram com os achados de frequéncia aumentada de mondcitos néo
classicos, que desempenham funcées anti-inflamatorias.

As concentrac@es de neopterina e CXCL10 no LCR tém sido mostradas como potenciais
biomarcadores da velocidade de progressédo da HAM/TSP, conforme demonstrado por SATO
et al., (2013). Recentemente, SOUZA (2020) demonstrou que a quantificacdo de neopterina e
de CXCL10 no LCR de individuos infectados reflete melhor a atividade de doenga, o que em

funcdo do tempo estd diretamente relacionado a velocidade de progressdo. Além disso, a
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definicdo de indices pelo calculo da razéo das concentracdes destes fatores no LCR e no soro

permitiria eliminar variacdes implicitas a utilizacdo de diferentes métodos para a quantificacdo

destes biomarcadores. No entanto, nenhum dos fatores avaliados se mostrou associado a carga

proviral de HTLV-1 ou a velocidade de progressdo da HAM/TSP, o que limita a sua utiliza¢éo

como biomarcador desta doenca neuroldgica.

7

CONCLUSOES

Dessa forma, podemos concluir que:

Os niveis de VILIP-1, STREM-1, STREM-2, VEGF, IL-6, B-NGF, IL-18, TNF-a, sSRAGE
ndo apresentaram diferencas no LCR e no soro de ACs e de pacientes com HAM/TSP.
BDNF se mostrou aumentado no soro de ACs e com uma tendéncia de elevacéo em pacientes
com HAM/TSP. Contudo, a falta de correlacdo com a CPV de HTLV-1 sugere que processos
além da expressao de genes virais estejam associados aos niveis elevados de BDNF.

A fractalkina/CX3CL1 estd aumentada no soro de pacientes com HAM/TSP, possivelmente
em resposta & uma maior expressdo de IFN-y em PBMCs e de maior frequéncia de monocitos
ndo classicos nestes individuos.

A concentracdo de TGF-B1 reduzida no LCR de ACs e de pacientes com HAM/TSP esta
provavelmente associada aos processos neurodegenerativos na infecgcdo por HTLV-1.

Os niveis de fatores neuroinflamatorios avaliados (VILIP-1, TGF-B1, VEGF, IL-6, STREM-
1, STREM-2, IL-18, TNF-a, SRAGE, ¢ fractalkina) e das neurotrofinas BDNF e B-NGF, no
LCR e no soro, ndo se mostraram associados a velocidade de progressdo da HAM/TSP.
Niveis de B-NGF no soro de pacientes com HAM/TSP foram mais elevados em individuos
com niveis normais de NfL no LCR, independentemente do controle da infeccdo na periferia,
mostrado por niveis semelhantes de carga proviral com o grupo apresentando NfL alterada.
Niveis reduzidos de fractalkina no soro de pacientes com HAM/TSP e neuroinflamacéo
ativa, indicada por indices de razdo LCR/soro de neopterina> 1 ¢ de CXCL10 > 2, sugerem
que processos envolvendo a funcdo dessa quimiocina na periferia influenciam a atividade
inflamatoria no SNC.

Os niveis de IL-18 no LCR foram mais altos em pacientes com HAM/TSP apresentando

sinais de neuroinflamagdo ativa, e correlacionaram positivamente com marcadores de
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inflamacdo, morte neuronal, e de permeabilidade da barreira hematoencefalica, sugerindo o
envolvimento de mecanismos mediados por inflamassomas na patogénese da HAM/TSP.
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