FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pos-Graduacédo em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

ESTUDO IN SILICO PARA A UTILIZACAO DO HTLV-2 ATENUADO
COMO VETOR VACINAL CONTRA A INFECCAO PELO HTLV-1

FERNANDA KHOURI BARRETO

Salvador — Brasil
2013



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

Curso de Pos-Graduacédo em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa

ESTUDO IN SILICO PARA A UTILIZACAO DO HTLV-2 ATENUADO
COMO VETOR VACINAL CONTRA A INFECCAO PELO HTLV-1

FERNANDA KHOURI BARRETO

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara

Co-orientadora: Prof® Dr? Aline Cristina Andrade Mota Miranda

Dissertacdo apresentada ao
Curso de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia em Salde e
Medicina Investigativa para a
obtencdo do grau de Mestre.

Salvador — Brasil
2013



Folha de Aprovacao

(Sera oferecida pela Coordenacéo de Ensino)



FONTES DE FINANCIAMENTO
FAPESB

FIOCRUZ



BARRETO, Fernanda Khouri. Estudo in silico para a utilizacdo do HTLV-2 atenuado
como vetor vacinal contra a infeccdo pelo HTLV-1. Dissertagéo (Mestrado) — Fundagéo
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

RESUMO

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus descrito associado a doengas humanas, tais como
leucemia de célula T do adulto (ATLL), paraparesia espastica tropical/mielopatia
associada ao HTLV (TSP/HAM), dermatite infecciosa, entre outras. Esse retrovirus
possui um genoma de RNA de fita simples, com o0s genes gag (grupo antigénico), env
(envelope), pol (polimerase), e uma regido préxima a extremidade 3' conhecida como
pX. Em cada extremidade do genoma existem sequéncias de repeti¢des terminais longas
(LTR — long terminal repeat), que sdo essenciais na integragdo do DNA proviral ao
DNA do hospedeiro, e também para a regulacdo transcricional do genoma do virus.
Estima-se que cerca de 5-10 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no
mundo. No Brasil, presume-se que 2,5 milhdes de pessoas estejam infectadas. Apesar
da infeccdo pelo HTLV-1 ser endémica em diferentes regides geograficas do mundo,
ainda permanece sem um método de profilaxia eficaz. Pesquisas realizadas em
macacos-esquilos no Instituto Pasteur da Franca e no Instituto Nacional do Cancer nos
EUA avaliaram a imunogenicidade e a eficacia de uma vacina contendo o gene env ou
env e gag do HTLV-1. Apds a vacinagdo e transfusdo de células infectadas com o
HTLV-1 todos os animais mostraram-se protegidos. Anteriormente a este estudo,
pesquisadores do Instituto Nacional do Céancer, NIH-EUA, avaliaram a eficacia de um
vetor vacinal derivado do virus da variola atenuado contendo o gene env do HTLV-1
(R-ALVAC), e ap6s o desafio vacinal todos os animais mostraram-se protegidos.
Porém, a protecdo destes dois estudos ndo foi permanente. Entretanto, esses resultados
sugerem que uma vacina anti-HTLV-1 pode ser viavel e, acreditamos que a producao
dessa vacina tendo como vetor um virus persistente como o HTLV-2 pode proteger
contra a infeccdo pelo HTLV-1. Assim, desenvolvemos em colaboracdo com o NIH,
um vetor vacinal contendo as duas regides LTR do HTLV-2, para serem inseridos 0s
genes gag e env do HTLV-1 sob o controle da regido 3’LTR deste vetor. Para a
utilizacdo desse vetor recombinante faz-se necessario caracterizar a regido promotora do
HTLV-2, avaliando assinaturas nucleotidicas presentes em diferentes subtipos, bem
como a presenca de motifs importantes para a expressdo do vetor vacinal. Pelo exposto,
0 objetivo principal desse trabalho foi avaliar in silico a habilidade do vetor
recombinante do HTLV-2 poder ser utilizado como vetor vacinal anti-HTLV-1. Nossos
resultados revelaram que existem pequenas diferencas na regido promotora dos subtipos
HTLV-2a, HTLV-2b, HTLV-2c e HTLV-2d. Algumas alterac6es resultam em ganho ou
perda de motifs importante para a regulacdo da transcrigdo génica, como o motif E Box,
presente nas sequéncias dos diferentes subtipos do HTLV-2 e ausente na regido
promotora do vetor. Entretanto, estudos sugerem que esse motif pode ser responsavel
pela repressdo da transcri¢do génica e, portanto, essa diferenca encontrada entre o vetor
recombinante do HTLV-2 e as diferentes sequéncias analisadas sugere que a transcricao
génica do vetor vacinal sem esse motif pode ser mais eficiente. Logo, o vetor
recombinante do HTLV-2 pode ser utilizado como vetor vacinal anti-HTLV-1 em
ensaios pré-clinicos.

Palavras-chave: HTLV-1, HTLV-2, LTR.
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ABSTRACT

The HTLV-1 was first described retroviruses associated with human diseases, such as
leukemia adult T cell (ATLL), tropical spastic paraparesis / HTLV-associated
myelopathy (TSP / HAM), infective dermatitis, among others. This retrovirus has a
genome of single-stranded RNA, with the genes gag (group antigen), env (envelope),
pol (polymerase), and a region near the 3 'end known as pX. At each end of the genome
are sequences of long terminal repeat (LTR) that are essential for the integration of the
proviral DNA in the host DNA and also for the transcriptional regulation of the virus
genome. It is estimated that about 5-10 million people are infected with HTLV-1
worldwide. In Brazil, it is assumed that 2.5 million people are infected. Despite the
HTLV-1 is endemic in different geographic regions of the world still remains without
an effective method of prophylaxis. Research conducted in squirrel monkeys at the
Pasteur Institute in France and the National Cancer Institute in the USA evaluated the
immunogenicity and efficacy of a vaccine containing the env gene or env and gag of
HTLV-1. After vaccination and transfusion of infected cells with HTLV-1 all animals
were shown to be protected. Prior to this study, researchers from the National Cancer
Institute, NIH, USA, evaluated the efficacy of a vector vaccine derived from attenuated
smallpox virus containing the env gene of HTLV-1 (R-ALVAC) and after challenge all
animals were shown to be protected. However, the protection of these two studies was
not permanent. At the same time, these results suggest that a vaccine anti-HTLV-1 may
be feasible and we believe that the production of this vaccine as a vector having one
persistent virus as HTLV-2 can protect against HTLV-1 infection. Thus, we developed
in collaboration with the NIH, a vector vaccine containing the two LTR of HTLV-2,
that will be inserted the env and gag genes of HTLV-1. To use this recombinant vector
is necessary characterize the promoter region of HTLV-2, evaluating nucleotide
signatures present in different subtypes, as well as the presence of motifs important for
the expression vector vaccine. For these reasons, the aim of this study was to evaluate in
silico the ability of recombinant vector of HTLV-2 be able to be used as a vector
vaccine anti-HTLV-1. Our results reveal that there are small differences in the promoter
region of HTLV-2a, HTLV-2b, HTLV-2c and HTLV-2d. Some changes results in loss
or gain of motifs important for regulation of gene transcription, such as the E box motif
present in the sequences of the different subtypes of HTLV-2 and absent in the
promoter region of the vector. However, studies suggest that this motif can be
responsible for the repression of gene transcription, and therefore this difference found
between the recombinant vector of HTLV-2 and different sequences suggested that the
analyzed gene transcription vector vaccine without this motif can be more efficient .
Therefore, the recombinant vector HTLV-2 can be used in preclinical trials as a vaccine
vector for HTLV- 1.

Key-words: HTLV-1, HTLV-2, LTR.
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INTRODUCAO

1.1  Virus Linfotrdpico de Células T Humanas (HTLV)

O virus linfotropico de células T humanas (HTLV) foi o primeiro retrovirus
humano identificado, a partir de um paciente com linfoma cutédneo de células T, nos
Estados Unidos da América em 1979 (POIESZ et al, 1980). Na mesma época,
pesquisadores japoneses isolaram e caracterizaram 0 mesmo Virus, que passou a Ser
classificado como virus linfotropico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1)
(HINUMA et al, 1981). Posteriormente, em 1982, foi identificado o virus linfotropico
de células T humatnas do tipo 2 (HTLV-2), numa linhagem imortalizada de células T
obtidas de um paciente com tricoleucemia (KALYANARAMAN et al, 1982). Em 2005,
foram identificados o virus linfotropico de células T humanas do tipo 3 (HTLV-3) e
virus linfotrépico de células T humanas do tipo 4 (HTLV-4), em populagdes do sul de
Camardes (WOLFE et al, 2005).

Estudos sugerem que o HTLV pode ter emergido, na Africa, do contato entre
humanos e primatas ndo-humanos infectados com o virus linfotrépico de células T de
simios (STLV). A Africa é o Unico continente onde todos os virus linfotropicos de
células T de primatas (PTLV) foram isolados, e acredita-se que o HTLV foi levado ao
novo mundo (Caribe, Estados Unidos e América do Sul) pelos negros africanos durante
o0 periodo de trafico de escravos no século XVI (COURGNAUD et al, 2004; SANTOS;
LIMA, 2005; VERDONCK et al, 2007). O HTLV pertence a familia Retroviridae, a

subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Deltaretrovirus.

1.1.1 Virus Linfotropico de Células T Humanas do Tipo 1 (HTLV-1)

Dados epidemioldgicos sugerem que a infeccdo pelo HTLV-1 tem distribuicdo
mundial, no entanto, algumas regides sdo consideradas areas endémicas, como o
sudoeste do Japdo (YAMAGUCHI, 1994; Mueller et al, 1996), alguns paises no Caribe



14

(HANCHARD et al, 1990), Africa sub-Saara (GESSAIN; de THE, 1996) e areas
localizadas no Ird e Melanésia (MUELLER, 1991) (Figura 1). O Japdo e a Africa
exemplificam a ndo homogeneidade da infec¢do, e sdo considerados os continentes com
maior numero de individuos infectados pelo HTLV-1, seguido da Ameérica do Sul
(GESSAIN; CASSAR, 2012).

Areas endémicas
para o HTLV-1

. <1%
[ REED

* >5%

Figura 1. Distribuicdo do HTLV-1 no mundo. Adaptado de (PROIETT], 2006).

Estima-se que aproximadamente 5-10 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo
HTLV-1 no mundo (DE THE; KAZANJI, 1996). No Brasil, a infecgdo pelo HTLV-1
atinge, aproximadamente, 2,5 milhdes de pessoas (CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002;
CATALAN-SOARES et al, 2004), e apesar da escassez dos dados epidemioldgicos,
também se pode observar o fendmeno de distribui¢do heterogénea da infecgdo, sendo as
maiores prevaléncias observadas, em doadores de sangue, nos estados do Maranhé&o,
Bahia, Para e Pernambuco (CATALAN-SOARES et al, 2005) (Figura 2). Considerando
a populacdo total, Salvador apresenta uma prevaléncia de 1,8 % de individuos
infectados pelo HTLV-1 (DOURADO et al, 2003).
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Figura 2. Mapa da prevaléncia de Elisa positivo para HTLV-1 em doadores de sangue no Brasil.

Adaptado de (CATALAN-SOARES et al, 2005).

Estudos de epidemiologia molecular realizados a partir da analise da regido LTR

(long terminal repeat) e do gene env (envelope) possibilitaram classificar o HTLV-1 em
sete subtipos virais: HTLV-1a (MIURA et al, 1994), HTLV-1b (HAHN et al, 1984;
VANDAMME et al, 1994), HTLV-1c (GESSIAN et al, 1991), HTLV-1d (CHEN et al,
1995; MAHIEUX et al, 1997), HTLV-1e (SALEMI et al, 1998), HTLV-1f e HTLV-1g
(WOLFE et al, 2005). O subtipo HTLV-1a possui distribuicdo mundial, e € também

chamado de subtipo Cosmopolita. Ja 0s outros seis subtipos sdo encontrados em regides

geogréficas especificas, conforme figura 3.
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Figura 3. Distribuigdo dos subtipos do HTLV-1 no mundo. Adaptado de (ARAUJO, 2012).

1.1.2  Virus Linfotropico de Células T Humanas do Tipo 2 (HTLV-2)

Estudos filogenéticos baseados na andlise da regido LTR e do gene env do
HTLV-2 possibilitaram a classificacdo desse retrovirus em quatro subtipos: HTLV-2a,
HTLV-2b (HALL et al, 1992), e HTLV-2¢c (EIRAKU et al, 1996) e HTLV-2d
(VANDAMME et al, 1998). O subtipo c é caracteristico do Brasil, e corresponde a um
cluster filogenético do subtipo a, porém com uma proteina Tax de mesmo tamanho da
proteina dos isolados do subtipo b (25 aminoacidos a mais que a proteina Tax nos
isolados do subtipo a) (EIRAKU et al, 1996).

A infeccdo pelo HTLV-2 n&o possui distribuicdo cosmopolita, e apresenta-se de

forma endémica em determinadas regides geograficas. Atinge, principalmente, usuarios
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de drogas injetaveis (UDIs), tribos indigenas (VANDAMME et al, 2000) e populacdes
africana remotas (ROUCOUX; MURPHY, 2004).

O subtipo HTLV-2a possui elevada prevaléncia nas Américas e Europa,
enquanto o HTLV-2b é encontrado com mais frequéncia na Africa e nas Américas. Ja o
subtipo HTLV-2c, apresenta-se como uma assinatura do Brasil, j& que é encontrado
somente nessa localidade. O HTLV-2d, encontrado somente na Africa Central, foi

isolado a partir de dois pigmeus da tribo Efe Bambuti (figura 4).
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Figura 4. Distribuigcdo dos subtipos do HTLV-2 no mundo. Adaptado de (ROUCOUX; MURPHY, 2004).

1.2 Vias de Transmissao

A transmissdo do HTLV ocorre por duas vias: horizontal, através do contato

sexual, transfusdo de sangue, uso de seringas, ou perfuro cortantes contaminados; ou
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vertical, por meio da amamentagdo, transmissdo transplacentéria, ou durante o parto
(CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002).

1.3 Manifestacdes Clinicas

1.3.1 Associadas ao HTLV-1

O HTLV-1 foi inicialmente associado com a leucemia/linfoma de células T do
adulto (ATLL), primeira manifestacdo clinica humana identificada como sendo causada
por um retrovirus (YOSHIDA et al, 1982). Posteriormente, a infec¢do pelo HTLV-1 foi
associada com as patologias neuroldgicas paraparesia espastica tropical (TSP) e
mielopatia associada ao HTLV (HAM) (GESSAIN et al, 1985), as quais em 1988,
foram admitidas por Roman e Osame, serem manifestacdes complementares,
compondo, na verdade, uma sindrome neurolégica, hoje conhecida como HAM/TSP.

A ATLL é um linfoma/leucemia agressivo, que tem seu curso clinico
classificado em quatro estagios: aguda, cronica, linfoma e smouldering
(SHIMOYAMA, 1991). Além desses tipos clinicos, existe ainda outra categoria
conhecida como ATLL cutanea, cujas manifestacGes sdo restritas a pele, e que
posteriormente foi subdividida em duas outras classificacdes: tumoral e eritematosa
(BITTENCOURT et al, 2007). A ATLL caracteriza-se pela infiltracdo de células T
CD4" malignas nos linfonodos, baco, trato gastro-intestinal e pele, além da presenca de
celulas T anormais com ndcleo lobulado ou em forma de flor (flower cells)
(MATSOUKA, 2005). A proporgdo de ocorréncia de ATLL em homens e mulheres
infectados no Japdo é de seis a dois por cento, respectivamente (YASUNAGA,;
MATSOUKA, 2007).

A HAM/TSP, por sua vez, caracteriza-se por uma mielopatia lentamente
progressiva, que tem como consequéncia a paraparesia dos membros inferiores,
espasticidade e hiperreflexia (ROMAN; OSAME, 1988). Esta patologia, considerada
uma doenca de baixa letalidade, esti presente em um a cinco por cento dos pacientes

infectados pelo virus, e atinge frequentemente mais as mulheres que os homens
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(KAPLAN et al, 1990). Apesar de ainda ndo ser completamente esclarecida, existem
trés hipdteses que buscam explicar a patogénese da HAM/TSP. A primeira hipotese
sugere que linfocitos T CD8" especificos anti-HTLV-1 atravessariam a barreira
hematoencefalica e destruiriam as células da glia infectadas pelo HTLV-1, através de
mecanismos de citotoxicidade direta (NAKAMURA et al, 1993). A segunda hipotese
envolve um processo de mimetismo molecular entre o antigeno Tax e uma proteina
neuronal, que acarretaria em um processo inflamatério autoimune com consequente
lesdo neuronal (LEVIN et al, 2002).

A hipotese mais aceita propde que a patogénese da HAM/TSP esteja relacionada
com a desmielinizagdo local atribuida & invasdo de linfécitos infectados no sistema
nervoso central, e o desencadeamento de uma resposta inflamatdria crénica com
destruicdo tecidual. Esse processo ocorreria a partir de células T CD4" infectadas com o
HTLV-1 e linfocitos T CD8" especificos anti-Tax que migrariam através da barreira
hematoencefélica, e provocariam a destruicdo das células da glia pelas citocinas
liberadas pelos CTLs contra as células T CD4" infectadas (OSAME, 2002).

O HTLV-1 também estd associado a outras patologias, como dermatite
infecciosa associada ao HTLV-1 (GONCALVES et al, 2003), uveite associada ao
HTLV (HAU) (MOCHIZUIKI et al, 1992), além de doencas reumaticas, como
sindrome de Sjogren e artrite reumatoide (NISHIOKA, 1996; McCALLUM et al, 1997)
e ao aumento da susceptibilidade a algumas parasitoses.

A infecgdo pelo HTLV-1 ndo necessariamente implica no desenvolvimento de
processos patoldgicos. Acredita-se que a maioria dos individuos infectados pelo HTLV-
1 permanece assintomatica, e ainda ndo se sabe 0 que determina a manifestacdo da
doenca num individuo infectado. Estudos apontam que a carga proviral e a resposta
imune normalmente apresentam-se elevadas em individuos sintomaticos, quando
comparados com individuos assintomaticos. Tem sido sugerido que essa resposta
imunoldgica é influenciada pela via de infeccdo do hospedeiro (mucosa ou sangue
periférico), além de fatores genéticos individuais como polimorfismos em genes de
HLA (Human Lecocitary Antigen) e genes envolvidos na resposta imune (PROIETTI,
2006). Além disso, a analise de individuos, com diferentes status clinico, mas
apresentando niveis semelhantes de carga proviral, demonstrou que células de pacientes
assintomaticos produzem menores niveis das citocinas inflamatorias: TNF-o. e IFN-y

(NISHIMURA et al, 2000), sugerindo que esta baixa producdo seria importante para a
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manutencdo do estado assintomatico, e que outros fatores, além da carga proviral,
também devem influenciar a sintomatologia da infec¢cdo (FURUKAWA et al, 2003).

1.3.2 Associadas ao HTLV-2

O HTLV-2 é considerado um virus de menor viruléncia, quando comparado ao
HTLV-1, ja que até o0 momento apenas o HTLV-1 teve associacdo comprovada com
doengas humanas. Para avaliar a influéncia do HTLV-2 no desenvolvimento de
doencas, estudos em condi¢bes de imunodeficiéncia foram realizados. Para tal,
pacientes portadores da co-infeccdo HTLV-2/HIV-1 foram selecionados, ja que o
HTLV-2 possui a mesma forma de transmissdo do HIV-1 e, portanto, essa co-infec¢do é
encontrada frequentemente. Estes estudos sugerem que mesmo em individuos
infectados com o HIV-1, a co-infeccdo pelo HTLV-2 ndo estd associada com
desenvolvimento de cancer ou doencas neuroldgicas, e demonstram inclusive que a essa
co-infeccdo induz a diminuicdo da progressao para AIDS (BRITES et al, 2009).

Da mesma forma, resultados obtidos no National Institutes of Health (NIH)
demostram que macacos-rhesus expostos ao HTLV-2 também ndo desenvolvem
doenca, no entanto apresentam resposta imune humoral e celular, bem como
soroconvertem e 0 DNA proviral pode ser detectado em tecidos linféides e mucosas.
Além disso, para descartar que o HTLV-2, causando proliferacdo espontanea de células-
T, poderia exacerbar a infeccdo pelo virus linfotropico de células T de simios (STLV),
foi testada a suscetibilidade de macacos-rhesus, previamente infectados com o HTLV-2,
a infeccdo pelo STLV. Néo foi encontrada nenhuma diferenca nos niveis virais entre 0s
macacos infectados somente com o STLV e aqueles co-infectados com o HTLV-2 e
STLV. A partir desse trabalho também foi possivel observar a persisténcia da infeccdo
pelo HTLV-2, que sugere que esse retrovirus atenuado seja um potencial vetor no

desenvolvimento de vacinas recombinantes (GORDON et al, 2010).
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O HTLV-1 possui uma estrutura morfoldgica similar a de outros retrovirus. E

constituida, basicamente, por um envelope, uma matriz protéica e um nucleocapsideo. O

envelope representa a superficie do virion, e € composto por duas subunidades protéicas

glicosiladas: a proteina de superficie (SU), denominada gp46, e a proteina

transmembrana (TM), denominada gp21, que ancora a gp46. Logo apos o envelope,

encontra-se a matriz viral (MA), seguida do capsideo (CA), que apresenta simetria

icosaédrica e € composto principalmente por proteinas codificadas a partir do gene gag.

No interior do capsideo encontra-se 0 genoma viral, composto por duas fitas simples de

RNA senso postivo, associadas as proteinas do nucleocapsideo (NC). Além de outras

proteinas, como a transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN) (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura morfol6gica do HTLV-1. Desenho esquematico adaptado de (SALEMI, 1999).
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1.5  Organizagido Genémica do HTLV-1

O genoma viral localiza-se no interior do capsideo e possui 9032 pb (SEIKI et
al, 1983). E composto por duas fitas simples de RNA, que codificam os genes gag
(grupo antigénico), pro (protease), pol (polimerase) e env (envelope), além de uma
sequéncia proxima a extremidade 3’, conhecida como regido pX, a qual contém os
genes regulatdrios tax e rex. Similar a outros retrovirus, 0 mMRNA transcrito a partir do
gene gag codifica a proteina p55, que posteriormente é clivada em protease, p19, p24 e
p15. Da mesma forma, 0 mRNA transcrito a partir do gene env codifica a proteina p63,
que apdés a clivagem origina as proteinas do envelope gp46 e gp2l. Em cada
extremidade do genoma existem sequéncias de repeticbes terminais longas (LTR — long
terminal repeat), que sdo essenciais na integracdo do DNA proviral ao DNA do
hospedeiro, e também para a regulagdo transcricional do genoma do virus (Figura 6)
(GREEN; CHEN, 2001).

5-LTR _ gag pol env px _3LTR
U3 |RJUS L1
1 o T 9034
MACA NC = =%
———] RT RH IN su ™ Tax
Pro Rex
p12 (p8)
p30
pl13
‘.'lilllﬁillll!
HBZ
mRNAs:

gag, pro. pol - en— —— A1 nspliced” mRNA
Y .. L - - An “single-spliced” mRNA

tax, rex gmm. . - _ oon A0 “donble-spliced” mRNA

Figura 6. Estrutura gendmica do HTLV-1 e processamentos de RNA. Desenho esquematico adaptado de
(HOSHINO, 2012); (PROIETTI, 2006).
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1.5.1 Regido Promotora

A regido LTR do HTLV-1 contém elementos virais promotores e regulatorios e
exerce um papel fundamental na integracdo do genoma viral no genoma da célula
hospedeira (GREEN; CHEN, 2001). Essa regido divide-se em trés subunidades: U3, R e
US. A regido U3 possui elementos necessarios para o controle da transcricdo viral,
como sitios de poliadenilacdo, motif TATA box, e trés repeticdes de 21 pares de base
(pb) conhecidas como Elementos Responsivos de Tax (TRE) (BRADY et al, 1987).
Vale ressaltar que a proteina Tax ndo se liga especificamente a regido TRE, mas
interage com fatores de transcricdo, como CREB/ATF, que reconhecem o motif CRE,
localizado nessa regido. A formacdo desse complexo possibilita o recrutamento de
fatores co-ativadores p300/CBP, facilitando a estabilidade da ligacdo e
consequentemente, estimulado a transcricao viral. A maioria dos motifs necessarios para
o controle da transcri¢do viral encontra-se na regido U3 (BARBEAU; MESNARD,
2011).

Tem sido demonstrado que a transcricdo viral é controlada pela acdo de
proteinas especificas, denominadas fatores de transcricdo, como CREB/ATF, NF-Kb,
SRF, entre outros, que se ligam especificamente a motifs presentes na regido promotora.
Da mesma forma, processos epigenéticos, como a metilacdo da regido LTR também
influenciam a expressdo génica. Trabalhos sugerem que a regido LTR 5 ¢
hipermetilada em relacdo a LTR 3°, tanto para o HTLV-1 quanto para o HTLV-2.
Devido a isso, a expressdo génica regulada pela LTR 3’ mantém-Se constante, ao
contrario da expressao associada a LTR 5°. Logo, as proteinas HBZ (HTLV-1) e APH-2
(HTLV-2), que sdo controladas pela regido LTR 3’, possuem expressdo continua
(GAUDRAY et al, 2002; HALIN et al, 2009).

E importante ressaltar que regides denominadas enhancer (E Box) também
regulam a transcricdo génica (EPHRUSSI et al, 1985). A regido LTR do HTLV-1
possui uma unica sequéncia E Box (CATATG), localizada 28 pb antes do TATA box
(TERME et al, 2009). Estudos demonstram que mutacGes na regido E Box podem
aumentar ou diminuir a transcricdo do Virus da leucemia bovina (BLV), dependendo
do tipo celular onde a mutagéo ocorreu. Esses estudos, realizados a partir de ensaios de

mutagénese sitio dirigida sugerem que mutagdes pontuais que resultam na perda do
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motif E Box aumentam a expressdo de LTR e, portanto, esse motif seria responsavel
pela repressdo da transcricdo (MEREZAK et al, 2001).

A transcricdo a partir da regido LTR 5’ gera uma molécula de RNA completa (9
kb), utilizada para a sintese dos produtos dos genes gag, pro, e pol. Um RNA
subgendmico (4 kb) é sintetizado a partir de uma etapa Unica de processamento da
molécula de RNA completa, e codifica as glicoproteinas do envelope viral (env). Da
mesma forma, outra molécula de RNA (2 kb) € gerada ap6s a remocao de dois introns, e

codifica para as proteinas regulatorias da regido pX (Figura 6) (RENDE et al, 2012).

1.5.2 Genes Estruturais

O gene gag corresponde os nucleotideos 802 a 2019 no genoma do HTLV-1, e
essa regido € inicialmente traduzida como um precursor (p55), que apds a clivagem
origina as proteinas da matriz (p19), proteinas do capsideo (p24), e a proteina do
nucleocapsideo (p15). A extremidade 3” do gene gag sobrepde-se ao inicio do gene pro,
que compreende a posi¢do 2052 a 2755 no genoma do HTLV-1. O gene pro codifica a
enzima protease (PR), que atua no processo de clivagem das cadeias polipeptidicas
originando proteinas maduras (JOHNSON et al, 2001).

O gene pol, por sua vez, localiza-se na posicdo 2497 a 5187 no genoma do
HTLV-1, e é responsavel por codificar enzimas importantes, como a transcriptase
reversa (TR), que atua na sintese do DNA viral a partir da molécula de RNA, e a
integrase (IN), fundamental no processo de integracdo do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira (PROIETTI, 2006).

O gene env corresponde a sequéncia de nucleotideos localizada na posi¢do 5180
a 6647 no genoma do HTLV-1, e assim como o0 gene gag, codifica inicialmente um
precursor. Esse precursor (gp63) é clivado entre a posi¢do 6117-6118 para gerar uma
glicoproteina transmembrana (gp21) e uma glicoproteina de superficie (gp46). Assim
como em outros retrovirus, a glicoproteina transmembrana ancora, através de
associacbes ndo covalentes, a glicoproteina de superficie na bicamada lipidica do
envelope. Dessa forma, a gp2l e gp46 ficam expostas ao sistema imune e,

consequentemente, estdo associadas a resposta humoral e celular (DELAMARRE et al,
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1996; MANEL et al, 2004).

1.5.3 Genes Regulatorios

A regido pX do genoma do HTLV-1 é responsavel por codificar proteinas
regulatérias e acessoOrias importantes durante os mecanismos de replicacdo viral. A
transcricdo dessa regido resulta em formas alternativas de RNA mensageiro, que
possuem quatro fases de leitura aberta (ORFs), conforme figura 7.

As proteinas acessorias p12 (ORF 1), p13 e p30 (ORF Il) contribuem para a
infectividade viral, manutencdo de altas cargas virais, ativacdo das células do

hospedeiro e regulacdo da transcri¢do génica (BINDHU et al, 2004).
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Figura 7. Representacdo esquematica da regido pX do genoma do HTLV-1. Adaptado de (JOHNSON et
al, 2001).

Ja a ORF Il codifica uma importante proteina regulatéria, denominada proteina
Rex. Essa proteina € considerada essencial para a regulacdo da expressdo génica viral

através de eventos pos-traducionais. Rex € indispensavel para a eficiente multiplicacao,
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infecgdo e disseminacdo viral, além de regular a indugdo das diferentes fases do ciclo
celular do HTLV-1 (YOUNIS; GREEN, 2005).

A ORF 1V, por sua vez, codifica a proteina regulatoria viral mais importante,
pois atua como agente principal no desenvolvimento de diversas patologias associadas
ao HTLV-1. Essa proteina, denominada proteina Tax, € essencial para a replicacéo viral
e para a transformacdo celular, através da sua interagdo com fatores de transcri¢éo
celulares de e com a regido LTR (PROIETTI, 2006). Tax pode ser encontrada tanto no
nucleo, como no citoplasma da celula e, além de regular a transcricdo viral, pode
aumentar a expressao de citocinas e receptores envolvidos no crescimento e proliferagéo
celular (SMITH; GREENE, 1992; TSCHACHLER et al, 1993). Da mesma forma, Tax é
capaz de reprimir a acdo de genes celulares envolvidos na inibicdo do crescimento
celular, bem como inibir o reparo do DNA e os eventos de apoptose (FRANCHINI,
1995).

E importante ressaltar que além de regular processos virais, a proteina Tax e a
proteina Rex podem interferir em funcdes da célula hospedeira, ao afetar a transcricao e
traducdo de diversos genes enddgenos (FRANCHINI, 1995).

Recentemente, foi identificado na regido pX o gene HTLV-1 bZIP factor gene
(HBZ), codificado pela fita negativa, sob o controle da regido LTR 3° (MATSOUKA;
GREEN, 2009). Estudos sugerem que o HBZ pode atuar tanto como molécula de RNA,
guanto em sua forma protéica, e tem como principal funcdo a regulacdo da transcricédo
viral, e 0 aumento da proliferacdo das células T (MESNARD et al, 2006). Além disso, a
proteina HBZ inibe a transativacdo da transcricdo viral mediada por Tax, por se
heterodimerizar com fatores de transcricdo da familia CREB (MATSOUKA, 2005).

1.6  Ciclo de Disseminagédo do HTLV-1

A replicagdo cléssica dos retrovirus ocorre, basicamente, em nove etapas:
adsorcdo do virus; fusdo da membrana da celula hospedeira com o envelope viral;
internalizacdo da particula viral; transcricdo reversa do genoma viral; inser¢cdo do DNA
linear no genoma da célula hospedeira; sintese de RNA viral; traducdo das proteinas

virais; montagem do capsideo; e brotamento (Figura 8).
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Figura 8. Ciclo de replicacéo classica dos retrovirus (PROIETTI, 2006).

brotamento

A glicoproteina de superficie, gp46, estd intimamente associada a primeira etapa

do ciclo classico de replicacédo, pois se liga a moléculas na superficie celular, incluindo

proteoglicanos heparan-sulfato, neuropilina-1, e um transportador de glicose de classe 1

(GLUT-1), permitindo a fus&o da glicoproteina transmembranar viral (gp21) e iniciando
a fusdo das membranas viral e celular (Figura 9) (PINON et al, 2003; MANEL, 2005;

GHEZ et al, 2006).
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Figura 9. Contribuicio da gp46 no ciclo de replicagdo do HTLV-1. Adaptado:

www.dundee.ac.uk/biomedres/brighty.htm.

Estudos recentes tém sido desenvolvidos com o propdsito de avaliar a relacdo
dos receptores com a entrada da particula viral na célula hospedeira. Acredita-se que
para uma internalizacdo viral eficiente, seja necessaria uma cooperacdo entre 0S
receptores proteoglicanos heparan-sulfato, neuropilina-1, e o GLUT-1, formando um
complexo receptor (JONES et al, 2011).

Entretanto, ao contrario de outros retrovirus, a replicacdo do HTLV-1 ocorre,
principalmente, devido a expansdo clonal das células infectadas, via mitose, e ndo via
modelo cléssico dos retrovirus (WATTEL et al, 1995; CIMARELLI et al, 1996). Logo,
0 HTLV-1 ndo utiliza com frequéncia a transcriptase reversa, descrita na literatura como
enzima com altas taxas de erros (PRESTON; DOUGHERTY, 1996). Esses erros
resultam em mutagdes, que diminuem a estabilidade do genoma viral. Portanto, o
HTLV-1 é um retrovirus estavel, quando comparado com outros retrovirus, como o
HIV.

Além disso, 0 HTLV-1 pode induzir eventos de polarizacdo das ceélulas
facilitando a passagem de proteinas e do genoma viral, num fenébmeno conhecido como
sinapse viral (BANGHAM, 2003). Quando uma célula infectada entra em contato com
outra célula ndo infectada ocorre a formagdo de um canal protéico na jungdo célula-
célula, formando a interface onde ocorrera a sinapse viral (Figura 10). A formacao desta
estrutura permite o acimulo de proteinas codificadas a partir do gene gag e de material
gendmico na interface da sinapse, culminando com a passagem desse material para a
célula ndo infectada (MATSUOKA; JEANG, 2007). O reconhecimento entre a célula

infectada e a célula ndo infectada é promovido pela gp46. Manel e colaboradores (2005)
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demonstraram, inclusive, que nestas areas de “sinapse viral” hd um actmulo de
moléculas de GLUT 1, conhecidas por seu papel no reconhecimento celular.

Celula infectada pelo HTLV-1 Célula nao-infectada

HTLV-1 provirus
L ]

Sinapse Virologica

/

Viral RNA
pre-integration complex

- By
= ral © Tax '/
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Figura 10. Sinapse Viral. Adaptado de (MATSUOKA; JEANG, 2007).

Além da disseminagdo viral através do modelo cléssico, expansdo clonal e
sinapse viroldgica, recentemente o HTLV-1 foi detectado em estruturas ricas em
carboidratos, semelhantes a biofilmes, presentes na superficie de células infectadas.
Essas estruturas favorecem o contato entre linfocitos infectados e linfocitos néo-
infectados, facilitando a transmissao viral (PAIS-CORREIA et al, 2009) (Figura 11).

Sinapse viral

Modelo cléssico de
replicacdo dos retrovirus
Formacé&o de biofilmes

Figura 11. Disseminacgdo viral através da formacao de biofilmes. DC: Células Dendriticas. Adaptado de
(NEJMEDDINE; BANGHAM, 2010).
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Em 2010, Nancy Van Prooyen e colaboradores detectaram proteinas virais,
como p8 e proteinas traduzidas a partir dos genes env e gag, em conduites formados
entre linfocitos infectados e linfocitos ndo-infectados, sugerindo, portanto, um novo

modelo de disseminacéo viral utilizado pelo HTLV-1 (Figura 12).

Gag

Sobreposigéao

Figura 12. Formagao de Conduites. Adaptado de (VAN PROOYEN et al, 2010).

Vale ressaltar que embora 0 HTLV-1 apresente um tropismo por células T
CD4", ele é capaz de infectar células T CD8" (HANON et al, 2000), e outras células
ndo-T, incluindo mondcitos e linfécitos B (KOYANAGI et al, 1993), macréfagos
(NATH, 2002), células dendriticas (KNIGHT et al, 1993) e endoteliais (SETOYAMA
et al, 1998). J4 0 HTLV-2 possui maior tropismo por células T CD8".

1.7  Resposta Imune na Infecgdo pelo HTLV-1

A resposta imune contra a infeccdo pelo HTLV-1 pode ser categorizada em dois
grandes grupos: resposta imune inespecifica (inata) e especifica (adaptativa). A resposta

imune inata ocorre de maneira rdpida, a partir da acdo de neutrofilos e mondcitos,
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ativagdo de células Natural Killer (NK), bem como ativacdo do sistema complemento
(PROIETTI, 2006). Embora os mecanismos da atividade inata sejam de extrema
importancia no momento inicial da infeccéo, é a resposta imune adaptativa que exerce o
papel mais relevante durante infecgdes cronicas, como a infeccao pelo HTLV-1 (LAL et
al, 1992).

Durante a infecgdo viral, os linfocitos B interagem com proteinas do HTLV-1,
através dos receptores de células B (BRC), também denominados imunoglobulinas de
membrana, internalizando as estruturas antigénicas. Em seguida, esses linfocitos B
transformam-se em plasmdcitos e secretam imunoglobulinas especificas anti-HTLV-1,
com o intuito de neutralizar ou opsonizar o virus (PROIETTI, 2006).

No ambito da resposta imune humoral, o gene env tem fundamental importancia,
ja que a maioria dos anticorpos produzidos em resposta a infeccao natural pelo HTLV-1
inclui aqueles direcionados contra as glicoproteinas do envelope. Sabe-se inclusive que
a regido central da gp46 é responsavel por induzir 90% dos anticorpos anti-env que sao
produzidos nos individuos infectados (SHERMAN et al, 1993). Isso ocorre porque
apos a infeccdo as proteinas do envelope sdo expressas na superficie das células
infectadas e s&o, portanto, reconhecidas pelo hospedeiro no curso da resposta imune.

Dessa forma, individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolvem uma resposta
imune significativa contra os produtos proteicos do gene env. Entretanto, apesar da
elevada resposta imune anti-env 0s primeiros anticorpos especificos anti-HTLV-1
detectados sdo anti-gag e, portanto, outras proteinas também podem ser utilizadas como
marcadores da infeccdo, tais como a proteina pl9 e p24. Trabalhos recentes tém
demonstrado o0 aumento na expressdo do antigeno viral pl9 com o aumento da
proliferacdo das células infectadas (XIE; Green, 2005).

Simultaneamente ao mecanismo da resposta imune humoral, inicia-se a ativacéo
da resposta imune celular, através da participacdo das celulas apresentadoras de
antigenos (APCs). As APCs mais importantes nesse processo sdo 0S mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e linfocitos B, que apds o processamento do antigeno,
via fagolisossoma, apresentam os peptideos processados através do complexo MHC-
Il/peptideo para os linfocitos T CD4*. E importante ressaltar que a interagio da APC
com o linfécito T dependera da ligacdo especifica com o Receptor de Superficie de
Células T (TCR), da presenca da molécula CD4", bem como de moléculas coativadoras
(PROIETTI, 2006).
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As células T CD4" ativadas possuem como fungdo principal a producdo de
citocinas e, consequentemente, a ativacao e potencializacdo das respostas imunologicas,
incluindo a producdo de anticorpos e a resposta citotoxica. Essa resposta citotoxica,
realizada pelos linfocitos T CD8" ocorre a partir da liberagdo de citotoxinas capazes de

lisar a célula infectada (Figura 13).
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Figura 13. Ativagéo da resposta imune adaptiva (PROIETT], 2006).

1.8 Diagnéstico Soroldgico e Tratamento

O diagnostico sorolégico da infecgdo pelo HTLV parte do pressuposto de que a
maioria das proteinas virais é imunogénica e que, portanto, anticorpos sdo produzidos
para reagir contra elas. Estes anticorpos sdo detectados no soro de pessoas infectadas

pelo HTLV, através de testes sorologicos, como ELISA e Western Blot (WB)
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(CONSTATINE et al, 1992). Esses ensaios de triagem detectam anticorpos contra 0s
produtos dos genes env e gag do HTLV-1 e HTLV-2. Entretanto, estudos tém
demonstrado que o WB pode frequentemente falhar na deteccéo de anticorpos contra 0s
produtos do gene env. Algumas amostras podem ter resultado positivo no WB, mas sem
diferenciagéo entre o HTLV-1 e HTLV-2, e séo consideradas ndo-tipadas. Nesses casos,
para que se obtenha um diagnostico mais seguro e especifico, € necessaria uma
combinacdo de testes, como a deteccdo molecular através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), o que contribui para o alto custo e para a demora na conclusdo do
diagndstico (LAL et al, 1992).

Posteriormente ao diagnostico, o paciente deve ser acompanhado para
verificacdo de desenvolvimento de sintomatologia. Até o momento ndo foi descrita
nenhuma terapia especifica eficaz na cura da infeccdo pelo HTLV-1. Dessa forma, os
pacientes que desenvolvem manifestacfes clinicas devem ser tratados especificamente a
partir de metodologias paliativas, como tratamentos fisioterpicos e/ou

medicamentosos.

1.9 Desenvolvimento de VVacinas

1.9.1 Perspectiva Historica

A historia das vacinas e sua aplicacdo no combate a doencas infecciosas
acumula mais de 200 anos, desde que pesquisadores como Edward Jenner e Louis
Pasteur iniciaram seus estudos. A partir de experimentos relativos a variola, na época
uma das doengas mais temidas pela humanidade, Edward Jenner extraiu o contetdo
liquido da mao de uma mulher que havia contraido a variola bovina e o inoculou em um
menino saudavel, em maio de 1796. O menino contraiu a doenca de forma branda e
logo ficou curado. Em julho, Jenner inoculou no mesmo menino o liquido extraido de
uma pustula de variola humana. A crianga ndo contraiu a doencga, o que significava que
estava imune a variola (SMITH, 2011).

Em 1880, o cientista francés Louis Pasteur iniciou seus estudos sobre a raiva e
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em 1885 aplicou pela primeira vez a vacina em um ser humano. A descoberta da vacina
anti-rabica trouxe a consagracdo definitiva dos trabalhos de Pasteur e propiciou a
criagdo, em 1888, em Paris, do Instituto que leva seu nome, um dos mais importantes
centros mundiais de pesquisa cientifica (BERCHE, 2012).

Desde entdo, o desenvolvimento da pesquisa vacinal desenvolveu-se buscando
empregar fragmentos cada vez menores do patdgeno, a fim de aumentar a seguranca da
vacina, sem diminuir a eficacia da mesma. Dessa forma, € possivel categorizar as
vacinas em trés grupos: primeira geracdo; segunda geracao; e terceira geracdo (DINIZ;
FERREIRA, 2010).

As vacinas de primeira geracdo incluem as compostas pelo agente patogénico
completo, porém atenuado através de tratamentos quimicos, ou inativado, onde o
patdgeno é transformado em uma forma ndo patogénica. As vacinas humanas
produzidas a partir de microrganismos derivados de outros hospedeiros também fazem
parte dessa categoria, como as vacinas contra a variola (FENNER et al, 1988),
tuberculose (BARRETO et al, 2006), sarampo, rubéola, entre outras.

A segunda geracdo baseia-se na inducdo da formacdo de anticorpos contra um
unico alvo do patégeno, como uma toxina ou moléculas superficie, que possibilitam o
reconhecimento do sistema imune e consequente neutralizagdo ou eliminagéo do agente
patogénico. Essa geracdo permite que o individuo vacinado desenvolva uma resposta
imunoldgica mais rapida, capaz de impedir a propaga¢do do microrganismo, como as
vacinas contra a hepatite B, meningite, antitetanicas, antidiftéricas, entre outras.

Ja as vacinas de terceira geracdo, denominadas de vacinas de DNA, utilizam
apenas a informacdo genética do patdgeno responsavel pela codificacdo dos antigenos
relevantes para o reconhecimento do sistema imunoldgico do hospedeiro. Testes
clinicos realizados com as vacinas de DNA sugerem uma boa resposta citotoxica e,
portanto, uma possivel aplicacdo para o controle de patdgenos de replicacéo intracelular
(DINIZ; FERREIRA, 2010).

Avangos tecnoldgicos, como estratégias de clonagem (JACKSON et al, 1972) e
mutagénese sitio dirigida (HUTCHISON et al, 1978), permitem a manipulacdo genética
dos patogenos, e podem contribuir no desenho de vacinas de primeira, segunda e
terceira geracOes. Dessa forma, é possivel obter mutantes atenuados ou conhecer genes
envolvidos na patogenicidade e desenvolver vacinas cada vez mais eficazes e

especificas.
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1.9.2 Vacinas anti-HTLV-1

O desenvolvimento de vacinas tem proporcionado um grande impacto na satde
publica mundial. Entretanto, apesar da infeccdo pelo HTLV-1 ser endémica em
diferentes regibes geograficas do mundo, ainda permanece sem um método de profilaxia
eficaz. A maioria das vacinas de DNA plasmidial, desenvolvidas até o momento,
induziram resposta imune protetora em modelos utilizando animais de pequeno porte,
porém a imunogenicidade destas em primatas mostrou-se menos potente (DONNELLY
et al, 1997; MACGREGOR et al, 1998).

Estudos recentes sugerem uma nova abordagem, que otimiza elementos
regulatérios no esqueleto do vetor vacinal, melhorando a imunogenicidade das vacinas
de DNA. Entre diversas regides analisadas, verificou-se que a adi¢cdo de uma sequéncia
reguladora da regido R da regido LTR do HTLV-1 & regido promotora/reguladora do
citomegalovirus (CMV) aumenta de 5 a 10 vezes a expressdo dos transgenes env e gag
do HIV-1, e intensifica a resposta imune celular contra antigenos. Foi demonstrado
também que além da incorporacdo do elemento R do HTLV-1, a utilizacdo dos
transgenes separados, no lugar de genes codificando proteinas de fusdo, representa uma
estratégia simples e pratica que contribui para o aperfeicoamento das vacinas de DNA
(BAROUCH et al, 2005). Estes dados demonstram que a otimizacdo de elementos
regulatorios especificos aumenta substancialmente a imunogenicidade das vacinas de
DNA codificando antigenos diferentes em animais de pequeno porte e em primatas nao
humanos. Esta estratégia poderia, portanto, ser explorada como um método potencial
para o desenvolvimento de uma vacina anti-HTLV-1.

Em outro estudo, realizado por um grupo de pesquisadores do Institut Pasteur da
Franca e do Instituto Nacional do Cancer nos EUA, foi avaliada a imunogenicidade e
eficacia de uma vacina de DNA, cujo vetor era derivado do virus vaccinia (NYVAC)
contendo o gene env ou env e gag do HTLV-1. Trés macacos-esquilo foram vacinados,
com o recombinante contendo apenas env (doses nos tempos 0, 1 e 3 meses) e
submetidos a transfusdo intravenosa de células infectadas com o HTLV-1. A resposta
imune contra 0 HTLV-1 foi detectada em um Unico animal vacinado. No entanto, ap6s
uma dose Unica (inicial) com o recombinante contendo apenas env, seguido pela

imunizacdo com a vacina NYVAC HTLV-1 gag e env, aos 6, 7 e 8 meses, todos 0s trés
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animais se mostraram protegidos apds transfusdo com células infectadas pelo HTLV-
1(KAZANJI et al, 2001). Além disso, estudos avaliaram a eficacia de um vetor vacinal
derivado do poxvirus (R-ALVAC), onde quatro coelhos brancos da Nova Zelandia
foram vacinados com o vetor R-ALVAC nos meses 0 e 1. Apos o desafio vacinal, 100%
dos coelhos mostraram-se protegidos. Infelizmente, essa prote¢do ndo foi duradoura,
visto que no més 11 os animais se tornaram infectados (FRANCHINI et al, 1995).

O fato de individuos infectados sintomaticos normalmente apresentarem uma
resposta imune mais ativada e a intencdo de se criar uma vacina com antigenos mais
imunogénicos capazes de aumentar a eficiéncia da resposta imune do individuo
imunizado pode, num primeiro momento, parecer antagdnico. Porém, a eficacia da
resposta imune do hospedeiro diante da primo-exposicdo ao HTLV-1, precisa ser forte
o suficiente para eliminar o virus, bem como as células por ele infectadas, e deve
acontecer numa velocidade maior que a propagacéo viral. Logo, o desenvolvimento de
uma vacina profilatica, que imunizard individuos saudaveis, podera conter a infeccéo
pelo HTLV-1.
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2 JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo HTLV-1 é endémica em diferentes regides geogréficas do mundo, onde
no Brasil, atinge aproximadamente, 2,5 milhdes de pessoas (CARNEIRO-PROIETTI et al, 2002;
CATALAN-SOARES et al, 2004). Embora estudos realizados estimem que a maioria dos
portadores do HTLV-1 ndo apresenta manifestagdes clinicas da infeccdo, diversas patologias ja
foram associadas a infec¢do pelo HTLV-1, como mielopatia associada ao HTLV/ paraparesia
espastica tropical (HAM/TSP) (ROMAN; OSAME, 1988), leucemia/linfoma de células T do
adulto (ATLL) (POIESZ et al, 1980), dermatite infectiva (LA GRENADE, 1996), artropatias
(NISHIOKA, 1996), uveites (MOCHIZUIKI et al, 1992), entre outras.

Os fatores que definem a manifestacdo de doencas relacionadas ao HTLV-1, bem como a
persisténcia do quadro assintomatico ainda ndo foram completamente esclarecidos. Além disso,
até o momento ndo foi descrita nenhuma terapia especifica eficaz na cura da infeccdo pelo
HTLV-1. Dessa forma, faz-se necessario o investimento em estudos a cerca do desenvolvimento
de uma vacina anti-HTLV-1, que possa atuar através de efeito profilatico, principalmente em
areas endémicas.

Diversos trabalhos vém sendo realizados em busca de uma vacina anti-HTLV-1, e seus
resultados demonstraram que uma vacina anti-HTLV-1 é plausivel e merece um estudo mais
aprofundado. Diante disso, pesquisadores de institui¢cdes brasileiras firmaram colaboracdo com o
grupo de vacinas do Instituto Nacional do Cancer, do Instituto Nacional de Saude do Governo
dos EUA (Vaccine Branch -NCI/NIH), com o intuito de realizar testes acerca de uma vacina anti-
HTLV-1.

A partir dessa colaboracdo, o pesquisador Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara e a Dra
Genoveffa Franchini desenvolveram um vetor vacinal anti-HTLV-1. Este vetor foi desenhado
contendo as regides 5’LTR e 3’LTR do HTLV-2, em que serdo inseridos 0s genes gag e env do
HTLV-1 sob o controle da extremidade 3’LTR do genoma viral.

O vetor vacinal construido caracteriza-se por ser policistronico e possuir diversas regides
importantes para a expressao do vetor vacinal recombinante, conforme figura 14-A. O plasmideo

pPMA foi utilizado como esqueleto para a inser¢édo do vetor vacinal (Figura 14-B).
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Nhel (1394)

0031348 HTLVAI final_pA
3011 bp

Pacl (6038)
Balll 16026)
Pl 2445

T&lll] (4985) Xhal (3106)
EcoRV (4968) HTLV-Il_final
Noul (4336) BamHI (3705)

Xbol (3715)

EcoRl (37 M4)

HindlIl (3733)
1) LTRS5 —HTLV-2

2) Sinal de empacotamento

3) Gene codificante para a proteina verde fluorescente GFP
4) Sitio de clonagem

5) Sinal de poliadenilagdo

6) Sequéncia FLAP

7) Cis-acting

8) Elemento de transporte constitutivo (CTE)

9) Sitio para o gene de interesse 1

10) Sequéncia IRES

11) Sitio para o gene de interesse 2

12) Sequéncia que protege o sitio 13 da metilagdo

13) LTR 3° — HTLV-2

Figura 14. Desenho esquematico do vetor. O vetor (A) foi inserido no esqueleto do plasmideo pMA (B), totalizando
8011pb.

Estudos desenvolvidos com o intuito de avaliar se variacbes em regibes promotoras
podem afetar a expressao génica sugerem que pequenas alteracbes em motifs podem ter impacto
direto na regulacdo da expressdo dos genes. Estudos de mutagénese sitio dirigida realizados em
animais demonstram que mutacdes na regido E Box, por exemplo, podem aumentar ou diminuir a

transcricdo génica, dependendo do tipo celular onde a mutagdo ocorreu (MEREZAK et al, 2001).
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Portanto, para a utilizacdo desse vetor recombinante faz-se necessario caracterizar a regiao
promotora do HTLV-2, avaliando assinaturas nucleotidicas presentes em diferentes subtipos, bem

como a presenca de motifs importantes para a expressao do vetor vacinal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Anélise in silico da possivel utilizacdo do HTLV-2 atenuado contra a infeccdo pelo
HTLV-1.

3.2  Especificos

e Caracterizar a regido LTR de pacientes mono-infectados com HTLV-2, provenientes do
Centro Integrativo de HTLV e Hepatites Virais (CHTLV);

e Identificar possiveis assinaturas nucleotidicas presentes em sequéncias da regido LTR do
HTLV-2 depositadas no GenBank, e sequéncias provenientes de pacientes do CHTLYV;

e Caracterizar e comparar, entre os diferentes subtipos do HTLV-2, os possiveis motifs
presentes em sequéncias da regido LTR depositadas no GenBank, e sequéncias provenientes de
pacientes do CHTLYV;,

e Caracterizar a regido promotora do vetor recombinante do HTLV-2;

e Preparar 0o gene env do HTLV-1, em sua versdo total (gp63) e parcial (gp46), para
posterior inser¢do no vetor recombinante do HTLV-2,
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos sobre a caracterizagdo molecular da regido promotora do HTLV-2
foram resumidos e organizados em forma de Sequence Note intitulado “MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF HTLV-2 LONG TERMINAL REPEAT REGION: A DISCUSSION
ABOUT POSSIBLE INFLUENCES AT VIRAL GENE EXPRESSION”, e esta descrito no Capitulo
I. O referido artigo foi publicado na revista AIDS Research and Human Retroviruses.

Os resultados da caracterizacdo da regido promotora do vetor vacinal HTLV-2 foram
organizados no Capitulo Il. Os resultados referentes ao preparo do gene env do HTLV-1 para

posterior insercdo no vetor recombinante do HTLV-2 estdo descritos no Capitulo Il e IV.
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Abstract

This study aimed to identify nucleotide signatures in the promoter region of human T cell lymphotropic virus
type 2 (HTLV-2) isolated from infected individuals from Salvador, Brazil and in sequences from the GenBank
database. DNA samples from HTLV-2-infected individuals were submitted to nested polymerase chain reaction
(PCR) and sequencing, and molecular analyses were performed using bioinformatics tools. The phylogeny of
HTLV-2 strains isolated from patients from Salvador reveals that all sequences were subtype c. One hundred
and fifty-one sequences from GenBank were selected, among which 30 belong to subtype a, 88 to subtype b, 32 to
subtype ¢, and one to subtype d. Subtype-specific signatures were identified as well as mutations resulting in
loss or gain of motifs important to transcription regulation. The subtypes a and b have two E box motifs, while
subtypes ¢ and d have only one. These polymorphisms may impact viral fitness and infection outcome and
should be more closely investigated.

UMAN T CELL LYMPHOTROPIC virus type 2 (HTLV-2) was ~ within subtype a, formed exclusively by viral isolates from

described in 1982.1 Currently this virus is found mainly  Brazil, was described in 1996, and it is called HTLV-2¢.” De-
among Brazilian Amerindians, African populations, and in-  spite this genetic variability, to date there are no reports de-
travenous drug users (IVDU) from the United States, Europe,  scribing nucleotide signatures specific to the viral subtypes or
and Asia.? HTLV-2 is not clearly identified as the etiologic  evaluating the consequences of nucleotide variations at the
agent of human pathologies, although it seems to be linked to  gene expression.

neurological disorders and appears to be associated with an Therefore, this study was performed with the objective of

increased incidence of autoimmune diseases and respiratory  identifying nucleotide variations (signatures) in the HTLV-2

tract infections.>* promoter region of isolates from different geographic regions
Viral and host factors are probably involved in determining  and from different viral subtypes.

the infection outcome. It is believed that small variations Blood samples were collected from 15 infected individuals

in the HTLV-2 long terminal repeat (LTR) region may modify  followed at the HTLV reference center of Bahia School of
the binding ability of transcription factors and this could in- Medicine and Public Health, located in Salvador city, North-
fluence gene expression. eastern Brazil. All patients were monoinfected with HTLV-2.
Although most of the HTLV-2 genome remains stable, The Ethnic Committee of Centro de Pesquisa Goncalo Moniz /
considerable variations are noted in the promoter region of FIOCRUZ approved this study. Informed consent was ob-
this retrovirus. Phylogenetic analysis, using this region and tained from all patients.
the env gene, demonstrated three main subtypes of HTLV-2: DNA was extracted using a spin column QIAamp DNA
HTLV-2a, HTLV-2b,° and HTLV-2d.° In addition, one cluster Blood Minikit (Qiagen) following the manufacturer’s

Laboratério Hematologia, Genética e Biologia Computacional, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Fundagio Oswaldo Cruz, Salvador,
Bahia, Brazil.

2Bscola Bahiana de Medicina e Satide Publica, Salvador, Bahia, Brazil.

*Universidade Federal da Bahia, Instituto de Ciéncias da Saiide, Salvador, Bahia, Brazil.
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protocol. Samples were submitted to a nested polymerase
chain reaction (PCR) with outer primers BSQF6 /BSDR3 and
inner primers BSQF2/BSDR4, to amplify a 672-pb fragment
from the HTLV-2 LTR region.® All amplified products were
submitted to an electrophoresis assay, using a 1% agarose gel
with Syber Safe DNA (Invitrogen).

The PCR products were purified using the PureLink PCR
Purification Kit (Invitrogen) and sequenced using the ABI
Prism 3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA) with the Taq FS Dye terminator (Applied Biosys-
tems) cycle sequencing. The same inner primers BSQF2/
BSDR4 were used in the sequencing reactions and the electro-
pherogram was analyzed with SeqScape software (Applied
Biosystems SeqScape Software v.2.5). In parallel, we performed
data mining for HTLV-2 LTR region sequences deposited in the
GenBank database and selected 151 sequences, which were
longer than 650 pb. These sequences are from different geo-
graphic regions and belong to different populations.

Clustal X software was used to perform the multiple sequence
alignment with the new generated sequences and the sequences
recruited from the GenBank database.” Finally, the multiple
alignment was manually edited in the BioEdit program.’®

BARRETO ET AL.

Neighborjoining (N]) and maximum-likelihood (ML) trees
were obtained with the PAUP 4.0 program using the HKY85
nucleotide substitution model.* The reliability of NJ trees was
evaluated by analyzing 1,000 bootstrap replicates. The trees
were visualized with the FigTree v.1.3.1 program.

The sequences were organized into groups with the same
subtype, and, using the BioEdit program, a consensus se-
quence was created to each set of subtype sequences. The
search for motifs and different molecular characteristics
among the sequences from different subtypes was performed
using the Geneious v.5.6.5 program.'? The genetic distances
were measured within and between the different subtypes
using the MEGA 5.05 program.™®

Currently the GenBank database provides 347 HTLV-2 LTR
sequences. From this set of sequences, 151 were longer than
650 pb and, therefore, were included in the study. Phylogenetic
analysis was performed using these 151 sequences and the new
15 HTLV-2 LTR sequences (672 pb) generated in this study.

QOur analyses showed that 30 of the 151 sequences were sub-
type a, 88 sequences were subtype b, 32 were subtype ¢, and 1
was subtype d. All new generated HTLV-2 LTR sequences were
subtype ¢ (Fig. 1). The NJ phylogenic analysis has ML support
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FIG. 1. Phylogenetic analysis of the long terminal repeat (LTR) region using a neighbor-joining (N]) approach. The Efe
strain was used as an outgroup. The new samples are shown in black and the sequences from GenBank are shown in gray.
Statistical evaluation of branch lengths results is shown as *p <0.01 and *p<0.05.
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HTLV-2 LTR CHARACTERIZATION

TABLE 1. GENETIC DISTANCES IN DIFFERENT SUBTYPES
oF HTLV-2 usinG THE MEGA 5.05 PROGRAM

Subtype a  Subtype b Subtype ¢ Subtype d
Subtype a 0.009 0.049 0.014 0.072
Subtype b 0.049 0.008 0.047 0.052
Subtype c 0.014 0.047 0.007 0.072
Subtype d 0.072 0.052 0.072 #

(#) The subtype d corresponds to only one sequence and therefore
it is not possible to calculate the genetic distance into this subtype.

The 166 sequences were submitted to molecular charac-
terization through the comparative analysis of consensus se-
quences. It was possible to identify seven nucleotide
variations, called signatures, in the subtype a isolates, among
which four (14T, 116T, 117T, and 741T) were present in all 30
sequences. Twelve signatures were identified among the
subtype b strains, and six of them (114A, 166A, 2714, 275G,
629T, and 661C) were present in 100% of the b sequences.
Analyzing the subtype c sequences, we identified only one
signature (401T), which was found in 43 sequences. It is im-
portant to note that some signatures of subtype a are also
frequently found in subtype c. The genetic distances measure
demonstrated that genetic distance between sequences from
subtypes a and c was lower than the distance between the
other subtypes, and the genetic distance between sequences
from subtypes a and d was the same as the calculated distance
between subtypes ¢ and d (Table 1). This probably occurs
because HTLV-2c is considered a subcluster of HTLV-2a,
since it has a similar Tax protein to HTLV-2b and the env gene
and an LTR region similar to the HTLV-2a subtype.®

Using the consensus sequences obtained from each set of
specific subtype sequences, the search for transcription factors
was performed. Some motifs for transcription factors de-
scribed previously in eukaryotic cells were sought in these

TaBLE 2. TRANSCRIPTION FACTOR MOTIF IDENTIFICATION
AMONG THE SuBTYPE CONSENSUS SEQUENCE
oF THE HumaN CerL LympHOTROPIC VIRUS TYPE 2
LonG TERMINAL REPEAT REGION

Transcription Nucleotide Subtype consensus
factor motif position® sequences
CRE 98-102 ab,cd
SRE 109-118 by

ETS 119-122 ab,c

CRE 138-142 a,b,cd
ETS 156-159/162-165 abcd
Poly(A) 180-185 b, d

CRE 231-235 a,b,cd
Poly(A) 269-274 ab,cd
ETS 275-278 b

TATA 287-292 ab,cd
ETS 361-364 a,bcd

E box 738-743 ab

ETS 752-755 a,b,cd

E box 762-767 ab,cd
ETS 780-783 a,b,cd

*The nudeotide position was done using the reference sequence
Mo (M10060).

sequences: TATA box, CAT box, CG box, E box, NF-«xB, CRE,
GATA box, ETS, SRE, SP1, poly(A), and CpG islands. It was
not possible to identify many differences regarding the tran-
scription factor binding sites appearance and frequency be-
tween the consensus sequences, and it was also not possible to
identify all the above described transcription factor motifs in
the consensus sequences (Table 2). The CpG islands are lo-
cated at the same site (nucleotide position: 293) in all subtypes
(Fig. 2). The nucleotide sites of all molecular analyses were
identified using the reference sequence Mo (M10060).

Considering that the transcription factor motifs are im-
portant in regulating the transcription of HTLV-2 provirus,
mutations associated with the loss or gain of any of these
motifs could be responsible for changes in viral gene expres-
sion. Studies have shown that mutations in the E box region,
for example, may increase or decrease transcription of viral
genes, depending on the cell type in which the mutation oc-
curred. Studies using the bovine leukemia virus (BLV) and
performing site-directed mutagenesis assays suggest that
mutations that result in the loss of the E box motif increase the
expression of the LTR region and therefore these motif could
be associated with transcription repression.'*

In this study, we did not find geographic signatures or sig-
natures among intravenous drug users compared with infected
tribes and African populations. However, we have identified
subtype-specific signatures, comparing the 15 new sequences
and the 151 already published sequences. We have also dem-
onstrated that the 15 new HTLV-2 isolates from Salvador be-
long to subtype c. Moreover, we have found mutations that
result in loss or gain of the motifs important in regulating viral
gene transcription. Therefore we believe that these results
should be more closely investigated, because the regulation of
gene transcription can influence the infection outcome.

Sequence Data

The GenBank accession numbers for the sequences included
in the phylogenetic analysis are as follows: Dub095 (AF032989),
Dub500 (AF032990), nav.ds (U10257), 15-8 (U73015), 15-5
(U73020), IVDUros (AF054272), 12-8 (U73008), mexyl7
(L42510), 11-15 (U73021), Dub805 (AF175467), Dub991
(AF032993), 10-18 (U73019), 1a8a (U10256), H2BC1 (AF115495),
BCIH2-1 (AF185282), pueb.rb (U10262), 09IDSKAH-2-5
(IN247462), Dub496 (AF032992), 09IDSKAH-2-4 (JN247461),
09IDSKAH-2-3 (TN247460), 09IDSKAH-2-2 (JN247459), YH6.0
(NC001488), SMHI (Y09147), SMH2 (Y(09148), 09IDSKAH-2-1
(JN247458), AF412314, atll8 (U10252), nor2n (U10258), 6-2
(U73022), Mo (M10060), Kayapo83 (AF139390), KAAS8S33
(AF306733), ghkt (L42507), kayl39 (L42508), Tyrio80
(AF139391), TYR8680 (AF306730), Kayapo78 (AF139388),
KAAS8878 (AF306731), Kayapo79 (AF139389), 11-19 (U73013),
KAAB879 (AF306732), k96 (AF326584), RP329 (AF326583),
HIVARI6 (JN222964), GuylLLTR (AF262408), BH339
(AY509602), BH223 (AY509600), BH315 (AY509601), BEL9083
(AF306726), BAIDUS6 (AF401492), BBD3702 (AF306735), Be-
lem02 (AF139392), SP-WV (AF139382), TYRS668 (AF306729),
GTY9272 (AF306727), GTY9274 (AF306728), BEL3948
(AF306724), braz.a21 (U10253), BBD4410 (AF306734), BEL4076
(AF306725), BD78699 (DQ235706), kay73 (L42509), Efe
(Y14365), G2 (AF074965), G12 (L11456), wyul (HTU12792),
BDARG6 (JN222947), 4-10 (HTU73016), 6-4 (HTU73018), 12-7
(HTU73012), pueb.ag (HTU10261), seml1051 (HTU10264),
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FIG. 2. Comparison of occurrence and frequency of transcription factor motifs in human T cell lymphotropic virus type 2
(HTLV-2) LTR subtype consensus sequence. Some motifs that were sought were not found. The CpG Island is underlined.
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Pyl36 (GQ330488), Pyll15 (GQB30493), 330110 (GU212849),
230102 (GU212848), penn7a (HTU10260), 24 (HTU73011),
15-21 (HTU73017), HIVAR4 (JN222952), HIVAR3 (JN222951),
HIVARI12 (JN222960), HIVARS5 (JN222953), wyu2 (HTU12794),
Pyl39 (GQ330490), HIVAR6 (JN222954), Pyl38 (GQ330439),
Pyldl (GQ330491), Pyld2 (GQ330492), Pylllé (GQB30494),
Pyl124 (GQB330496), PYGCAM-1 (Z46888), pilaga (AF054271),
BDAR2 (JN222943), BDAR4 (JN222945), 14-17 (HTU73009),
NRA-P (L20734), FOR6 (AF054273), Pyl121 (GQ330495), HI-
VARIO0 (JTN222958), seml050 (HTU10263), HTLV-I-Gab
(Y13051), BDARS (JN222944), Gab1080FC (EU444100), 550602
(GU212854), 880701 (GU212850), 670802 (GU212851), 500101
(GU212852), 590101 (GU212853), itad7a (HTU10254), 324
(L77243), RVP (L77244), TA (L77239), DP (L77237), nyl85
(HTU10259), 9-17 (HTU73014), JAN (L77241), JL (L77240), SP21
(AY442384), ita50a (HTU10255), I-AM (Y09149), -OG (Y09154),
T (Y09151), L-OV (Y09155), SP17 (AY442380), SP12
(AY442375), SP23 (AY442386), SP22 (AY442385), SP20
(AY442383), SP6 (AY442369), SP8 (AY442371), spanl30
(HTU10266), BF (L77236), RC (L77235), AA (L77238), SP2
(AY442365), 130 (177242), SP4 (AY442367), SP15 (AY442378),
SP7 (AY442370), SP26 (AY442389), SP14 (AY442377), SP16
(AY442379), PortNn (AY622978), SP19 (AY442382), SP24
(AY442387), SP3 (AY442366), SP13 (AY442376), SP9
(AY442372), span129 (HTU10265), SP11 (AY442374).

The GenBank accession numbers of the new HTLV-2 LTR
sequences included in the phylogenetic analysis are as fol-
lows: HT567 (KF146724), HT1223 (KF146716), HT1323
(KF146717), HT3080 (KF146718), HT3989 (KF146719),
HT4553  (KF146720), HT5275 (KF146721), HT5317
(KF146722), HT5588 (KF146723), HT5747 (KF146725),
HT5751  (KF146726), HT6212 (KF146727), HT6217
(KF146728), HT6234 (KF146729), HT6512 (KF146730).
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4.2  Capitulo 11

A partir do estudo “MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HTLV-2 LONG
TERMINAL REPEAT REGION: A DISCUSSION ABOUT POSSIBLE INFLUENCES AT
VIRAL GENE EXPRESSION” desenvolvido com o intuito de avaliar variagdes na regido
LTR do HTLV-2 foi possivel caracterizar a regido promotora do vetor vacinal HTLV-2,
avaliando a presenca de assinaturas nucleotidicas e motifs importantes para a expressdo do
vetor vacinal.

Para tal, inicialmente a sequéncia da regido promotora do vetor vacinal foi alinhada
com as sequéncias consenso HTLV-2a, HTLV-2b, HTLV-2c e a sequéncia Unica obtida no
banco de dados GenBank classificada como HTLV-2d, com o auxilio do programa Clustal
X. Em seguida, o alinhamento foi editado manualmente utilizando o programa Bioedit. As
sequéncias alinhadas e editadas foram submetidas a subtipagem, utilizando o programa
PAUP 4.0 (Figura 15). Conforme o esperado, a regido LTR do vetor vacinal pertence ao
subtipo HTLV-2a, visto que a sequéncia Mo (M10060) foi utilizada como parametro para o

desenvolvimento do vetor.

Consenso HTLV-2b

HTLV-2d

Vetor Vacinal HTLV-2

Figura 15. Analise Filogenética da regido LTR do HTLV-2.
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Em seguida, a caracterizacdo molecular da regido promotora do vetor vacinal foi
realizada, com o auxilio do programa Bioedit. As sequéncias consenso utilizadas na
subtipagem foram comparadas com a regido promotora do vetor, e observou-se algumas
alteracdes pontuais. Conforme a figura 16, apenas duas alteracdes resultam em perda de
motif. Na posicdo 742, o vetor vacinal possui uma delecdo, enquanto as sequéncias
consenso HTLV-2a e HTLV-2b possuem um motif E Box. Da mesma forma, observa-se
que a sequéncia do vetor vacinal possui uma Guanina (G) na posi¢do 763, enquanto as
sequéncias HTLV-2a, HTLV-2b, HTLV-2c e HTLV-2d possuem uma Adenina (A). Logo,
o0 vetor vacinal HTLV-2 ndo possui 0 motif E Box (CANNTG).

Figura 16- Andlise molecular da regido promotora do vetor vacinal HTLV-2. Comparagao com sequéncias de
diferentes subtipos do HTLV-2.
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4.3  Capitulo 1l

Sabe-se que os individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolvem uma resposta
imune significativa contra os produtos proteicos do gene env do HTLV-1. Estudos
demonstram inclusive que a regido central da gp46 é responsavel por 90% dos anticorpos
anti-env que sdo produzidos nos individuos infectados (SHERMAN et al, 1993). Portanto,
0 gene env, em sua versdo total (gp63) e parcial (gp46), foi selecionado para a preparacao
inicial do vetor vacinal recombinante do HTLV-2. Posteriormente, o gene gag também sera
utilizado.

Estudos de caracterizacdo molecular da gp46 realizados em nosso laboratério
identificaram cinco mutagdes presentes em mais de 20% das sequéncias analisadas
(n=346). Utilizando ferramentas de bioinformatica, observou-se que essas mutagdes
resultaram em alteracdo do perfil-fisico quimico da gp46, inclusive sugerindo altera¢fes na
imunogenicidade da mesma (miranda et al, 2013) (Tabela 1). Logo, essas mutacfes

poderdo ser utilizadas na construcdo do vetor vacinal recombinante do HTLV-2.

Tabela 1: Mutacdes identificadas a partir da caracterizacdo molecular da gp46.

Mutagéo Perfil Clinico

F14S HAM/TSP-Definido

S35L Assintomatico

N42H HAM/TSP-Definido

G72S HAM/TSP-Definido

V2471 HAM/TSP-Definido / Assintomatico

Para a analise funcional dessas mutacfes inicialmente foram desenhados primers,
utilizando o software Clone Manager, contendo as cinco mutagdes de interesse e utilizando
o kit Phusion High-Fidelity PCR Master Mix, ensaios de mutagénese sitio dirigida foram
realizados (Tabela 2). Para tal técnica, utilizamos o plasmideo pBID, que recebemos como
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doacdo da Dra. Thérése Astier-Gin, Université Victor Ségalen Bordeaux. Esse plasmideo

possui a sequéncia completa da glicoproteina percursora da gp46, a gp63.

Tabela 2: Resumo dos primers utilizados para reacdo de mutagénese sitio dirigida. Em vermelho
estdo identificados os sitios responsaveis pela geracao da troca de aminoacidos.

Nome Alteracéo Primer foward e reverse
(nucleotideo)
F14S T41C 5> TTTATTCTTCCAGTCCTGCCCCCTCATCC 3°
3> AAATAAGAAGGTCAGGACGGGGGAGTAGG 5’
S35L C104T 5> GGAGTCTCCTTATACCACTCT 3’
3> CCTCAGAGGAATATGGTGAGA 5’
N42H Al124C 5> CTCTGAACCCTGCCATCCTGCCCAGCC 3’
3> GAGACTTGGGACGGTAGGACGGGTCGG 5’
G72S G214A 5> GCCCTAATCTAGTAAGTTACTCTAGCTAC 3’
3’CGGGATTAGATCATTCAATGAGATCGATG 5°

Apds os ensaios de mutagénese sitio dirigida, células Dh5a competentes foram
transformadas e os clones selecionados foram submetidos a minipreparacdo plasmidial,
utilizando o kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega).

Os produtos da minipreparacdo plasmidial foram submetidos ao sequenciamento no
sequenciador automatico ABI3100 utilizando o kit Tag FS Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram conduzidas
com a utilizagdo de primers desenhados exclusivamente para essa técnica, gerando
fragmentos apenas forward, que permitem a confirmacdo da mutacdo de interesse. A
avaliacdo da qualidade do sequenciamento, assim como a obtencdo da sequéncia gerada foi
realizada utilizando o programa SeqScape (Applied Biosystems SeqScape Software v 2.5).

Utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999), foram identificados e selecionados os

clones que possuiam as mutacGes de interesse, conforme exemplificado na figura 17.
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Figura 17. Anélise do sequenciamento dos clones gerados apds mutagénese sitio dirigida para a mutacéo

F14S.

Posteriormente, ensaios funcionais serdo realizados para avaliar o papel dessas

mutacdes, bem como verificar qual a sequéncia que codifica a gp46 mais imunogénica,

para ser utilizada na construcdo do vetor vacinal recombinante anti HTLV-1.

4.4  Capitulo IV

Simultaneamente ao inicio da analise funcional da gp46, iniciamos a prepara¢do do

gene env do HTLV-1, em sua versao total e parcial, para posterior insercdo no vetor vacinal

do HTLV-2. Para tal, utilizamos o vetor pACH (12kb), cedido pelo NIH, que possui a

sequéncia completa do HTLV-1. Primers foram desenhados para a reagdo em cadeia da

polimerase (PCR), e continham nas suas extremidades a sequéncia da enzima de restricdo

Sphl. Para otimizar a posterior expressdo proteica, foram solicitados primers com e sem a

sequéncia Kozak, conforme tabela 3.



Tabela 3: Resumo

enzima, e em azul

dos primers utilizados para PCR. Em amarelo evidencia-se o sitio de restri¢do da

a sequéncia KOZAK.

Primers para a se

quéncia completa do gene env

Nome Sequéncia (5° - 3°)
gp46 F GCATGCATGGGTAAGTTTCTCGCCACTTTG
gp21l R GCATGCTTACAGGGATGACTCAGGG

gp46 F KOZAK

GCATGCGCCACCATGGGTAAGTTTCTCGCCACTTTG

gp21 R KOZAK

GCATGCGGTGGCTTACAGGGATGACTCAGGG

Primers para a se

quéncia do gene env que codifica a gp46

Nome Sequéncia (5’ - 3°)
gp46 F GCATGCATGGGTAAGTTTCTCGCCACTTTG
gp46 R GCATGCGGCCAGGGCGGAGACAA

gp46 F KOZAK

GCATGCGCCACCATGGGTAAGTTTCTCGCCACTTTG

gp46 R KOZAK

GCATGCGGTGGCGGCCAGGGCGGAGACAA

De posse dos primers realizamos a padronizacdo da PCR, cujo resultado foi visualizado

através da eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 18).

<—— 1500pb
<—— 1000pb

Poco 1: marcador de peso molecular de 100pb;

Poco 2: produt
Poco 3: produt
Poco 4: produt
Poco 5: produt

Figura 18. Gel de a

env.

o purificado da PCR - primers gp46 F ¢ gp46 R;
o purificado da PCR - primers gp46 FKozak e gp46 RKozak;
o purificado da PCR - primers gp46 F e gp21R;
o purificado da PCR - primers gp46 FKozak ¢ gp21 RKozak;

garose 1% corado com Syber Safe, para demonstrar o sucesso da amplificacdo do gene
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Em seguida, os produtos da PCR foram purificados utilizando kit de purificacdo
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Os produtos de PCR purificados

foram submetidos ao sequenciamento no sequenciador automatico ABI3100 utilizando o kit

Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). As reacdes de

sequenciamento foram conduzidas com a utilizacdo dos mesmos primers utilizados na

PCR, gerando fragmentos forward e reverse. A avaliagéo da qualidade do sequenciamento,

assim como a obtencdo da sequéncia consenso gerada a partir dos fragmentos forward e

reverse, foram realizadas utilizando o programa SegScape (Applied Biosystems SegScape

Software v 2.5) (Figura 19)
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Para a construgdo do vetor recombinante contendo o gene env em sua versao parcial ou
total, o vetor recombinante do HTLV-2 foi clivado com a endonuclease de restricdo Sphl,
que reconhece um unico sitio na posicao 4.634 do vetor HTLV-2, considerando a posic¢éo 1
o primeiro nucleotideo da regidao 5’LTR. O resultado foi observado através da eletroforese

em gel de agarose 0,6% (Figura 20).

Poco 1: marcador de peso molecular de 1kb:
Poco 2: vetor HILV-2;
Poco 3: vetor HTLV-2 apds digestdo com Sphl:

Figura 20 - Gel de agarose 0,6% corado com Syber Safe, para demonstrar o sucesso na digestdo do vetor

HTLV-2.
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3) PERSPECTIVAS

5.1 Ensaios Funcionais (gp46)

A analise funcional da gp46 sera realizada com os clones obtidos nesse trabalho,
conforme capitulo I1l. Os clones contendo as mutagfes serdo transfectados em células de
linhagem 293-TN, utilizando o reagente de transfeccdo Effectene (Qiagen). Apds 48 horas
da transfecgdo, as células 293-TN serdo lisadas utilizando o tampdo para lise celular,
contendo inibidor de protease. Em seguida, sera dosada a concentracdo protéica a 595nm,
por espectrofotometria, utilizando o reagente Bradford. A SDS-PAGE sera realizada com
10ug de proteina, em gel de poliacrilamida tris/glicina.

Ap6s a SDS-PAGE, as proteinas serdo transferidas para a membrana de
nitrocelulose utilizando o aparelho Blot Dry Blotting System (Invitrogen). As membranas
serdo blogueadas com 5% de leite em PBS-TWEENZ20 por 1 hora a temperatura ambiente,
e em seguida serdo lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos. A revelacdo sera
feita em filme de RX, que posteriormente serd digitalizado para quantificacdo por
densitometria. A tubulina sera utilizada com controle para a reacao.

A partir dos resultados obtidos com os ensaios funcionais da gp46 serd possivel
determinar se as mutacdes descritas (F14S, S35L, N42H, G72S e V247I) poderdo ser
utilizadas na construcdo do vetor vacinal recombinante do HTLV-2.

5.2 Construcdo do vetor vacinal HTLV-2

Para a construgdo do vetor recombinante contendo o gene env, o vetor sera clivado
com a endonuclease de restrigdo especifica e o inserto sera clivado com a mesma enzima, ja
que o seu sitio de restrigdo foi incluido nas extremidades dos primers utilizados para PCR.

Para a construcdo do vetor recombinante env-gag, a digestdo dos amplicons e vetor
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(HTLV-2-env) sera realizada utilizando a enzima de restricdo Xbal, que reconhece um sitio
unico na posicdo 3.106 do vetor HTLV-2. Posteriormente, o vetor sera defosforilado
utilizado a enzima TSAP.

Os fragmentos clivados serdo inseridos no vetor clivado e defosforilado, utilizando
a enzima T4 DNA ligase. Os vetores serdo entdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,6%. Em seguida, células Dh50 competentes serdo transformadas e os clones
selecionados serdo submetidos a minipreparacdo plasmidial, utilizando o kit Wizard Plus
SV Minipreps (Promega). Os produtos da minipreparacao plasmidial serdo submetidos ao
sequenciamento e utilizando o programa BioEdit serdo selecionados os clones que possuem
o fragmento inserido na orientacdo correta no vetor. Estes clones serdo submetidos a
maxipre-paracdo plasmidial, utilizando o kit NucleoBond Xtra Maxi (Prodimol).

Os vetores recombinantes contendo os transgenes serdo transfectados em células de
linhagem 293-TN e Hela, além de células mononucleares de sangue periférico de
individuos sadios, utilizando o reagente de Transfeccdo Effectene (Qiagen).

Apbs 48 horas da transfeccdo, as células 293-TN serdo lisadas utilizando o tampéo
para lise celular, contendo inibidor de protease. Em seguida, serd dosada a concentracao
protéica a 595nm, por espectrofotometria, utilizando o reagente Bradford. A SDS-PAGE
sera realizada com 10ug de proteina, em gel de poliacrilamida tris/glicina. Apds a SDS-
PAGE, as proteinas serdo transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando o
aparelho Blot Dry Blotting System (Invitrogen). As membranas serdo blogueadas com 5%
de leite em PBS-TWEEN20 por 1 hora a temperatura ambiente, e em seguida serdo lavadas
e incubadas com os respectivos anticorpos. A revelacdo serd feita em filme de RX, que
posteriormente sera digitalizado para quantificacdo por densitometria. A tubulina sera
utilizada com controle para a reagéo.

A imunofluorescéncia sera realizada apos 48hs da transfec¢édo, onde as células HeLa
serdo fixadas em uma laminula utilizando para-formaldeido, e tratadas com os respectivos
anticorpos primarios por 1 hora. Os anticorpos serdo marcados com Alexaflior
(Invitrogen). Em seguida, utilizaremos o marcador de nucleo celular DAPI, e as laminas
serdo armazenadas por 16 horas a 40C. A visualizagdo da marcacéo das proteinas expressas
sera realizada na Plataforma de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas Gongalo

Moniz, em microscopio optico de fluorescéncia Olympus BX 51.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse trabalho foi possivel realizar a caracterizagdo molecular da regido
promotora de diferentes subtipos do HTLV-2, em sequéncias disponiveis no banco de
dados GenBank e em sequéncias provenientes de provenientes do Centro Integrativo de
HTLV e Hepatites Virais (CHTLV).

A andlise molecular da regido LTR de sequéncias provenientes de pacientes do
CHTLYV demonstrou que todos os pacientes incluidos nesse estudo possuem o subtipo
c do HTLV-2.

A identificacdo de motifs presentes em diferentes subtipos do HTLV-2 revelou
pequenas diferencas, que merecem ser alvos de estudos mais aprofundados, como
ensaios funcionais que possam esclarecer quais as consequéncias in vitro dessas
variacoes.

A andlise in silico da eficiéncia da transcricdo génica dos diferentes subtipos do
HTLV-2 e da sequéncia promotora do vetor recombinante do HTLV-2 revelou
diferencas quanto a presenca de motifs importantes para a regulacdo da expressao.

O vetor recombinante HTLV-2 ndo possui o motif E Box, e conforme Merezak e
colaboradores (2001), o motif E Box seria responsavel pela repressao da transcricéo.
Portanto, o vetor recombinante do HTLV-2 pode ser utilizado como vetor vacinal anti-
HTLV-1 em ensaios pré-clinicos que avaliardo a expressdo proteica de genes de
interesse inseridos na posi¢do 9 e 11 do vetor, sob o comando da regido LTR 3’ do
HTLV-2.

Para 0s ensaios pré-clinicos iniciais do vetor recombinante do HTLV-2, selecionamos
0 gene env em suas versdes parcial e total. Nesse trabalho foi possivel realizar a
preparacdo desses genes, bem como a preparacdo de genes mutantes da gp46 para

posterior avaliacdo funcional.
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