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Schor, D. ESTUDO DA INFLUENCIA DOS ALELOS DO HLA CLASSE | E Il E DO
POLIMORFISMO DOS GENES DE CITOCINAS NA INFECGCAO PELO HTLV-1. Rio
de Janeiro, 2013.117 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas
Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

INTRODUCAO: O virus linfotropico para células T humanas (HTLV-1) é o principal agente
causador da Paraparesia Espastica Tropical / Mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH) e
da Leucemia da célula T do Adulto (LTA). A maioria dos individuos infectados permanece
assintomatica, somente 2 a 5% irdo desenvolver uma das duas doencgas. Fatores da
interacdo HTLV-1/ hospedeiro estdo envolvidos no risco de desenvolver doencga. A leséo
neurologica na PET/MAH parece ser consequéncia de uma reacao inflamatdria,
desencadeada pelo reconhecimento de células infectadas por linfocitos T citotéxicos, com
consequente liberacdo de citocinas e lesdo medular. OBJETIVO: Identificar marcadores
genéticos, que possam ajudar no prognoéstico e tratamento dos pacientes portadores do
HTLV-1. METODOS: Nas amostras de 117 portadores do HTLV-1 assintomaticos e 171
pacientes com acometimento neurolégico em acompanhamento na cidade do Rio de
Janeiro, foram realizadas as tipificacdes dos genes do HLA Classe | e Il, dos polimorfismos
dos genes das citocinas -308TNF-a,-174IL-6, +874IFN-y, cédon 10 e 25TGF-31 e -1082 -
819-592IL-10, e a quantificagdo da carga proviral. Os dados foram organizados em um
banco de dados no programa SPSS. As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por
contagem direta. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para os polimorfismos das
citocinas no sitio http://bioinfo.iconcologia.net/ubbweb/SNPStats_web, em relagdo ao HLA
foram utilizadas as ferramentas disponiveis no sitio “Los Alamos HIV database tools”. As
comparagodes entre os grupos foram realizadas através de tabelas de contingéncia 2x2 (qui-
quadrado, exato de Fisher e odds ratios), valores de p<0,05 foram considerados
significantes. RESULTADOS E CONCLUSOES: O alelo A*02 nao influencia a condigdo
clinica nem os niveis da carga proviral. Os alelos A*29 e B*44 foram mais frequentes entre
os individuos assintomaticos e a sua presenca influenciou os niveis da carga proviral
sugerindo protecdo ao desenvolvimento de doenca neuroldgica. O alelo A*68 foi mais
frequente entre os pacientes com doenca neuroldgica, porém sua presenca nao influenciou
nos niveis da carga proviral. O alelo C*04 foi mais frequente entre os portadores
assintomaticos e nao influenciou os niveis de carga proviral, ja o alelo DRB1*03 predominou
entre os pacientes com doenca neuroldgica e a sua presenga entre os individuos
assintomaticos acarretou niveis mais elevados de carga proviral, sugerindo ser um possivel
fator de risco para o desenvolvimento de doenga neuroldgica. Na analise do polimorfismo
genético das citocinas, o polimorfismo de IL-10, com perfil fenotipico de baixo produtor da
citocina foi mais frequente no grupo dos assintomaticos, enquanto que o fendtipo de
produtor intermediario predominou entre os sintomaticos. O perfil fenotipico da populagao
estudada foi caracterizado como: baixo produtor da citocina -308 TNF-a, intermediario a alto
produtor para cédon 10 e cédon 25 TGF-B, baixo a intermediario produtor para -1082,-819,-
592 IL-10, alto produtor para -174 IL-6 e baixo a intermediario produtor para +874IFN-y.

Palavras chave: HTLV, PET/MAH, HLA, Citocina



viii

Schor, D. STUDY OF THE INFLUENCE OF HLA CLASS | AND Il ALLELES AND
THE POLYMORPHISM OF CYTOKINES GENES IN HTLV-1 INFECTION. Rio de
Janeiro, 2013.117 f. THESIS [PhD in Clinical Research in Infectious Diseases] —
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

INRODUCTION: The human T cell lymphotropic virus (HTLV-1) is the main causing
agent of Tropical Spastic Paraparesis/HTLV-1 Associated Myelopathy (HAM/TSP) as
well as of Adult T Cell Leukemia (ATL). Most of the infected individuals remain
asymptomatic, only 2 to 5 % end up developing either one of these diseases. Factors
related to the HTLV-1/host interaction may be involved in the risk of developing the
diseases. The neurological lesion in HAM/TSP may be the consequence of an
inflammatory reaction, triggered by the recognition of infected cells by cytotoxic T
lymphocytes, followed by the release of cytokines and central nervous system lesion.
OBJECTIVE: This work aims to identify genetic markers, which may help in the
prognosis and treatment of HTLV-1 patients. Methods: The polymorphism of the HLA
Class | and Il genes, as well as the TNF-a, IL6, IFN-y, TGF-8 and IL-10 cytokine
genes, and the proviral load were analysed in 117 asymptomatic HTLV-1 carriers
and 171 HTLV-1 symptomatic carriers from Rio de Janeiro city. Data were organized
into a database using SPSS. The Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated for
cytokine polimorphisms using the site http://bioinfo.iconcologia.net/ubbweb/SNPStats
_web. The tools available in the site “Los Alamos HIV database tools” were used to
analyze the HLA polimorphisms. Comparisons between groups were made using 2x2
contingency tables (Fisher Exact test/ XZ and odds ratios), p values p<0,05 were
considered significant. RESULTS and CONCLUSIONS: The A*02 allele does not
influence the clinical condition or the levels of proviral load. The alleles A*29 and
B*44 were more frequent among asymptomatic individuals and their presence
influenced the levels of proviral load, suggesting protection for the development of
neurological disease. The A*68 allele was more frequent among patients with
neurological disease, but did not influence the levels of proviral load. The C*04 allele
presented a higher frequency in the asymptomatic carriers, and did not influence the
proviral load levels. The DRB1*03 allele was more frequent among the symptomatic
carriers. However the asymptomatic individuals that possess the DRB1*03 allele,
have higher levels of proviral load, suggesting a possible risk factor for neurological
disease. In the analysis of the genetic polymorphism of the cytokines, the IL-10
polymorphism, with a phenotypic profile of low cytokine production was more
frequent in the asymptomatic group, while the intermediate producer phenotype
predominated among the symptomatic. The phenotypic profile of the study population
was characterized as low cytokine producer 308TNF-a-, intermediate to high
producer for codon 10 and codon 25 TGF-[3, low to intermediate producer to -1082, -
819, -592 IL-10, high producer for -174 IL-6 and low to intermediate producer to +874
IFN-y.

Keywords: HTLV-1, HAM/TSP, HLA, Cytokine
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1. INTRODUCAO

1.1 O VIRUS LINFOTROPICO PARA CELULAS T HUMANAS DO
TIPO- 1

O virus linfotrépico para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1), foi o
primeiro retrovirus descrito em seres humanos e associado a uma doenga maligna.
Nos anos 70, no Japdo, foram descritos casos de leucemia com caracteristicas
epidemioldgicas de doencga infecciosa (Uchiyama et al., 1977). O HTLV-1 foi isolado
primeiramente de um paciente com linfoma cutaneo (Poiez et al., 1980), que em
seguida, foi caracterizado como leucemia/linfoma de células T do adulto (LTA).
Posteriormente, o HTLV-1 foi associado a uma mielopatia crénica progressiva
denominada de paraparesia espastica tropical (PET) nas regides tropicais (Caribe),
ou mielopatia associada ao HTLV-1 (MAH) nas regibes temperadas (Japao)
(Gessain et al.,, 1985, Osame et al., 1986). Atualmente, outras doencas foram
descritas como também associadas a infeccao pelo HTLV-1 tais como: uveites
(Mochizuki et al., 1992), polimiosite (Morgan et al., 1989, Vernant et al., 1990) e
dermatite “infectiva” (LaGrenade et al., 1990, Tsukasaki et al., 1994, Araujo et al.,
1995, Lenzi et al., 2003, Silva et al., 2009).

A infecgdo pelo HTLV-1 atinge cerca de 10-20 milhdes de pessoas em todo o
mundo (De Thé et al., 1996), entretanto, a maioria permanece assintomatica sem
evidéncias de doenca clinica. O HTLV-1 é um retrovirus complexo que pertence a
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Deltaretrovirus (Fields, 2007). Os retrovirus
sdo semelhantes em sua morfologia, organizagdo genémica e ciclo de replicagéo. A
particula viral mede de 80 a 140 nm de didmetro em microscopia eletronica e é
composta por 30-35% de lipideos derivados da membrana, 60% de proteinas e 2%
de RNA. O genoma do HTLV-1 tem aproximadamente 9 kb de comprimento (Figura
1), e contém os genes estruturais: gag, que codifica as proteinas estruturais do
capsideo e nucleocapsideo, pol que codifica enzimas como transcriptase reversa,
integrase, e protease, e env que codifica as proteinas do envelope (gp46 e gp21).
Juntamente com os genes estruturais, existe na porgao terminal 3', uma regido que

inicialmente por n&o se conhecer sua fungao foi chamada de pX. Esta regido codifica



proteinas reguladoras: a proteina Tax (p40) que tem a fungao de ativar a replicagao
viral, além de ter a capacidade de transativar a transcrigdo de numerosos genes
celulares, e a proteina Rex, que esta envolvida no processamento e migragdo do
RNAm viral para o citoplasma. Na regido pX, estdo codificadas proteinas virais
acessorias nao estruturais como p12, que é clivada dando origem a proteina p8, e
que possuem efeitos antagbnicos. A proteina p12 é encontrada no reticulo
endoplasmatico e modula a ativacéo e proliferagao de células T, diminui a expressao
de moléculas MHC classe |, contribuindo para que as células infectadas escapem
das células T citotoxicas e, também, promove a propagacgao do virus célula a célula
{Nakano et al., 2012, Edwards et al., 2011). A proteina p8 migra para a membrana
plasmatica induzindo a anergia das células T, promove o contato entre as células,
aumentando a transmissdo e transferéncia do virus para células vizinhas (Van
Prooyen et al., 2010). Outras proteinas expressas na superficie das células
infectadas, também estdo envolvidas no contato célula a célula, facilitando a
transmissdo do virus como GLUT-1 /transportador de glicose do tipo 1 (Manel et al.,
2003), proteoglicanos de heparam sulfato (Tanaka et al., 2012) e neuropilina-1 (Jin
et al. 2010). A proteina p13 é predominantemente encontrada na membrana interna
das mitocéndrias das células infectadas, mudando sua morfologia e alterando a
producao de energia com indugao de apoptose celular (Silic-Benussi et al., 2010,
Biasiotto, et al., 2010), e também é encontrada no nucleo interagindo com Tax e
diminuindo sua expressao (Andresen et al., 2011). A proteina ndo estrutural p30 é
expressa e encontrada no nucleo e nucléolo celular, mediando processos celulares
como progressao do ciclo celular, reparo do DNA e exportacdo de RNAm (Edwards
et al., 2011). A proteina p21 € encontrada no citoplasma e sua fung¢ao ainda nao foi
elucidada. Transcritos de p21 sdo expressos constitutivamente em linhagens de
células infectadas com o HTLV-1 e em culturas primarias de células mononucleares
de portadores de HTLV-1 e pacientes com LTA (Benerman et al., 1992, Nakano et
al., 2012). A proteina HBZ assim como Tax, interage com fatores celulares
modulando a transcrigdo dos genes da célula e do virus (Yasunaga & Matsuoka,
2011).



Membrana
lipidica

) ——FProteina de superficie
Proteina transmembrana

Integrase

Transcriptase ; s Capsideo
reversa

e . i

Figura 1: A) Estrutura do HTLV-1; B) Organizagdo genémica; C) RNAs mensageiros (adaptado de
Verdonck et al., 2007)

Os retrovirus tém um ciclo de replicagdo complexo. Seu material genético &
formado por duas moléculas idénticas de RNA, que s&o circundadas por uma

capsula protéica interna e uma membrana lipidica, onde estdo as glicoproteinas do



envelope, que se ligam ao receptor GLUT-1 na membrana da célula durante a
infeccao. ApOs entrar na célula, a capsula protéica do virus é quebrada e o genoma
de RNA serve como molde para a transcriptase reversa, sendo copiado para formar
uma molécula de DNA. A transcriptase reversa possui trés atividades diferentes: a)
DNA polimerase RNA dependente, b) RNase H e c) DNA polimerase DNA
dependente, por esta razdo consegue sintetizar uma fita dupla de DNA a partir do
molde de RNA. A dupla fita recém-formada de DNA se circulariza, e sequéncias
especificas localizadas na regido LTR do retrovirus dirigem a integracdo do DNA
viral no genoma da célula hospedeira, formando o DNA proviral. Apds a integragéao,
sequéncias do DNA viral sao transcritas produzindo um RNA complementar. Parte
desse RNA funciona como RNA mensageiro e é traduzido, utilizando a maquinaria
de sintese de proteinas da célula hospedeira para formar outras particulas virais. A
outra parte forma o RNA gendmico que € empacotado formando novas particulas

virais, que brotam da célula hospedeira sem provocar lise celular (Fields, 2007).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Apesar do HTLV-1 ser um virus altamente conservado, analises genémicas
das regides consideradas hipervariaveis — regiao do gene do envelope (env) e
repeticdes terminais longas (LTR) sub-classificam as cepas de HTLV-1 isoladas nas
diversas regides do mundo (Slattery et al., 1999). Até o momento sete gendtipos do
HTLV-1 sdo conhecidos (Gessain, 2011):

1- O subtipo A ou subtipo Cosmopolita € o mais disperso geograficamente. Esta
presente em muitas areas e em diversas populacdes humanas. E o subtipo
mais comumente encontrado no Japao, nas Américas, Caribe, Norte, Oeste e
Sul da Africa, Oriente Médio e india e em algumas ilhas do Pacifico. Além
disso, € o subtipo encontrado na Europa, regido nao endémica para o HTLV-
1, especialmente entre os imigrantes provenientes de areas altamente
endémicas (principalmente do Caribe e do oeste da Africa). Apesar da ampla

distribuicdo geografica, esta cepa viral apresenta uma divergéncia muito



baixa. Entretanto quando € feito a andlise filogenética da regido LTR,
mutacdes especificas, dividem em quatro subgrupos: Transcontinental (Miura
et al., 1994), Japonés, oeste (Mahieux et al., 1997) e norte da Africa (Gasmi
et al., 1994).

2- O segundo gendtipo corresponde ao subtipo B ou subtipo da Africa Central
(protétipo EL), descrito em 1985 em um paciente do Zaire com LTA (Mahieux
et al., 1997).

3- O terceiro gendtipo é o subtipo C ou da Melanésia, descrito primeiramente em
individuos de Papua—Nova Guiné e llhas Salomdo. O gendtipo C, o mais
variante do HTLV-1 também foi descrito em aborigines da Australia e
moradores das ilhas Vanuatu, Arquipélago de Novas Hébridas (Cassar et al.,
2007).

4- O ultimo subtipo importante € o gendtipo D. Inicialmente descrito em trés
individuos, sendo dois pigmeus, na parte ocidental da Africa Central (Mahieux
et al.,, 1997). Representa uma pequena propor¢cdo das cepas virais em
relacdo ao subtipo B, mais frequente nesta regiéo.

5- Os outros gendtipos do HTLV-1, E, F e G, tém sido caracterizados em
habitantes da Africa Central. Sua frequéncia e distribuicdo geografica ainda

nao sao bem estudadas (Salemi et al.,1998, Wolfe et al., 2005).

Ha pelo menos 30 anos, a prevaléncia do HTLV-1 no mundo € estimada
entre 10 a 20 milhées de individuos infectados (de Thé et al.,1996). Estes dados s&o
subestimados, uma vez que a maioria provém de estudos realizados entre doadores
de banco de sangue, n&o caracterizando a distribuigdo na populagédo como um todo.
As taxas de soro prevaléncia também variam de acordo com a regido demografica
da populagédo, sua condigdo socio-demografica e comportamento de risco. Na
populagao japonesa no periodo entre 2006 e 2007, a prevaléncia foi de 0,32% em
doadores de sangue (Satake et al., 2012), porém, quando avaliada por regido, o
sudoeste do Japao apresenta 37% (Yamaguchi, 1994, Mueller et al., 1996), no
Caribe, acima de 6% (Murphy et al., 1991), e também nos paises africanos, acima

de 5%, na Africa Ocidental (Dumas et al., 1991), e na Costa do Pacifico, regiéo de



Tumaco, na Colédmbia que apresentam alta prevaléncia de PET/MAH (Maloney et
al., 1989; Trujillo et al., 1992). Verificou-se a existéncia de focos endémicos na
Ameérica Central e em varios paises da América do Sul: Brasil, Equador, Venezuela,
Guianas e Argentina (Gongalves et al., 2010).

No Brasil, desde a década de 80, diversos trabalhos mostram a presenca do
HTLV-1 em nosso meio (Kitagawa et al.,1986; Andrada-Serpa et al., 1988; Andrada-
Serpa et al., 1989; Cortes et al., 1989; Lee et al., 1989.). Dispde-se, no momento, de
dados epidemiolégicos de diversas regides do Brasil, porém, considerando as
dimensdes continentais do pais e as respectivas etnias do seu territério — expressao
de surtos migratoérios ocorridos no passado — observa-se que estes dados variam de
acordo com a regido e a origem étnica de seus habitantes. Desta forma, a Bahia —
local que concentra um numero maior de individuos de cor negra apresenta uma
prevaléncia mais elevada, em torno de 1,8% em doadores de sangue (Galvao-
Castro et al., 1997). Da mesma forma, Kitagawa e colaboradores em 1986, ao
estudarem imigrantes japoneses, originarios de Okinawa, em Campo Grande (MS),
verificaram uma alta prevaléncia de infeccédo: 13% entre os isseis e de 8% nos
nisseis. Para corroborar estes dados, Ferreira e colaboradores (1995), ao estudar
17.063 doadores de sangue em Sao Paulo, encontraram uma soro-prevaléncia de
0,15%, sendo a origem asiatica, o maior fator de risco para a infecgédo. No Rio de
Janeiro estes numeros se mostram mais elevados, 0,33% em doadores de sangue e
em Recife, a prevaléncia é de 0,33% igual a do Rio (Galvao-Castro et al.,1997).

No Rio de Janeiro, em torno de 48% das mielopatias de origem desconhecida
sdo devidas a infecgdo pelo HTLV-1, assim como 14,2% de 134 familiares de
pacientes com PET/MAH estéo infectados pelo virus (Andrada-Serpa et al., 1993;
Araujo et al., 1994). No Brasil, um estudo realizado com 163 pacientes portadores
de PET/MAH, no periodo entre margo de 1994 e abril de 1995, envolvendo cinco
centros de trés regides do pais, demonstrou que 93,2% dos pacientes eram das
regides nordeste (46,6%) e sudeste (46,6%) sendo que o sul do pais apresentou
6,8% dos casos (Araujo et al.,1998). Outro estudo transversal foi realizado em
bancos de sangue em 27 capitais brasileiras no periodo de 1995 a 2000 (Catalan-

Soares et al.,, 2005). As taxas de prevaléncia média variaram de 0,4/1.000 em



Floriandpolis, na regido sul, até uma taxa 25 vezes maior, 10,0/1.000 em Sao Luis,
na regiao nordeste.

Em relagdo a LTA no Brasil, foram estudados 150 casos entre janeiro de 1994
e janeiro de 1998 (Pombo de Oliveira et al., 1999), distribuidos regionalmente do
seguinte modo: nas regides Sul e Sudeste, 28% dos casos no Rio de Janeiro, 14,6%
em S3ao Paulo, 4,6% em Minas Gerais, 1,3% no Rio Grande do Sul, 0,6% no Paran3;
nas regides Norte e Nordeste, 16,6% dos casos na Bahia, 16% em Pernambuco,
3,3% no Para, 2,6% no Ceara, 4% na Paraiba, 2% no Rio Grande do Norte, 2% em
Alagoas, 2% em Sergipe, Maranhdo e Piaui. Isto demonstra que a ocorréncia de
LTA predomina nas regides onde ha uma soro prevaléncia maior do HTLV-1.

A transmissdo do HTLV-1 é dependente da presenca de célula e ocorre por
trés vias principais: a) da mae para o recém-nato, b) através de contato sexual, c)
por transfusdo de sangue e pelo uso de seringas contaminadas. A transmissao de
mae para filho representa a principal forma de transmissao em regides endémicas e
ocorre principalmente pelo leite materno, aproximadamente 15-25% das criangas
amamentadas por mées HTLV-1 positivas adquirem a infec¢ao (Ribeiro et al., 2012).
A infeccdo também pode ser transmitida via transplacentaria ou no momento do
parto (Hino et al., 2011).

A transmissédo sexual também ocorre, sendo que a transmissdo do homem
para a mulher parece ser mais eficiente (Kajiyama et al., 1986; Kaplan et al., 1996).
No Brasil, a transmissao sexual do HTLV-1 parece ser um importante fator de risco
(Araujo et al.,1998). A transmissao por transfusdo sanguinea esta relacionada com o
tipo do componente do sangue transfundido, assim como ao armazenamento desses
componentes. Transfusdo de plaquetas parece transmitir mais do que a de
hemacias, por exemplo, possivelmente pela maior contaminagao com linfocitos. O
tempo de estocagem das hemacias reduz a possibilidade de transmissao,
provavelmente, porque o linfécito morre durante o armazenamento (Manns et al.,
1992). No Brasil, a transmissédo por transfusdo de componentes sanguineos esta
controlada desde 1994, quando o Ministério da Saude tornou obrigatoria a
realizacdo de triagem sorolégica para HTLV-1/2 nos bancos de sangue. A
transmissdo do HTLV-1 também ocorre entre usuarios de drogas pelo

compartilhamento de seringas contaminadas (Proietti et al., 2005).



1.3. PRINCIPAIS DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

1.3.1. LEUCEMIA DA CELULA T DO ADULTO

A leucemia da célula T do adulto (LTA) se desenvolve numa pequena
propor¢ao de individuos infectados (1-5%), na maioria dos casos, a infec¢ao foi
adquirida por via vertical, isto €, a infeccdo ocorreu pela amamentacdo ou por via
transplacentaria. Este ultimo dado sugere ser essencial para o desenvolvimento da
doenga maligna, um longo tempo de laténcia entre a infecgdo e a transformacgéo
celular, e ainda o contato do virus com um sistema imune imaturo (Uchiyama, 1997).

A LTA é classificada em quatro subtipos clinicos: agudo, cronico, smoldering e
linfomatoso, baseado no numero de células T anormais no sangue periférico, no
nivel de desidrogenase latica (LDH) no soro, nas lesbes encontradas, assim como
no curso clinico. A porcentagem relativa de cada tipo de LTA é 55% para o tipo
agudo; 20% para o tipo linfomatoso; 20% para o tipo crbénico; e 5% para o tipo
smoldering (Shimoyama, 1991). O progndstico da LTA é ruim. A média de sobrevida
€ de seis meses para a forma aguda, 10 meses para a linfomatosa, e 24 meses para
o tipo crénico. A maioria dos individuos infectados s&o portadores assintomaticos e
sdo capazes de transmitir o virus. A chance de desenvolver leucemia ao longo da
vida é de 7,29% para homens e 3,78% para mulheres (Koga et al., 2010). A LTA
geralmente ocorre na idade adulta, 20 a 30 anos apés a infecgdo (Yamaguchi &
Watanabe, 2002).

Alguns individuos manifestam altera¢gdes conhecidas como “pré-LTA” (Cann &
Chen, 1996). Nestas condi¢des, o diagndstico é feito pela detec¢ao de leucocitose
e/ou linfécitos com morfologia anormal (Takatsuki et al., 1979, Gallart et al., 1983,
Kinoshita et al., 1985). O HTLV-1 pode ser identificado nas células desses
individuos através da reagcdo em cadeia da polimerase e o provirus pode ser
encontrado integrado no genoma dos linfécitos T CD4" num padrédo de integracéo
mono ou oligoclonal. Este dado indica haver predominio de uma populagao clonal de
linfécitos que pode progredir para uma forma franca de LTA. Aproximadamente, 50%
dos pacientes com “pré-LTA” sofrem regressao espontanea da linfocitose. Nos

outros 50%, a linfocitose persiste podendo ou nao progredir para outros estagios



(Imaizumi et al., 2005). As formas crbénicas e smoldering sdo menos agressivas do
que a forma aguda da doenga, e se caracterizam clinicamente pela presenca de
lesbes cutaneas, baixo nivel de células leucémicas circulantes e auséncia de
envolvimento visceral (Bittencourt et al., 2009). Na forma crénica, os pacientes
apresentam um numero mais elevado de células leucémicas circulantes. Pacientes
com ambas as formas (smoldering e crdonica) podem progredir para a forma aguda
num periodo de meses. As formas “pré-LTA”, smoldering e cronica, podem
representar fases de transicdo no desenvolvimento do clone maligno que surge na
forma aguda (lkeda et al., 1993, Gessain, 2011). Na LTA aguda, o clone dominante
de células malignas é evidenciado pela presenga de um unico rearranjo do gene do
receptor de célula T (Jarret et al., 1986; Matsuoka et al., 1988), e por um ou poucos
provirus arranjados de uma maneira oligoclonal na populagdo de células tumorais
(Hoshino et al., 1983; Seiki et al., 1984). Estes pacientes possuem uma elevada
contagem de células brancas com linfécitos com morfologia caracteristica “flower-
cell”. Outros sintomas incluem linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e lesbes da
pele devido a infiltracdo de células leucémicas. No soro desses pacientes destaca-
se aumento da desidrogenase latica (LDH) e hipercalcemia. A hipercalcemia parece
estar relacionada com a producao de IL-1a € do horménio da paratireoide. A média
de sobrevida nas LTA agudas é de 7,7 meses, mesmo com quimioterapia. (Katsuya
et al., 2012).

A morfologia das células do sangue periférico é variavel. Células tipicas de LTA
possuem nucleo lobulado, com grau de irregularidade variavel. A histopatologia dos
linfonodos dos pacientes com LTA também é heterogénea, ndo tendo correlagao
com o prognostico. Em estudos imunoldgicos, as células leucémicas apresentam
heterogeneidade fenotipica para os marcadores de superficie. Entretanto, a maioria
das LTA sdo CD4" e com raras excecgdes, apresentam marcador CD8". Uma
caracteristica das células tumorais € o alto nivel de expressdo de cadeia o do
receptor de IL-2. Anormalidades cromossémicas sao comuns nestas células
(Fukuhara et al., 1983; Miyamoto et al., 1983, Sanada et al., 1985; Whang-Peng et
al.,, 1985, Maruyama et al., 1990, Kawamura et al.,1997, Ohshima et al., 1998,
Fujimoto et al., 1999.) e o grau de aberragdes cromossOmicas esta relacionado com
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a gravidade da doenga, isto €, mais comum na forma aguda do que na crdnica ou
smoldering, sugerindo a possibilidade de evolugao clonal durante a progressao da
doenca. Apesar de existirem anormalidades cromossOmicas, a LTA nao apresenta
uma alteracdo cromossdmica especifica ou patognomodnica. Através deste contexto,
a transformacgao dos linfocitos T pelo HTLV-1 resulta no aparecimento de um “pool”
de células infectadas que proliferam de forma mais intensa, as quais ndo sao
transformadas, mas com a evolugédo pode surgir um clone maligno desta populagéo.
Isto esta relacionado com o longo periodo de laténcia entre a infeccédo e a
manifestagcdo da doencga. Durante a fase aguda, quando os pacientes tém uma
elevada linfocitose, o DNA proviral pode ser detectado por Southern blot e PCR
invertido (Takemoto et al., 1994, Kamihira et al., 2005) e em geral € monoclonal com
relacéo ao sitio de integracdo. Entretanto, o estudo da integragao viral em diferentes
pacientes com LTA demonstrou que esta integragado € distinta e estad presente em
diferentes cromossomas néo existindo um sitio de integracao preferencial, sendo a
integracdo do HTLV-1 randdémica (Seiki et al.,1984, Doi et al., 2005), o que nao
proporciona dados para a compreensao do mecanismo de transformacgao, acredita-
se que 0 mecanismo de trans-ativagdo génica seja o principal responsavel por este
processo.

Uma caracteristica das células tumorais € a pouca expressao de genes virais
na célula transformada. Em geral, a concentragdo de RNAm viral € indetectavel em
células de pacientes com LTA, ou quando colocadas em cultura. (Franchini et al.,
1984, Gessain et al., 1991). Com a descoberta da proteina HBZ (Gaudray et al.
2002), transcritos de HBZ tém sido detectados, tanto em células de pacientes com
leucemia, como em linhagens de células de LTA através de RT-PCR (Satou et al.,
2006). Apos a infecgao pelo HTLV-1 e com o provirus integrado randomicamente na
célula do hospedeiro, a proteina Tax promove a proliferacao das células infectadas,
e é possivel identificar clones através da técnica de PCR invertido, que se
expandem nos portadores do virus e esta diretamente associado ao inicio da doenga
(Matsuoka, 2005).
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1.3.2. PARAPARESIA ESPASTICA TROPICAL (PET) / (MAH)
MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTLV-1

Em 1985/86, verificou-se que pacientes com PET na Martinica (Gessain et al.,
1985) e pacientes com mielopatia no sudoeste do Jap&o tinham anticorpos contra o
HTLV-1 (Osame, et al., 1986). Em estudos comparativos, foi demonstrado que essas
duas doengas eram idénticas (OMS 1989). Em 1989, em uma conferéncia
patrocinada pela OMS, foi consenso a designacdo PET/MAH em referéncia a

doenga neuroldgica, que permanece até hoje (Osame & Igata, 1989, Osame,1990).

A prevaléncia de PET/MAH foi estimada ser de um em 1464 individuos
soropositivos, e o periodo de infeccido até a instalacdo da doenca varia de meses a
décadas. A idade média de instalagdo da doenca é de 43 anos, e a ocorréncia do
sexo masculino para o feminino é de 1:2,9 (Uchiyama, 1997).

As principais caracteristicas neurolégicas de PET/MAH sao: espasticidade
das extremidades inferiores, disturbios urinarios, fraqueza progressiva nos membros
inferiores. Os pacientes apresentam anticorpos anti-HTLV-1 no soro e liquido
cefalorraquidiano (LCR), linfocitos com nucleos lobulados e um moderado aumento
de proteinas no LCR podem ser encontrados. O progndstico da PET/MAH né&o é
ruim, a evolugdo € arrastada e, em geral, a principal causa de morte é por infecgao
secundaria, a mais frequente é infeccdo urinaria que evolui para septicemia
(Uchiyama, 1997). O desenvolvimento da incapacidade neuroldgica ocorre durante o
primeiro ou segundo ano do curso da doenga, indicando o inicio de uma possivel

fase inflamatoria e um estagio degenerativo (Araujo, Silva, 2006).

Em relagédo a patogenia da mielopatia, trés hipéteses foram formuladas:

1.3.2.1. TOXICIDADE DIRETA

Células gliais infectadas, apresentam antigenos virais em sua superficie.
Linfocitos T citotdxicos CD8*, que sdo especificos contra antigenos HTLV-1
(principalmente proteina Tax), atravessam a barreira hematoencefalica, atacam as
células infectadas do sistema nervoso central, com consequente liberacado de

citocinas (Figura 2).
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Figura 2. Dano por toxicidade direta induzida pelas células T CD8+ contra células da glia
infectadas, adaptado de Araujo & Silva, 2006.

1.3.2.2. REAGAO AUTOIMUNE

Proteinas expressas pelas células gliais seriam confundidas com antigenos
virais, ocasionando uma resposta autoimune com consequente morte destas. O
mimetismo molecular é caracterizado por uma resposta imune entre um antigeno
externo que tem reag&o cruzada com um antigeno do hospedeiro, causando doenca:
anticorpos contra a proteina Tax reagem contra um antigeno proprio do hospedeiro,
por exemplo, a proteina ribonuclear A1 (hnRNP-A1), que € uma proteina intracelular
neuronal. Estes anticorpos tém sido detectados no soro, liquor, e sistema nervoso
central. Eles podem atravessar a barreira hematoencefalica e causar inflamagéo
(Lee et AL., 2005). Portanto, o mimetismo molecular entre a proteina Tax e a
proteina hnRNP-A1, poderia ser responsavel pelo estado neurolégico crbnico da
PET/MAH (Levin et al., 2002), como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Teoria da autoimunidade, adaptado de Araujo & Silva, 2006

1.3.2.3. HIPOTESE DO DANO CIRCUNSTANTE (bystander)

Esta hipétese sugere que o IFN-y secretado pelas células T CD4"
infectadas, e o reconhecimento destas pelos linfocitos T CD8" no sistema nervoso
central induz a produgcédo de outras citocinas, como TNF-a que € mielinotdxica,
juntamente com as alteragcbes hemodinédmicas e as interagcbes mediadas pelas
moléculas de adesao, entre os linfécitos circulantes e as células endoteliais que

contribuiriam para a localizagdo do dano na medula espinhal (Figura 4).
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Figura 4. Teoria do dano circunstante adaptado de Araujo & Silva, 2006.

1.4. OUTRAS DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

Doencas inflamatérias como uveite, artrite e polimiosite, dermatite infecciosa,
tém sido associadas ao HTLV-1 (Osame, et al., 1997). Outras alteragdes
neurolégicas (ONA), que incluem déficits cognitivos, neuropatia periférica, e
esclerose aminiotrofica lateral (Leite et al., 2003), também tém sido associadas ao
HTLV-1. Estudos demonstraram que a carga proviral esta aumentada nos pacientes

ONA em relacdo aos portadores assintomaticos (Silva et al., 2007).

1.5. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE -
MHC

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC do inglés Major
histocompability complex) € um aglomerado de genes que codificam moléculas com
importante fungdo na resposta imune. Nele esta contido uma familia de genes, que

codificam os antigenos leucocitarios humanos (HLA), e sdo os genes mais
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polimorficos ja descritos, contendo centenas de alelos (Gruen et al., 1997). O MHC
esta localizado no brago curto do cromossomo 6 na parte distal 6p21.3 e abrange
cerca de quatro megabases. Esta dividido em duas regides classicas, classe | e
classe Il, e entre estas duas classes encontra-se a classe Ill. As moléculas do MHC
classe | e Il codificam genes cujos produtos sdo expressos como proteinas integrais
transmembrana na superficie da maioria das células nucleadas, onde atuam no
reconhecimento e na apresentagéo de antigenos (Vandiedonck et al., 2009).

As moléculas de classe | do MHC estdo presentes em todas as células
nucleadas e se ligam aos peptideos para os apresentarem aos linfécitos T CD8™. A
estrutura da molécula HLA classe | consiste em trés cadeias polipeptidicas a1, a2, e
a3 que € expressa na superficie de uma célula em associacdo com a cadeia B, —
microglobulina, uma subunidade que nao é codificada pelo MHC. A cadeia a possui
uma regiao citoplasmatica, e uma regiao transmembrana que possui aminoacidos
hidrofdbicos, pelos quais a molécula € ancorada na membrana celular, um dominio
altamente conservado do tipo imunoglobulina a3, ao qual se liga CD8", e uma regi&o
de ligagao ao peptideo altamente polimaérfica formada a partir dos dominios a1 e a2.
A B2- microglobulina se associa com a cadeia a e auxilia a manter a conformacéao
apropriada da molécula (Figura 5).

Seis genes codificam moléculas de classe |: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E,
HLA-F e HLA-G. Entre estas HLA-A, HLA-B e HLA-C sdo as mais importantes e as
mais polimérficas (Gruen & Weissman, 1997). Conforme dados retirados on line: os
alelos HLA classe | sdo em torno de 6725 (http://hla.alleles.org/nomenclature/stats
.html).
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Figura 5 — Estrutura da molécula MHC da classe |, (ABBAS, 2008)

As moléculas de classe Il do MHC estdo presentes em linfocitos B,
macrofagos e células dendriticas (APCs) e se ligam aos peptideos para os
apresentarem aos linfocitos T CD4". A molécula de classe || do MHC possui duas
cadeias polipeptidicas (a e B). Ambas as cadeias possuem, uma regiao
citoplasmatica e uma regido transmenbrana contendo aminoacidos hidrofobicos,
pelos quais a molécula é ancorada na membrana celular, um dominio a2 altamente
conservado e um dominio B2, também altamente conservado, ao qual se liga CD4",
e uma regiao de ligacao ao peptideo, altamente polimoérfica formada pelos dominios
ale p1.

No MHC ha cinco loci que codificam moléculas de classe I, cada um deles
contendo um gene para uma cadeia a e pelo menos um gene para uma cadeia 3. Os
loci sdo designados como HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DM, e HLA-DO. Dentre
esses, HLA-DP, HLA-DQ, e HLA-DR s&o os mais importantes e os mais
polimorficos.

Conforme dados retirados on line: os alelos HLA classe |l sdo em torno de 1771

(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html).
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Figura 6 - Diagrama esquematico de uma molécula da classe Il do MHC. (ABBAS, 2008)
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A regido HLA classe lll contém genes, cuja maioria esta envolvida na regulagédo da

resposta imune humoral (Vandiedonck et al., 2009), e na reacdo inflamatdria através de

genes que codificam o fator de necrose tumoral (TNF) (Bayley et al., 2004), a proteina de

choque térmico e componentes da cascata do complemento (Figura 7).
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Figura 7 - Mapa dos genes do antigeno leucocitdrio humano — HLA Mapa dos genes da regido de
antigenos leucocitarios humanos (HLA). A regido HLA ocupa 4 X 10° nucleotideos no cromossomo
6p21.1 to p21.3, com os genes classe Il, classe lll and classe | localizados do centrémero (Cen) ao
telédmero (Tel). As moleculas de Classe | tem a funcao de restringir e mediar respostas imunes contra
antigenos enddgenos e alvos virais aos linfocitos T CD8" citotdxicos. Enquanto as moléculas HLA
classe Il estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos exdgenos para células T CD4". As
moléculas da regido HLA classe Ill, contém muitos genes que codificam proteinas nao relacionadas
com a imunidade mediada por células, mas modulam e regulam respostas imunes de outra maneira,
incluem (TNF) fator de necrose tumoral, proteina do choque térmico e proteinas do complemento (C2,
C4). Adaptado de Narinder K. Mehra and Gurvinder Kaur http :// journals .cambridge .org/ fulltext
_content /[ERM/ERM5_07/S1462399403005957sup002.htm

No braco curto do cromossomo 6 onde esta localizado o MHC, estdo
distribuidos em trés regides distintas os genes que codificam os antigenos HLA. Os
trés loci da classe | (HLA-A, -B e —C) estao juntos numa regiado, e os trés loci classe
Il (HLA-DR, -DQ e —DP) estdo em outra regido no cromossomo 6. A combinac¢éo dos
alelos dos seis loci, € herdada em conjunto e € denominada de haplétipo. Os seis
alelos de Classe | sado expressos juntos na superficie das células e sao co-

dominantes. O mesmo acontece com os alelos de classe Il.
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Inimeros estudos tém demonstrado que os genes do sistema HLA estao
associados a mais de 500 doencas autoimunes ou provocadas por agentes
externos. Cerca de 4% da populacdo em paises industrializados sdo afetados por
doencas autoimunes. A predisposicdo para o desenvolvimento destas doencgas é
muitas vezes o resultado de uma combinacdo em rede de varios alelos do sistema
HLA. Desta forma, a caracterizagao alélica do sistema HLA pode ser usada para
identificar individuos com elevado risco de desenvolver determinadas doengas assim

como auxiliar no seu diagndstico. (Thorsby,1997, Thorsby & Lie, 2005).

1.5.1. ASSOCIAGAO ENTRE HLA E DOENGAS

A associagao HLA/doenga mais marcante documentada é do alelo HLA-B*27
e a Espondilite Anquilosante (Brewerton et al., 1973, Schlosstein et al., 1973). Desde
entdo muitas associacbes tém sido feitas principalmente na area de doencas
infecciosas. A extrema variabilidade do loci HLA classico frente a vasta gama de
agentes patogénicos, acarretou pesquisas associando alelos HLA tanto na
susceptibilidade, quanto na resisténcia a doencas. O estudo populacional é o
método de escolha para determinar se ocorre uma predisposicdo genética para o
acometimento de doencgas, onde a frequéncia do antigeno ou alelo dos pacientes
nao aparentados € comparada com aquela verificada em individuos que nao
apresentam a mesma doenga ou em individuos sadios. Inumeros artigos cientificos
relatando a associagdo positiva e negativa entre MHC/HLA-doencas infecciosas ja

foram publicados (Blackwell et al., 2009).

1.5.2. ASSOCIAGAO HTLV-1 E ALELOS DO HLA

Para se entender porque a maioria dos individuos portadores do HTLV-1
permanece assintomatica, e, na dificuldade de identificacdo precoce dos individuos
acometidos que possuem maior risco de desenvolver doenga, varios estudos foram

realizados para se determinar a associacdo entre polimorfismos do HLA e a
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ocorréncia de HLA/HTLV. Estes estudos ora identificaram alelos associando a

resisténcia, ora a susceptibilidade, em diversas populagdes (Tabela 1).



Pais e Ano

PET/MAH
Assintomaticos

PET/MAH/TSP

HLA/LTA
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Referéncia

Japao, 1988

27

i A11Bw54Cw1DR4DQW3, A24Bw5 Ma@"g&gg@:@ Haplotipos associados a
4Cw1DR4DQ-,A24Bw7DR1DQw1 ’ PET/MAH e LTA
DRw6DQw1

Usuku etal., 1988.

Indios nativos da América do Sul, Regido
dos Andes e Orinoco,1995

N&o informado

Andes:DRB1*-DQB1*-0403-
0302,08020402,0901-
0303,1406-0302,0407-0302

N&o informado

Fujiyoshi et al., 1995.

Japéo, 1996

Nao informado

DRB1-DQB1 0901-
0303, 1501-0602,
1401-0602, 1401-

DRB1-DQB10101-0501, 0803-

Nao informado 0601, 1502-0601

Sonoda etal., 1996.;

Estudo multicentrico: Japéao,Ira, Indios
nativos da America do Sul, negros sul
africanos, 1996

Sonoda et al., 1996.

Populagdo negra afro-caribenha e afro-
americana, 1996

0503
N N DRB1*DQB1* 0901-
DRB1*- DQB1*0101-0501 03032 Segregadores
25 A36,B18, DR53 Alelos associados com LTA

White et al., 1996.

A*02,B*0702,Cw0702,

Japao, 1999 232/201 DRB1*0101 Protetor e Susceptibilidade Jefferyetal., 1999.
Japao, 2000 233/202 A*02,Cw*08/B*54 Protecéo e Susceptivel Jeffery et al., 2000.
~ " . " A*26, Cw*08, B*4002, Alelos associados com s
Japéo, 2001 148/152 124 A*24, Cw*07, B*07 B*4006, B*4801 PET/MAH-LTA Yashiki etal., 2001.
Japao, 2002 229/202 A*02, Cw*08 Protegao Vine etal., 2002.
Brasil, 2003 71/ DR11 A26, DR8 Associagao Borducchi et al., 2003
Iré, 2005 58/74 A*02, Cw04, DRB1*0101 Sem associagao Sabouri etal., 2005.
- A*02, Cw*08,TNF-a-863A/C,SDF- -
Japao, 2006 /190 1+801G/A Associacédo Nose etal. 2006.
Jamaica, 2007 59/190 56 DRB1*1503DQB1*0602 A*03, DQB1*0501 Associacao Goedertetal., 2007.
Ird, 2007 DRB1*01 Cw*08 Risco Rafatpanah etal., 2007.
Brasil,2009 09/1984 A*02,Cw*08/B*07, Cw*08, B*5401 Protecédo/Risco Catalan etal., 2009.
Martinica, 2010 123/85 A02, DRS;B(T*’ERM ", Sem Associagao Deschamps etal., 2010.
A*02, Cw*08,TNF-a-863A/C,SDF- o
Peru, 2010 71/94 1+801G/A Sem Associagao Talledo etal., 2010.
Aborigines da Argentina, 2011 /23 -60 negativos A*02,A*68 Associacédo Berini etal., 2011.
Japao, 2011 Nao informado A24 Risco Ryuji etal., 2011.
Peru, 2011 56/114 A*02 Associagao Talledo etal., 2011.

Tabela 1 - Publicagdes referentes a associagéo entre polimorfismos em genes do HLA e a HTLV/HLA



22

1.6. CITOCINAS

Citocinas sao polipeptideos produzidos pelas células do sistema imune inato
e adaptativo em resposta a microrganismos infecciosos e outros antigenos,
mediando e regulando reagdes imunes e inflamatorias.

Essas proteinas soluveis encontradas em concentragdes de nanomolares ou
picomolares regulam o crescimento, diferenciacdo e fungdo de varias células e
linhagens celulares. A maioria das citocinas cuja estrutura molecular esta definida, é
chamada por convencao, de interleucina. Entretanto, outras citocinas séo produzidas
em outras células, ndo somente nas células do sistema imune, e possuem outros
nomes por motivos historicos.

A sintese de citocinas € iniciada pela transcricio de um gene como
consequéncia de ativagao celular. Como a transcricdo da ativagao é transitéria, a
sintese de citocinas é breve e auto limitada. As citocinas possuem acodes
pleiotropicas e redundantes. Esta propriedade permite que a citocina atue com
diversos efeitos biolégicos, o que limita o uso terapéutico, pois pode resultar em
efeitos adversos. A redundancia refere-se a propriedade de varias citocinas
possuirem os mesmos efeitos.

Uma citocina pode estimular a producdo de outras em cascata, na qual a
segunda ou terceira intervém no efeito biolégico da primeira. Duas citocinas podem
ainda antagonizar a acdo de cada uma delas ou apresentar um efeito sinérgico.
Também podem ter uma atuagao local ou sistémica.

Quando produzidas em resposta a um estimulo, as citocinas se ligam a
receptores de alta afinidade nas células alvo. Quando agem na propria célula que as
produzem, como a maioria das vezes, € denominado agao autdcrina, e nas células
adjacentes, agédo paracrina. Quando sdo ativados um grande numero de células
dendriticas e macrofagos, sdo produzidas grandes quantidades de citocinas que

atuam longe de onde foram secretadas, denomina-se agao endocrina (Abbas, 2008).

Estéo classificadas em trés categorias funcionais:
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a) mediadoras e reguladoras da imunidade inata: TNF, IL-1, quimiocinas, IL-
12, IFNs tipo |, IL-10, IL-6, IL-15, IL-18, IL-23, IL-27,

b) mediadoras e reguladoras da imunidade adaptativa: IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y,
TGF-B, linfotoxina, IL-13, IL-17,

c) estimuladoras de hematopoiese: c-Kit ligand, IL_7, IL_3, GM-CSF, M-CSF,
G-CSF (Abbas, 2008).

1.6.1. POLIMORFISMOS UNICOS DE NUCLEOTIDEOS - SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMOPHISMS — SNPs e CITOCINAS

Os polimorfismos unicos de nucleotideos (SNPs) séao variagbes de uma
Unica base na sequéncia de um alelo no cromossomo. Os genes de regides
reguladoras de citocinas foram os primeiros genes nao-HLA a serem estudados, e
os SNPs na regido promotora destes genes podem modificar os efeitos dos fatores
de transcrigdo e a quantidade de citocina produzida (Wilson et al., 1997, Turner et
al.,, 1997, Fishman et AL., 1998). Muitos estudos foram feitos relacionando os
polimorfismos dos genes das citocinas a doengas. A partir de 1999 foi criado um
banco de dados on-line “Cytokine Gene Polymorphism in Human Disease: on-line
database” (Hollegaard et al., 2006) que visa identificar SNPs que possuem

associagao com alguma doenca especifica.

1.6.2. CITOCINAS E HTLV-1 COM ENFASE EM TNF-q, IL-6, IFN-y,
TGF-B e IL-10

Dentre inumeros fatores biolégicos que estdo envolvidos na interagao
HTLV/hospedeiro, as citocinas tém sido estudadas com o objetivo de se
compreender melhor o processo inflamatério que resulta em dano a medula

espinhal. Alguns exemplos s&o citados abaixo:
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Através de técnicas de imunohistoquimica, foi detectada a presenca de IFN-
y € TNF-a na medula espinhal de pacientes autopsiados. (Umehara et al., 1994). Da
mesma forma, experimentos in vitro com células de pacientes com PET/MAH e de
portadores assintomaticos, demonstraram que os niveis de IFN-y e TNF-a eram bem
maiores nos individuos sintomaticos (Muniz et al., 2006). Outros experimentos
também in vitro verificaram que, na cultura de células de pacientes com PET/MAH, o
uso de minoxidina, um derivado da tetraciclina, que atua na inibicdo de macrofagos
ativados, diminuiu significativamente a expressdo das citocinas pro-inflamatérias
TNF-a e IL-1B, inibindo a proliferacdo espontanea de linfécitos (Enose-Akahataet al.,
2012).

O HTLV-1 como agente causador de uveite foi descrito por Mochizuki e
colaboradores, através de dados clinicos, laboratoriais, e soro epidemiologicos
(Mochizuki et al.,1992). A inflamagao intra-ocular foi associada a produgao de
citocinas, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, e IFN-y produzidas pelas células T CD4"
infiltradas no tecido ocular (Kamoi et al., 2012).

A inflamagéo causada pelo HTLV-1 esta associada ao aumento de células T
CD4" e T CD8" no liquido cefalorraquidiano, que migram e atravessam a barreira
hematoencefalica (Hickey et al., 1991, Biddison et al., 1997). Na mielopatia, tanto os
linfocitos infectados T CD4" como T CD8" infiltram a medula espinhal e o sangue
periférico, e produzem citocinas como IFN-y, TNF-a e |IL-6, causando dano ao tecido
do sistema nervoso central em pacientes (Kubota et al., 1998).

Culturas primarias de células microgliais humanas estimuladas pela
proteina Tax, assim como macrofagos do sangue periférico, responderam com a
producado das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6 (Dhib-Jalbut et al., 1994). Células
dendriticas também responderam a proteina Tax extracellular, sofrendo ativacao e
maturagdo, e por consequéncia comprometendo a integridade da barreira
hematoencefalica através da producdo de citocinas como TGF-B, IFN-y e
quimiocinas, contribuindo para o dano observado no tecido do sistema nervoso
central dos individuos com PET/MAH (Mostoller et al., 2004, Ahuja et al., 2006). A

indugao da producao das citocinas TNF-a, IFNy e IL-12, também foi observada em
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culturas de células dendriticas derivadas de mondcitos quando estimuladas pela
proteina Tax in vitro (Ahuja et al., 2007).

Com tantas evidéncias da atuacgéo das citocinas na patogénese do HTLV-1,
o estudo do polimorfismo dos genes que expressam a sintese destas proteinas, que
atuam no processo inflamatério, pode ser util como marcador de progndstico para o

paciente.

1.6.3. FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF-a)

E o principal mediador da resposta inflamatéria aguda & um agente
infeccioso, e responsavel por muitas complicagdes sistémicas em infecgdes graves.
TNF-a estd envolvido da mediacdo primaria da resposta inflamatéria e na
patogénese de condicdes como choque séptico e doengas autoimunes. E uma das
primeiras citocinas a serem produzidas no processo inflamatério e responsavel pelo
efeito em cascata na ativagao de outras citocinas. O nome desta citocina deriva da
sua identificagdo original como um fator do soro que causava necrose em tumores
(Carswell et al., 1975). Também é chamada de TNF-alfa para diferenciar da TNF-
beta, uma linfotoxina. TNF-a € expressa como um polipeptideo com 17 kDA e se
polimeriza em uma proteina circular de 51kD. As principais fontes celulares
relacionadas a biossintese de TNF-a sdo os macrofagos e mondcitos, e os principais
alvos séo a ativagao de células endoteliais (inflamagéo e coagulagao), e ativagao de
neutrofilos. A citocina TNF-a também induz a sintese de outras proteinas
denominadas proteinas da fase aguda, que mimetizam a agao de anticorpos como a
proteina C reativa e lectina ligante de manose (MBL) ( Janeway, 1997).

O gene da familia TNF esta localizado no cromossomo 6, na regido que
codifica a classe Il do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) (Nedwin et al.,
1985). Dependendo das concentragbes de TNF-a, pode haver uma agao protetora
em relagdo aos microrganismos através da ativacédo de diversos tipos celulares, ou
quando sintetizado em grandes quantidades, uma agédo toxica como no choque
séptico (Bradley, 2008).

O polimorfismo na regidao promotora do gene de TNFA (-308 G/A) foi

descrito por Wilson e colaboradores, 1992, onde a substituicdo de guanina no alelo
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TNFA (-308G) ou TNF1 por adenina no alelo TNFA (-308A) ou TNF2, tem sido
associado a alta produgdo da citocina em populacdes européias. Varios estudos
demonstraram associagdo de niveis elevados de TNF-a, com a presenca do alelo
TNFA (-308A), e um prognéstico desfavoravel foi visto em doengas como a malaria
cerebral, onde individuos homozigotos para este alelo sdo sete vezes mais
propensos a morrer ou ter graves complicagdes neurologicas (McGuire et al., 1994).
Outras doengas também foram associadas a este alelo como o linfoma n&o Hodgkin
(Warzocha et al., 1998), meningite (Nadel et al., 1996), lupus sistémico eritematoso
(Wilson et al., 1994), hepatite B (Xia et al., 2011) e hanseniase (Cardoso et al.,
2011).

Em ensaios in vitro onde se simulou a barreira hematoencefalica, os
linfocitos infectados pelo HTLV-1 romperam esta barreira através de mudancgas de
sua permeabilidade, via secreg¢do de IL-1a e TNF-a, aumentando a migragao dos
linfocitos (Afonso et al., 2007). O gene de TNFA esta localizado na regiao Classe Il

do brago curto do cromossomo 6 (Figura 8).
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Figura 8 - Localizagdo cromossémica do gene do TNFA (6p21.3) (http:/ghr.nim.nih.gov/gene/TNF)

1.6.4. INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A interleucina 6 €& uma citocina com importante papel na defesa do
hospedeiro, atua em uma diversidade de células e fungdes como diferenciagao e/ou
ativagdo de macréfagos e células T, células endoteliais, no crescimento e
diferenciagdo de células B, na formagado de colonias de células precursoras (stem
cell) hematopoiéticas, e na diferenciacdo neural. A citocina IL-6 ndo ¢é

constitutivamente expressa, mas sua expressdao é consideravelmente aumentada
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em resposta a estimulos, como infecgbes virais, endotoxinas, e outras citocinas
como IL-1 e TNF-a, principalmente na fase aguda da doenca. Alguns estudos
sugeriram que a IL- 6 e a proteina C reativa podem ser importantes ferramentas
para avaliar uma inflamacgao sistémica em diferentes condi¢cdes patoldgicas (Pbvoa,
2002, Duncan et al., 2003).

O gene que expressa /L6 esta localizado no cromossomo 7 (Figura 9), e foi
demonstrado que o polimorfismo na regido flanqueadora 5 do gene de /L6 na
posicao -174 (G/C) interfere na transcricao e consequentemente na expressao de /L-
6 (Fishman et al., 1998).
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Figura 9 - Localizagdo cromossémica do gene da IL6 (7p21) http://ghr.nim.nih.gov/gene/IL

7q21.11

1.6.5. INTERFERON GAMA (IFN-y)

IFN-y faz parte da classe Il de interferons. Atua principalmente como ativador
de células efetoras do sistema imune, tanto da imunidade inata como na imunidade
adaptativa mediada por células. E uma proteina homodimérica com 21-24kD. As
principais fontes produtoras de IFN- y sdo as células NK, células T CD4" TH1e T
CD8". Possui atividade anti-viral e imunomodulatéria. A atividade antiviral é
importante no inicio da infec¢do viral, e a atividade imunomodulatéria ocorre nos
estagios mais tardios da infecgao (Schroder et al., 2004). Sua produgao € dada pela
ativacdo de células NK, e em maiores quantidades pelas células T efetoras. E
através de IFN-y, que células T auxiliares e células NK aumentam a atividade de

macrofagos na sua fungao microbicida, também promove a diferenciagdo de células
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T CD4" naive, e inibe a diferenciacdo de células Th2. IFN-y participa na resposta de
anticorpos que participam na eliminagdo de microbios por fagocitos, pela ativagao
direta de macrofagos por esta citocina. IFN-y estimula a expressdo de antigenos
MHC classe | e Il, ativa células endoteliais e potencializa a acdo de TNF nestas
células promovendo adesao de linfécitos T nos sitios de infeccdo (Abbas, 2008).

O gene de IFNG esta localizado no cromossomo 12 e o polimorfismo no intron
1 +874 T/A foi associado com variagdes do nivel de produgéo de IFN-y (Naylor et al.,
1983, Pravica et al., 2000).

M
Mmoot
—
=
LV ]
—

12921.31
12q24.12
12q24.23

—
o
—_
[=%
=
—_

Figura 10 - Localizacdo  cromossbmica do gene do IFNG (12q14)
(http://ghr.nim.nih.gov/gene/IFNG)

1.6.6. FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR-B (TGF-B)

TGF-B foi descrito primeiro como um produto de tumores, quando se
observou que células com caracteristicas normais, na presenca de TGF-3 cresciam
em meio de cultura semi-sdlido, uma caracteristica das células malignas ou
transformadas (de Larco et al., 1978). A citocina TGF-f3 faz parte de uma familia de
fatores de crescimento altamente pleiotropicos, envolvidos na regulacédo de
processos imunomodulatérios. As principais fontes celulares de TGF-B sido as
células T e plaquetas, mas também é sintetizado pelas células epiteliais, endoteliais,
hematopoiéticas, neuronais e células do tecido conectivo. E uma proteina
homodimérica com 25kD. Sua principal agdo bioldgica € inibir a proliferacédo e
ativacao de linfocitos e outros leucécitos. Pode exercer tanto um papel anti-

inflamatoério como pro-inflamatério, dependendo da ocasido em que comega a ser
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produzida, da quantidade produzida, e se tem acéo sistémica ou local. Faz parte de
uma familia de moléculas estreitamente relacionada, codificada por genes distintos,
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3. As células do sistema imune sintetizam principalmente
TGF-B1 (Abbas, 2008). H4 um aumento de TGF-B em infecgdes virais como
Influenza, HIV, Hepatite B e Hepatite C entre outros (Li et al., 2006). Em relagao ao
HTLV-1, estudos in vitro demonstraram que, TGF-B estimula a expressdo de
proteinas da membrana celular envolvidas na ligagao e fusao do virus como GLUT-1
e HTLV SU (Jones et al., 2005).

O gene que codifica para TGFB esta localizado no cromossomo 19 (Figura 11).
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Figura 11 - Localizagdo cromossomica do gene TGFA - 19913. http://ghr.nim.nih.gov/gene/TGF-1

Os niveis de producao de TGF-B também estado associados ao polimorfismo
génico. De maneira geral podem ser descritos como alto, intermediario e baixo
produtor da citocina, e de acordo com os alelos homozigotos: alta/alta e baixa/baixa,
e heterozigoto alta/baixa. Os alelos altos produtores sdo TGFB codon 10 *T (Leu),
codon 25 *G (Arg), (Perrey et al., 1998).

1.6.7. INTERLEUCINA 10 (IL10)

A citocina IL-10, inicialmente foi denominada de Fator Inibidor da Sintese de
citocinas, por inibir a secregao de citocinas de clones de células T em cultura
(Fiorentino et al., 1989). E uma proteina com 34-40kD, conhecida principalmente por
sua atividade supressora de citocinas em macréfagos ativados e células dendriticas,

portanto envolvida no controle da resposta imune inata e mediada por células,
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contudo € sabido que outras células hematopoiéticas, tanto da resposta imune inata
como adaptativa a produzem, como mondcitos, células B, células T CD8", células
Th1, Th2, e células T reguladoras. Independente do tipo celular, IL-10 atua na
resposta inflamatéria, diminuindo a agao da resposta imune adaptativa, minimizando
o dano local pelo agente infeccioso. IL-10 pode induzir o aumento da expresséo de
antigenos do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) (Go et al., 1990).

Alguns polimorfismos localizados na regido promotora nas posigoes -
1082A/G, -819T/C, e -592A/C do gene de IL10 foram descritos em relagdo a
quantidade de citocina produzida (Turner et al., 1997).

O gene que codifica para IL10 esta localizado no cromossomo 1(Figura 12).

1g42 2:@

1p33
1043

1p36.12
1p35.1
1p3l.3
1pz2.2
1p21.1
1p12
1921.2
1923.2
19243
19311
1932.2
1q42.12

Figura 12 - Localizagdo cromossémica do gene da /L1710 (1931-p32). (http://ghr.nim.nih.gov/gene/IL10)
1.7. CARGA PROVIRAL (CPV)

O numero de células infectadas (carga proviral) parece ser um marcador de
prognéstico para o desenvolvimento da mielopatia associada ao HTLV-1. Dados
obtidos por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real mostraram que a
mediana da carga proviral em individuos assintomaticos € de 0,5%, enquanto que
em portadores de mielopatia € de 5,1% (p= 0,0001) (Silva et al., 2007). A carga
proviral também pode detectar de forma precoce o surgimento de um clone maligno
de linfécitos T CD*, através do aumento significativo deste parametro. A avaliagdo
sistematica da carga proviral possibilitou a deteccdo precoce de LTA em duas

pacientes que eram portadoras assintomaticas da infecgdo (dados n&o mostrados).
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2. JUSTIFICATIVA

A PET/MAH é uma doenga cronica extremamente incapacitante, de
progressdo lenta, que se expressa por paraparesia espastica, alteracdes
esfincterianas, dor lombar e disfuncao erétil, sendo que tais manifestacbes podem
ser acompanhadas de neuropatia periférica (Leite et al., 2004), alteragdes cognitivas
(Silva et al., 2003) e disautondmicas (Alamy et al., 2001). Acredita-se que a lesao
neurologica ocorra ndo devido a morte das células em decorréncia da replicagao
viral ao nivel do sistema nervoso central, e sim pela reacdo inflamatoria
desencadeada pelo reconhecimento de células infectadas por linfécitos T citotdxicos
CD8", com consequente liberagéo de citocinas e lesdo medular (Hollsberg & Hafler,
1993).

Um dos maiores problemas de saude publica relacionada as infecgdes pelo
HTLV-1 é a dificuldade de identificagcdo precoce dos individuos acometidos que
estdo evoluindo e/ou possuem maior risco de desenvolver doenca, pois a
intervencdo terapéutica precoce pode melhorar o progndstico. Portanto, a
identificacdo de marcadores bioldgicos que identifiquem portadores assintomaticos
com maior risco para desenvolver doengas associadas possibilitara um melhor
acompanhamento clinico destes individuos, assim como o inicio precose de medidas

terapéuticas adequadas.



32

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar se a presenca ou auséncia de determinados polimorfismos génicos

influenciariam no desenvolvimento de doengas associadas ao HTLV-1.

3.2. ESPECIFICOS

a) Determinar os polimorfismos genéticos do HLA de classe | locus A, B e C e classe
Il locus DR e DQ em portadores de doenca neurolégica e em HTLV-1 e em
portadores assintomaticos da infecgao.

b) Determinar os polimorfismos genéticos dos promotores dos genes das citocinas
TNFA, IL6, IFNG, TGFB e IL10, e em portadores de mielopatia associada ao HTLV-1
e em portadores assintomaticos da infecgao.

c) Determinar a carga proviral do HTLV-1 em portadores de mielopatia e carreadores
assintomaticos da infecgao.

d) Correlacionar os dados obtidos com o estado clinico dos individuos.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. TIPO DE ESTUDO

Foi conduzido um estudo caso-controle, sendo os casos, os pacientes com

doenca neurolégica e os controles, os portadores assintomaticos da infecgao.

4.2. POPULAGAO ESTUDADA

Da coorte de pacientes com infec¢ao pelo HTLV, atendidos no Laboratério de
Neuroinfecgdes do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz, com
aproximadamente 700 individuos, foram selecionados 288 individuos portadores de
HTLV-1, sendo 171 pacientes portadores de doenga neuroloégica e 117 individuos
portadores assintomaticos em relagdo a infeccdo. O projeto foi submetido e
aprovado ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do IPEC; Fiocruz,
sob numero 0012.0.009.000-08 em 28/04/2008.

4.3. CRITERIOS PARA INCLUSAO NA PESQUISA

Pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18 anos. Aceitar
participar do estudo através da assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido. Estar em acompanhamento clinico regular. Ter sorologia positiva para
HTLV-1 por ELISA e Western blot e/ou reacdo em cadeia da polimerase. O
diagndstico de mielopatia associada ao HTLV-1 ser confirmado pelos critérios da
OMS. Auséncia de qualquer sintomatologia neurolégica, hematolégica ou de

manifestacdo associada a infecgao pelo HTLV-1, para os controles.

4.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO
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Nao aceitar participar do estudo.

4.5. EXTRAGAO DO DNA GENOMICO.

Cinco mililitros (5 ml) de sangue periférico foram coletados de cada individuo
através de puncdo venosa, em tubos estéreis Vacutainer® com EDTA. Foi utilizado
o kit comercial Gentra® Puregene, seguindo a orientacdo do fabricante. Foi retirada
uma aliquota de sangue e colocada em tampédo de lise de células vermelhas e
homogeneizada por inversédo varias vezes, apos repouso a temperatura ambiente,
foi centrifugada durante 20 segundos a 13-16,000 x g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células brancas foi recolhido com tampao de lise de células
brancas. Foi adicionado tampao de precipitagdo de proteinas e centrifugado durante
1 minuto a 13,000-16,000 x g. O sobrenadante foi colocado em presenga de alcool
isopropanol e homogeneizado varias vezes por inversao até o DNA se tornar visivel.
Novamente centrifugado durante 1 minuto a 13-16,000 x g, o sobrenadante
descartado, e o pellet lavado com alcool 70%, centrifugado 1 minuto a 13—16,000 x g

e ressuspendido com tamp&o de hidratagdo (10mM Tris/TmM EDTA).

4.6. QUANTIFICAGAO DA CARGA PROVIRAL PARA HTLV-1.

A amplificacdo foi realizada em termociclador para PCR em tempo real
(SmartCycler) utilizando o Kit Tagman (Applied System). O fragmento amplificado foi
a regiao Tax. Uma curva-padréao foi gerada utilizando o gene B-globina e o gene Tax
da linhagem celular TARL-2, que contém uma unica cépia do provirus de HTLV-1. A
carga proviral em 10* células é calculada pela seguinte formula: [numero de copias

do gene Tax/ (nimero de cdpias do gene globina/2)] x 10*.

A técnica (Silva et AL., 2007), consiste no preparo de duas misturas de
reagentes: 1)master mix TagMan (1x) + sonda TagMan SK-45 marcada no terminal
5 com FAM e TAMRA no 3’ (5pmoles) com os iniciadores SK-43 (15pmoles) e SK-
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44 (15pmoles) + agua ultra pura gsp (lifetechinologies). 2) master mix TagMan (1x) +
sonda TagMan Glo marcada no terminal 5 com FAM e TAMRA no 3’ (5pmoles) + os
iniciadores B-glo-F (50pmoles) e B-gloR (50pmoles) + &gua ultra pura qgsp
(lifetechinologies). A cada 20ul da mistura de reagentes foi acrescentado 5ul de DNA
gendmico na concentragdo de 40ng/ul. As reagdes foram feitas em duplicata e
utilizado o equipamento Smart Cycler Il (Cepheid). O limite de deteccéo é de uma

copia em 10* células.

4.7. ESTUDO DE POLIMORFISMOS DO GENE HLA CLASSE |
LOCUS A,B e C.

Foi utilizada a metodologia estabelecida pelo laboratério do Centro de
Transplante de Orgdos da Universidade de Oxford (Bunce et al. 1995) em que
através da utilizagdo de multiplos iniciadores (oligonucleotideos) pelo método da
Reacao em cadeia da polimerase sequéncia especifica/ “sequence specific primers—
polymerase chain reaction” (SSP- PCR) consegue-se estabelecer simultaneamente

0 gendtipo HLA classe |, isto é, para os loci A, B e C.

Preparo da placa de PCR:

Dez ul de 6leo mineral foi adicionado em todos os pogos de uma placa de 96
pocos, para posteriormente serem colocados 5 pl da mistura de uma combinacéo de
iniciadores (3,4 uM) que codificam alelos HLA classe |, I6cus A, B e C, juntamente
com o controle positivo. Na figura 13, estda demonstrado o formulario, com a posigéo
dos respectivos iniciadores de cada grupo alélico. Os iniciadores foram doados pelo
Departamento de Imunologia, Imperial College School of Medicine St Mary’s

Campus, London. As placas foram armazenadas a -20°C.



Sample identity TOMH
Date typed Machine ID
EH B Alotes Selecieq e | eeses | %1 R [rem— eu | BPsEe
1 A°0101-04N/5N-07 51 60 4 B*5705 6801-02/04-05 56 | 374
2 A*02011-014/02-15N/AGH 711721 8-22/26-27/29-32/33-430/44 3 489 50 8°5701-04/06-07 55 1
3 A°02011-14/04/06-07/08-10/14 151 8/ 74-17211B/20-21/24-26128- 43 1048 521 51 8*1801-10 57 | 458
4 A"03011-013/02/03N-04, 2418,3204 4 628 52 8°0809, 2714, 39061-062,5501-03/05/10, 5601/05, 5901, 7301 58 | 422
E A3601 2 | &30 58 B*1542,3917,4501, 5001-02/04, 5401-07, 5501-00507/10, 5601 Cwisor | 59 | 383
[ At2301-02/04-06. 2402401, 24021021/ 022/031-032004-07/0SN-1INA3- 1517 182002202325 5 464 54 B*5508, 5601-05, 8201-02, 8301 80 551
. A*2301/03-06, 2413/16/18, 3007 5 567 55 B"5401-02, 5507 61 | 424
3 A*2402101,2402102L 24022, 031 7-09N/10-11NM4-15/17/20-21] 945 | 604 58 B*2701-04/052-053/06-08/0/13-14/17/19-20=149bp, B-2701=150bp 62 | 1491150
9 A*2501-03, 2601/03/05/07-08/10-11N/12-14, 4301,6601-03 S 170 57 B"1568 3701, 3603, 39021-022/08/13/23, 4502 4807 64 | a
10 A“2601-03,2601-06/08-11N/12-14,3401-02 6601-03 9 440 58 81517, 2701-02/04/052-05%08/10/12-14/16-19, 3702, 4701-03 _ 255 | 437
11 AP501-03 40 | 400 5 B'2718, 3702, 4701-08 65 | 414
12| A"2601-02/04/07-11N/12-14,4301 11| 400 | 80 B7301 g6 | 289
13 A'2600, 3103-04, 3401-02 13} 170 81 B4201-02 67 | 594
14 A2502, 2613, 3401-02, 6601-02 14| _aig 62| B*4012, 4301/03-04/06-07, 8101 > 68 | s67
15 A*11011-01 . 11011-012/02-05/056-06 2613, 660 225 | 520/552] & B"1516-17 63 | 516
A2901-04 162 | 485 4] B"4601-02 70 | 480
A73001-04/08-08 18 | 561 85 B"1501101, 1501102N, 15012-013/02/04-08/111-112/12/1415/18-21/25-] 72 124
18 A31012/03-05 184 | 198 27-28/30-35/38-40/42/44-45IAB/50/55-56/58/60, 4021
i) A'2503, 3201-05 153| 250 | @ B*1304, 1501101.1501102N, 15012-013/03-07/12/14/13-20/24-26N27/33 73 | 421
[ |A®3301/03-05 184 | 200 4‘ 36/38-00/43146-47/40-50/63-54/57/50. 3528, 4003/20, 4417, 4802
21 A'7401-04 188 | 154 ol B°0709/11/17, 1503/18/23/20/47/AS/51-52/54, 352526, 3907, 4802 74 | ass
2 A"242¢, 2610, B8011-012/02/031-032/04-09/11N-12/15/17, 6901 | 226 | 468 L_R!.i B0710, 1510MB212H/BT/44/51-52, 3526, 3007, 3915 1440| 418
2 A8001 26 | 494 69) 81512119 = 638bp, 1514,4408, 5707 = 637hp | 7
24 A*D101-4N/OEN-07, 03011-13/02-03N/04-05, 11011-012/02-06,2416-17,] 279 | 436 70| A*2501:03, 2601-06/05-111N/12:14, 3401 660103, 68011.012/02/03103] 78 | 553
31012/02/05, 3201-05, 3601, 6810/14, 7401-03, 8001 04-07/ANMZ/517, B*1508/111-112/15/22/59, 3514, 5603
25| no definite matches - Bwd 1112] 421 18 B°0712/14/18_1502/13/21/44, 3501-04/06-08/091-092/1 1-12/14-15/18-21
25| no definite matches - Bw 1143] <o 23-27/20/33-35, 4406112, 5104, 5301-05, 8301
27| B°07021-23/03-082/09-12/14-18, 4025, 4806, 8101 4 | 619 72 5°1522/50,1801.08/10,3501.08/091-082/10-18/20-24/28-30-35,3919 T801/021.022/03.04 80 | 128
B*07021-023/04-07/08/11-12/14-16/17-19, 4201-02, 5401-02 5501-C5/07 180 480 I3 | B*3501/03-08/091-09%/1 1/14-15H T- 192 1/23-25/27/39- 30/32- 35 5301-05=380bp, 3502 &1
5601-05, 6701112 8201-02, 8301 7 B*15012/09, 4026/28, 6605, 7801/021-022/03-04 82 | 400
2 B0; 4201-02 56058101 860 | 417 75 B11500,61011-013/021-022/03-00/11N-12/132/14/16-21,5605,7801/021-( 84 | 451
3 P 20035 0808 1171301517418 B0 DR € st 1185| 495 78] 82702, 4013/19, 5110/16 1084| 523
Eil B'0801-02/07-08N/09/11,4406,5108,5120 36 | 43 b B*15012, 4026/28, 52011-012/02 85 | 440
krd B*0801-03/06-08N/08/1 1 155 506 8 Cw0102-04 86 340
33| B-2704/06/10/18/20,4005/15-16/23/26/28,4901,5001-02/04 a7 | &5 i Cw'02021-024/03, 1701-03 87 | 522
3 B*4418 4901, 5115, 5901 38 | aes ;1 Cw'0302/031-032/041-042/05-06/08-08/11 88
B*4415/18, 4501, 4901, 5001-02/04, 5402 ag | a00 o Ow'D4011-012/03-07,1801-02 80 | 331
38 B1514. 4409, 4601-02, 5002, 8201-02 8301 40 535 | ® Ow*0501 90 564
37 B"1546/53,3519 400031 Br20/24, 44052417 44021031 1113162021 | 160 | 481480 | &3 Cw"0502-05 91 | 297
51804, 4406 160 | 546545 | 84 CW"07011-012/02-03/052/06-072/082/092/10z/ 14z | sz | 1056
38 8'4101-03 42| 805 8| Cw'0704/11-12 9 | 536
9| B"1546/53, 3519, 4002:06/08-08/11/13-16/18-20/24/26-29 4101-03, 4407 43 | 566 1] ©w*0801-07 = 160bp onlv, Cw*0801-03/06 = 160 and 625bp | 182 | 16025
7/08-1 1, 4601-02, 4701-03, 4901, 5001, &r| Cw*03031-032/11 98 | 523
49 B°1533,40011-012 4002-06/09-12/14- 16/18-21/23-24/27/29.4101-03.480| 44 | 465 ] Cw"12021-023 102 | s38
1 B"40011-012 4002-04/06-11/13-14/16/18-20/23-25/27/20, 4416/21, 47014 45 | 627 8 Cw*1203/06 103 | 445
42 B"40011-01200725 46 | 607 0 Cw*14021-022/03-04 104 | 541
43 B71301-03, 1542 47 | 486 91 Cw*0307. 16021-022/03-04/051-052/06/08-09 106 | 318
44 B*1401-04 48 | 389 92 Cw*0203,0307. 0404/08 0604, 0707/09,15021-022/03-04/051-062/06/09.] 107 | 502
B*1548, 3536, 39011/013-014/021-022/03-05/9061-062/07-18/22-24, 67¢) 50 | 507 o Cw'1601 100 | 513
B*3910/16-17/20, 67011-012 51| o548 54, Cw 1602 110 | 503
47 B3804 1 38021 =4t 172 | 4omrs08 Cw"02021-024, 0602-03, 12041-042/06 111
48 B"1513, 4406 5104, 5301.-02/04, 5705, 5801/04-05 54 | 319 3 Cw'0104, 060203, 1203/041-04; 716041 1076 214
mple:
HLA-A
HLA-B
HLA-Cw
Photo
Comments

Figura 13 — Formulario utilizado para interpretagado da tipificacdo do HLA-Classe | (técnica —
SSP-PCR, Bunce et al., 1995).
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Para a realizacdo da SSP-PCR, agua deionizada e autoclavada foi utilizada em
todas as preparagbes dos reagentes. Foram preparadas, uma solugdo dez vezes
concentrada de Tampao Base (670mM Tris Base pH8.9, 166mM Sulfato de Amonio-
(NH4)2S04, 1% Tween 20), uma solugdo de dNTPs a 100mM e uma solugao de MgCl
a 25mM. Todas as solugdes foram aliquotadas e congeladas a -20°C. A mistura
principal ou TDMH (taq polimerase reaction buffer/ tris buffer, dNTPs, magnésio e
H20) foi constituida de MgCl, a 1,9mM, Tamp&oBase 10x, dNTP,,, a 100mM, MgCI2 a
25mM, 25ng de DNA, Taq polimerase a 5U/ ul e agua em quantidade suficiente para
800ul.

4.7.1 REALIZAGAO DA SSP-PCR

Oito pl da mistura principal (TDMH) foram colocados em todos os pogos com
uma pipeta automatica. Apdés vedar a placa com adesivo, esta foi colocada em um

termociclador MJ Research PT-200 com o seguinte programa:

Passo Temperatura °C Tempo-min N° de ciclos
1 96°C 0,041666667 1
2 96°C 00:25 5
70°C 00:45
72°C 00:30
3 96°C 00:25 21
65°C 00:45
72°C 00:30
4 96°C 00:25 4
55°C 00:50
72°C 0,0625
5 4°C Infinito 1




38

4.7.2. ELETROFORESE

Adicionam-se 10 ul de corante Orange G a 0,125% em todos os orificios da
placa. Um volume de 22 pl foi aplicado no gel de agarose a 1%, preparado em
tampéao TBE + brometo de etideo (1 pg/ ul). Corrida a 150v por 18 minutos.

O gel foi fotografado com sistema fotografico Polaroid.

4.8. ESTUDO DO POLIMORFISMO DO GENE HLA CLASSE I
LOCUS DR e DQ.

Foi realizada a técnica SSO-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase com
oligonucleotideos de sequéncia especifica) utilizando-se sistema comercial DNA
LABType® SSO que fornece sondas de oligonucleotideos especificos para a
sequéncia ligada a micro-esferas fluorescentes, para identificacdo de alelos do HLA
em amostras de DNA gendmico. As amostras de DNA previamente amplificadas
através de reagdo de PCR convencional utilizando oligonucleotideos grupo
especifico e posteriormente expostas a sondas que, em caso de pareamento sao
identificadas em sistema de analisador de fluxo, LABScan™ 100. A analise foi
realizada com software fornecido com o Kit, além das sondas e os controles
positivos. Estas tipagens foram realizadas em cooperagdo com o Laboratorio de
Histocompatibilidade e Criopreservacdo da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ).

4.8.1. REALIZAGAO DA SSO-PCR
4.8.1.1. AMPLIFICAGAO

A técnica consiste em uma pré-amplificacdo do DNA alvo utilizando-se

iniciadores especificos para o grupo de alelos. Seguindo instru¢des do kit (Invitrogen



39

Life Technologies, CA, EUA) foi preparada a mistura de amplificacdo para cada
reacgao:

- 6,9 pl D-mix + 2,0 pl iniciador de amplificagcdo (10mM) + 0,1 yl Taq polimerase
(5U/ul). O DNA foi adicionado na concentragao de 20ng. O material foi submetido a

um termociclador com a programacao fornecida pelo fabricante, mostrado abaixo.

Programa de PCR LABType® SSO

PASSO | Temperatura®C | Tempo | N° de
-min [ciclos
1 96°C 03:00 1
2 96°C 00:20 5
60°C 00:20
72°C 00:20
3 96°C 00:10 30
60°C 00:15
72°C 00:20
4 72°C 10:00 1
5 4°C Infinito

4.8.1.2. ELETROFORESE E VISUALIZAGAO DO GEL

A eletroforese dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose a
2% preparado em tampéo TBE (5,4g Tris-base; 2,75g de acido borico; 2ml de
solugdo de EDTA 0,5M; agua destilada q.s.q 1 litro) com 10uL de Sybr Safe
(Invitrogen Life Technologies, CA, EUA). O gel foi submetido a eletroforese durante
6 minutos a aproximadamente 150V. As bandas de material amplificado foram

visualizadas sob a luz ultravioleta.

4.8.1.3. DESNATURAGAO/NEUTRALIZAGAO
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Dois e meio ul do produto de cada amostra amplificada foram transferidos
para uma placa de 96 pocos limpa, e foi acrescentado em cada poco, tampéao de
Desnaturagédo (1,5ul) e apés 10 minutos adicionou-se o tampéo de neutralizagao
(2,5 ).

4.8.1.4. HIBRIDIZAGAO

Em cada pocgo foi adicionado 19ul da mistura de hibridizagédo (17ul de tampéao
de hibridizagao e 2ul de microesferas). A placa foi submetida ao agitador vortex em
baixa velocidade para homegenizagao e incubada num termociclador a 60°C durante
15 minutos. Para a etapa de lavagem foi adicionado 50ul do tampao de lavagem e
centrifugado a 1000-1300 x g a 4°C durante 5 minutos por trés vezes. A placa foi

invertida para eliminagao do sobrenadante.

4.8.1.5. MARCACAO

Foi adicionado 25ul da solugdo SAPE (0,25ul de SAPE + 24,75 ul de tampao
SAPE), submetido ao agitador magnético e 5 minutos de incubacao a 60°C. Apds foi
colocado 50ul de tampéao de lavagem, e repetido o procedimento descrito acima.Foi
adicionado mais 65l para ressuspender o sedimento e transferido para a placa de
leitura, modelo ELISA.

4.8.1.6. AQUISICAO DE DADOS

A placa de ELISA com o material hibridizado foi levada a uma plataforma XY,
acoplada ao aparelho LABScan 100 Luminex, que detecta as fluorescéncias

emitidas pelas microesferas.

A interpretacdo dos resultados obtidos no Luminex foi realizada por um leitor
treinado, com o auxilio do software HLA Fusion 2.0 (One Lambda, Canoga Park, CA,
USA), que analisa as microesferas com hibridizagdo positiva na amostra, compara
com uma planilha de padrbes fornecida pelo fabricante e estabelece a tipificacao
HLA.
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4.9. ESTUDO DO POLIMORFISMO DOS GENES DE TNFA -308G/A,
IL6 -174G/C, IFNG +874A/T, TGFB cb6dons 10T/C e 25G/C e IL10 -
1082A/G, -819C/T, -592A/C

Foi utilizada a técnica de SSP-PCR disponivel em kit comercial Cytokine
Genotyping Tray (One Lambda Inc. Canoga Park, CA, EUA), que permite estudar
polimorfismos em diversos genes simultaneamente. Esta técnica foi realizada no
Laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservacdo da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ). A placa de tipificacdo utilizada €& revestida com
oligonucleotideos iniciadores de sequéncia especifica para amplificacdo dos genes
TNFA,TGFB, IL10, IL6 e IFNG, e do gene que codifica a B-globina (controle interno).
Em cada orificio da placa, foram adicionadas 10ul da seguinte mistura: dNTP-
tampao (D-mix, fornecido com o kit), taq polimerase (5U/ pl), amostra de DNA
(20ng). A PCR foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) com o seguinte programa de ciclagem para amplificacdo (One
Lambda):

N° de Temp Tempo

ciclos Passo (°C) (seq)
1 96°C 00:130

1 2 63°C 00:60

1 96°C 00:10

° 2 63°C 00:60

1 96°C 00:10

20 2 59°C 00:50

72°C 00:20

Fim 1 4°C 0

Apods o processo da PCR, os fragmentos foram separados por eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% e visualizado com marcagdo de brometo de

etideo exposto a luz ultravioleta. Apos fotografar o gel, os resultados foram anotados
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em formulario préprio fornecido pelo fabricante e interpretados de acordo com a

presenca ou auséncia de um fragmento especifico amplificado (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 — Fotografia de um gel de agarose, apés corrida eletroforética de tipificagdo dos
alelos de citocinas utilizando Kit comercial Cytokine Genotyping Tray (One-Lambda, Inc, Canoga
Park, CA).
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Cytokine Genotyping Tray, Lot 3
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Figura 15 — Ficha de interpretacdo da Tipificagdo das Citocinas fornecido pelo fabricante Kit
comercial Cytokine Genotyping Tray (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA).

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em um banco de dados no programa Statistics
Packadge for Social Science (SPSS) versdo 16 para windows. As frequéncias
alélicas e genotipicas foram avaliadas por frequéncia simples. O equilibrio de Hardy-
Weinberg foi avaliado para os polimorfismos das citocinas no programa on line
disponivel no sitio http :// bioinfo.iconcologia.net/ubbweb/SNPStats_web, em que se
comparou as frequéncias alélicas observadas com as esperadas. Em relagdo ao
HLA foram utilizadas as ferramentas disponiveis no sitio http://www.hiv.lanl.
gov/content/immunology/tools-links.html (Los Alamos HIV database tools). Para a
distribuicdo genotipica dos polimorfismos das citocinas foi verificado o melhor
modelo de heranga para os dados obtidos, estes dados foram comparados ao
modelo padrdao de codominancia. Foi aplicado os critérios de informacdo Akaike
(AIC) para a selecdo do modelo, sendo escolhido o de menor indice AIC, para isto

foi utilizado o programa on line SNPSTATS. As analises de estatistica descritivas
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foram realizadas no SPSS, os dados quantitativos com distribuicdo normal foram
avaliados pelas médias e percentis e para os dados com distribuicdo anormal
utilizou-se teste de ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparagdo das
frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas foi feita pelo teste de qui-quadrado de
Pearson, quando o numero de observacdes foi inferior a 20 em alguma categoria, foi
utilizada a correcao de Fisher para as tabelas 2 por 2 e o método de Bonferroni para
corrigir as analises com multiplas comparagdes. Valores de p iguais ou menores do

que 0,05 foram considerados significantes.



45

5. RESULTADOS

Os 288 individuos incluidos neste estudo foram divididos em dois grupos, 117
individuos assintomaticos e 171 individuos sintomaticos. Os pacientes foram
predominantemente originarios do Estado do Rio de Janeiro (68,7%). A tabela 2
apresenta a distribuicdo dos casos de acordo com a sua origem e a condi¢do clinica.
Nao ocorreu diferencas significativas entre os casos e os controles em relagao a
naturalidade dos pacientes. A idade média dos pacientes € de 54,3 anos, variando
de 13 a 84,4 anos, intervalo interquartilico de 16,5 anos, sendo de 52,4 anos para os

individuos assintomaticos e 55,6 anos para os sintomaticos.

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi de 101,2 meses, variando de
zero a 221,9 meses, intervalo interquartilico 104,6, sendo de 115,6 meses para os

individuos assintomaticos e de 91,6 meses para os sintomaticos.
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Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes de acordo com a naturalidade e a condigao

clinica.

Assintomatico Sintomatico
Naturalidade N (%) N (%)
Rio de Janeiro 85 (72,6) 113 (66,1)
Bahia 4 (3.4) 8 (4,7)
Ceara 1 (0,9) 4 (2,3)
Minas Gerais 7 (6,0) 8 4,7)
Paraiba 4 (3.4) 8 (4,7)
Pernambuco 2 (1,7) 6 (3,5)
Maranhéo 1 (0,9) 4 (2,3)
Espirito Santo 5 (4,3) 5 (2,9)
Rio Grande do Norte 1 (0,9) 1 (0,6)
Para 2 (1,7) 3 (1,8)
Santa Catarina 1 (0,6)
Amazonas 1 (0,6)
Piaui 1 (0,6)
Alagoas 3 (2,6) 2 (1,2)
Sergipe 5 (2,9)
Goias 1 (0.9)
Sé&o Paulo 1 (0,9) 1 (0,6)
Total 117 171

A tabela 3 apresenta os diagnosticos neuroldgicos de acordo com o género

dos pacientes, observa-se que 40,6% sao individuos assintomaticos, 56,9%

portadores de mielopatia, 1% casos de polineuropatia isolada, 0,7% casos de bexiga

neurogénica isolada e polimiosite. Nado observamos diferenga estatistica quanto a

distribuicdo das alteragdes neuroldgicas entre os géneros.
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Tabela 3. Distribuicdo dos casos de acordo com o diagndstico neuroldgico e o

género.
Condigao Género Total
neuroldgica Masculino N (%) Feminino N (%)
Assintomatico* 53 (44,5) 64 (37,9) 117 (40,6)
Mielopatia* 61 (51,3) 103 (60,9) 164 (56,9)
Polineuropatia isolada 3(2,5) - 3(1,0)
Bexiga neurogénica 1(0,8) 1(0,6) 2(0,7)
isolada
Polimiosite 1(0,8) 1(0,6) 2(0,7)
Total 119 169 288

*Teste Qui-Quadrado de Pearson assintomaticos x mielopatas x° =1,86 e p=0,17

Os individuos foram distribuidos de acordo com a cor da pele em branca e
nao branca, essa classificagao foi feita por autodeterminacdo. A tabela 4 apresenta
a distribuigdo de acordo com a condic¢ao clinica, ndo houve diferengas entre os dois
grupos.

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes de acordo com a cor da pele e a condicéo

clinica.
Cor da pele Assintomatico Sintomatico X2 p
N (%) N (%)
Branca 63 (53,8) 83 (48,8) 0,70 0,40
Nao Branca 54 (46,2) 87 (51,2)
Total 117 170

*Teste Qui-Quadrado de Pearson Razao de chance: 0,82; IC 95% (0,50 — 1,35)

Os pacientes foram classificados epidemiologicamente de acordo com a
provavel via de infeccdo do HTLV-1, e a distribuicdo das vias de infeccdo pela
condigao clinica encontra-se na Tabela 5. Nao houve diferenga entre os dois grupos
(p=0,18). A via de infecgdo mais frequente foi a sexual, seguida pela amamentagao
e transfusdo de sangue. O uso de drogas injetaveis sé foi observado em oito
pacientes. Todos os casos classificados como transfusdo de sangue, foram
individuos que receberam transfusdo antes do controle sistematico do sangue, isto
é, antes de 1993.
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Tabela 5. Distribuicdo da provavel via de infecgao de acordo com a condigao clinica.

2

Provavel via de Assintomatico Sintomatico X p
infecgao N (%) N (%)

Sexual 51 (43,6) 67 (39,2) 4,98 0,29
Transfusado de sangue 9 (7,7) 22 (12,9)

Uso de drogas injetaveis 1 (0,9) 7 (4,1)

Amamentagao 28 (23,9) 36 (21,1)

Ignorada 28 (23,9) 39 (22,8)

Total 117 171

5.1. AVALIAGAO DA CARGA PROVIRAL DOS PORTADORES DE
HTLV-1

A figura 16 apresenta a quantificacdo da carga proviral nos dois grupos de
pacientes. Observamos diferenca significativa entre os dois grupos (p=0,0001). O
grupo dos sintomaticos (mediana de 7,01% e intervalo interquartilico de 6,51%)
apresentou valores bem mais altos que os assintomaticos (mediana de 1,63%,

intervalo interquartilico de 5,38%).
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Figura 16 - Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a
condicao clinica. (Mann-Whitney p=0,0001)
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Foram tipados os alelos HLA-A, B, C. Para o lécus A, a Tabela 6 mostra a

distribuicdo de acordo com a condigao clinica dos pacientes, o alelo A*02 foi o mais

frequente nos dois grupos, 19,6% e 18,2% para assintomaticos e sintomaticos

respectivamente.

Tabela 6. Distribuicdo dos alelos HLA-A de acordo com a presenga de
sintomatologia neuroldgica.

Alelo Assintomatico Sintomatico Total p’
N (%) N (%) N (%)

A*01 16 (7,6) 17 (5,2) 33 (6,2) 0,27
A*02 41 (19,6) 59 (18,2) 100 (18,8) 0,73
A*03 21 (10,0) 27 (8,3) 48 (9,0) 0,54
A*11 12 (5,7) 22 (6,8) 34 (6,4) 0,72
A*23 11 (5,2) 20 (6,2) 31 (5,8) 0,71
A*24 24 (11,4) 31(9,6) 55 (10,3) 0,47
A*25 - 1(0,3) 1(0,2) -
A*26 7 (3,3) 15 (4,6) 22 (4,1) 0,51
A*29 14 (6,7) 9 (2,8) 23 (4,3) 0,04
A*30 16 (7,6) 19 (5,9) 35 (6,6) 0,47
A*31 5 (2,4) 11 (3,4) 16 (3,0) 0,61
A*32 3(1,4) 10 (3,1) 13 (2,4) 0,26
A*33 6 (2,9) 12 (3,7) 18 (3,4) 0,81
A*34 5 (2,4) 3(0,9) 8 (1,5) 0,27
A*36 6 (2,9) 2 (0,6) 8 (1,5) 0,06
A*66 4(1,9) 7(2,2) 11 (2,1) 0,99
A*68 13 (6,2) 50 (15,4) 63 (11,8) 0,001
A*74 5 (2,4) 8 (2,5) 13 (2,4) 0,99
A*80 - 1(0,3) 1(0,2) -
Total 209 324 533

Em negrito os alelos com frequéncia diferente entre os dois grupos e sublinhados os

mais frequentes. * Teste de Fischer
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Nao houve diferenca significativa entre a distribuicdo do alelo A*02 nos dois
grupos de pacientes (p=0,43 RC: 0,82; IC 95% (0,49 — 1,35)), como demonstrado na
Tabela 7, assim como n&o observamos influéncia deste alelo nos niveis de carga
proviral, Figura 17 (p=0,206).

Tabela 7. Distribuicido dos casos de acordo com a condicio clinica e a presencga do
alelo HLA-A*02.

Condigao HLA-A*02

Clinica Presente N (%) Ausente N (%) Total x2 p*
Sintomatico 54 (56,8) 111(617) 165 (60,0) 0,60 043
Assintomético 41 (43.2) 69 (38,3) 110 (40,0)

Total 95 180 275

*Qui-quadrado de Pearson; razao de chance: 0,82; IC 95% (0,49 — 1,35)
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Figura 17. Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a
presenca de HLA-A*02. (p=0,206 Mann-Whitney)

O alelo HLA-A*29 (Tabela 8) foi mais frequente entre os individuos
assintomaticos (p=0,03, RC 0,39; IC 95% (0,16-0,94)), e sua presenca influencia os
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niveis da carga proviral. Os individuos HLA-A*29 positivos apresentam uma carga

proviral significativamente menor do que os pacientes que n&o apresentam este

alelo (p=0,015) (Figura 18).

Tabela 8. Distribuicido dos casos de acordo com a condicéo clinica e a presencga do

alelo HLA-A*29.

Condicao HLA-A*29

Clinica Presente N (%) Ausente N (%) Total x2 p*
Sintomatico 9 (39,1) 157 (62,1) 166 (60,1) 462 0,03
Assintomatico 14 (60,9) 96 (37,9) 110 (39,9)

Total 23 253 276

*Qui-quadrado de Pearson; razao de chance: 0,39; IC 95% (0,16 — 0,94)
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Figura 18 - Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a

presenca de HLA-A*29. (p=0,015 Mann-Whitney)

O alelo HLA-A*36 apresenta diferenga significativa na distribuicdo entre

assintomaticos e sintomaticos, entretanto ndo valorizamos este resultado devido a
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baixa frequéncia geral deste alelo (1,5%) sendo seis (2,9%) individuos
assintomaticos e dois (0,6%) sintomaticos.

Em relacédo ao alelo HLA-A*68, observamos diferenga significativa na sua
distribuicdo entre os dois grupos de pacientes (p=0,001; RC:2,93; IC 95% (1,50 —
5,76)), tabela 9. O alelo HLA-A*68 esta mais frequente entre os individuos
sintomaticos, entretanto a sua presenga nao influencia os niveis de carga proviral
(p=0,207) ( Figura 19).

Tabela 9. Distribuicido dos casos de acordo com a condic&o clinica e a presencga do
alelo HLA-A*68.

Condigao HLA-A*68 .
Clinica Presente N (%) Ausente N (%) Total X2 p
Sintomatico 47 (78,3) 119 (55,1) 166 (60,4) 10,58 0,001
Assintomatico 13 (21,7) 97 (44,9) 110 (39,9)

Total 61 219 280

*Qui-quadrado de Pearson; razao de chance: 2,93; IC 95% (1,50 — 5,76)
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Figura 19. Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a
presenca de HLA-A*68. (p=0,207 Mann-Whitney)

A andlise dos valores de carga proviral de acordo com a presenga ou
auséncia dos alelos HLA-A*02 (p=0,93 e p=0,16), HLA-A*29 (p=0,19 e p=0,43) e
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HLA-A*68 (p=0,94 e p=0,75), nos grupos individualmente de assintomaticos e de
sintomaticos, nao apresentou diferenca significativa.

A Tabela 10 mostra a distribuicdo dos alelos HLA-B nos dois grupos de
pacientes. O alelo HLA-B*35 foi o mais frequente sendo encontrado em 10,8% e
11,6% dos individuos assintomaticos e sintomaticos respectivamente.

Tabela 10. Distribuicdo dos alelos HLA-B de acordo com a presengca de
sintomatologia neuroldgica.

Assintomatico  Sintomatico Total p
Alelo N (%) N (%) N (%)
B*07 8 (4,3) 10 (5,3) 18 (4,8) 0,81
B*08 11 (5,9) 15(7,9) 26 (6,9) 0,54
B*13 2(1,1) 1(0,5) 3(0,8) 0,62
B*14 7(3,8) 8 (4,2) 15 (4,0) 0,99
B*15 15 (8,1) 19 (10,0) 34 (9,1) 0,59
B*18 7(3,8) 12 (6,3) 19 (5,1) 0,35
B*27 4(2,2) 3(1,6) 7(1,9) 0,72
B*35 20 (10,8) 22 (11,6) 42 (11,2) 0,87
B*37 4(2,2) - 4(1,1) -
B*38 2(1,1) 7(3,7) 9(2,4) 0,17
B*39 2(1,1) 3(1,6) 5(1,3) 0,99
B*40 6 (3,2) 8 (4,2) 14 (3,7) 0,79
B*41 3(1,6) 3(1,6) 6 (1,6) 1
B*42 8 (4,3) 3(1,6) 11 (2,9) 0,14
B*44 20 (10,8) 10 (5,3) 30 (8,0) 0,05
B*45 2(1,1) 5(2,6) 7(1,9) 0,45
B*48 4(2,2) 7(3,7) 11 (2,9) 0,54
B*49 5(2,7) 4 (2,1) 9(2,4) 0,75
B*50 7 (3,8) 8 (4,2) 15 (4,0) 0,99
B*51 15 (8,1) 10 (5,3) 25 (6,7) 0,31
B*52 3(1,6) 8 (4,2) 11 (2,9) 0,22
B*53 7 (3,8) 5(2,6) 12 (3,2) 0,57
B*55 3(1,6) - 3(0,8) -
B*56 - 1(0,5) 1(0,3) -
B*57 13 (7,0) 9 (4,8) 22 (5,9) 0,39
B*58 2(1,1) 6 (3,2) 8(2,1) 0,28
B*81 4 (2,2) 1(0,5) 5(1,3) 0,21
B*82 1(0,5) 1(0,5) 2(0,5) 1
Total 185 189 374

Em negrito os alelos com frequéncia diferente entre os dois grupos e sublinhados
os mais frequentes. * Teste exato de Fischer
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Houve uma frequéncia maior do alelo B*44 no grupo de individuos
assintomaticos (p=0,038; RC: 0,42; IC 95% (0,18 — 0,96)). A tabela 11 e a figura 20
mostram a distribuicdo deste alelo em relacdo a condicao clinica e a influéncia nos
valores da carga proviral. A presenga do alelo HLA-B*44 diminui de forma

significativa os niveis de carga proviral (p=0,05).

Tabela 11. Distribuicao dos casos de acordo com a condicao clinica e a presenca do
alelo HLA-B*44.

gﬁ:idclagao Presente NH(E’Q-B;A::ente N (%) Total X P*
Sintomatico 10 (33,3) 90 (53,9) 100 (50,8) 4,30 0,038
Assintomatico 20 (66,7) 77 (46,1) 97 (49,2)

Total 30 167 197

*Qui-quadrado de Pearson; razdo de chance: 0,42; IC 95% (0,18 — 0,96)
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Figura 20. Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a
presenga do alelo HLA-B*44. (p=0,05 Mann-Whitney)
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A analise dos valores da carga proviral de acordo com a presenga do alelo

HLA-B*44, nos grupos individualmente de assintomaticos (p=0,48) e de sintomaticos

(p=0,09), ndo apresentou diferenga significativa.

A tabela 12 mostra a distribuicao dos alelos do locus HLA-C, onde se observa

que os alelos HLA-C*04 e C*07 sao os mais frequentes nos dois grupos de

pacientes.

Tabela 12. Distribuicido dos alelos HLA-C de acordo com a presenca de
sintomatologia neuroldgica.

Alelo Assintomatico Sintomatico Total p
N (%) N (%) N (%)

c*01 3(1,8) 2(1,7) 5(1,5) 0,99
Cc*02 20 (11,9) 16 (10,1) 36 (11,0) 0,72
C*03 16 (9,5) 16 (10,1) 32 (9,8) 1
Cc*04 41 (24,4) 19 (11,9) 60 (18,3) 0,004
C*05 6 (3,6) 8 (5,0) 14 (4,3) 0,59
C*06 18 (10,7) 18 (11,3) 36 (11,0) 0,86
c*o7 28 (16.7) 35 (22,0) 63 (19,3) 0,26
C*08 9(5,4) 6 (3,8) 15 (4,6) 0,60
C*12 6 (3,6) 13 (8,2) 19 (5,8) 0,10
C*14 5(3,0) 4(2,5) 9(2,7) 0,99
C*15 6 (3,6) 4(2,5) 10 (3,1) 0,75
C*16 9(5,4) 13 (8,2) 22 (6,7) 0,38
C*17 1(0,6) 4(2,5) 5(1,5) 0,20
C*18 - 1(0,6) 1(0,3) 0,47
Total 168 159 327

Em negrito os alelos com frequéncia diferente entre os dois grupos e sublinhados
os mais frequentes. * Teste exato de Fischer

O alelo C*04 foi mais frequente entre os individuos assintomaticos (p=0,003;
RC: 037; IC 95% (0,19 — 0,72)), tabela 13. A figura 21 mostra que a presenga ou

auséncia desse alelo nao influencia os niveis de carga proviral (p=0,186).
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Tabela 13. Distribuicdo dos casos de acordo com a condigdo neurolégica e a presenga do

alelo HLA-C*04.

Condigao HLA-C*04 Total x> p*
Clinica Presente N (%) Ausente N (%)

Sintomatico 19 (31,7) 63 (55,3) 82 (47,1) 8,79 0,003
Assintomatico 41 (68,3) 51 (44,7) 92 (52,9)

Total 60 114 174

*Qui-quadrado de Pearson;

Figura 21. Distribuigdo
presenca de HLA-C*04

razao de chance: 0,37; IC 95% (0,37 — 0,72)
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dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a

ra
=3
I

. (p=0,186 Mann-Whitney)

A analise dos valores da carga proviral de acordo com a presenga do alelo

C*04, nos grupos individualmente de assintomaticos (p=0,84) e de sintomaticos

(p=0,76), ndo apresentou diferenca significativa.

A tipificacdo do

HLA Classe |l foi realizada em 186 pacientes. A tabela 14

mostra a distribuicdo dos alelos em relacdo a condicdo clinica, observa-se que o0s

alelos HLA-DRB1*11 e

DRB1*13 foram os mais frequentes em ambos os grupos.
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Tabela 14. Distribuicdo dos alelos HLA-DRB1 de acordo com a presenca de sintomatologia

neurolégica

Assintomatico Sintomatico Total p*

Alelo
N (%) N (%) N (%)

DRB1*01 21(10,8) 17 (9,5) 38 (10,2) 0,73
DRB1*03 11 (5,7) 22 (12,4) 33 (8,9) 0,03
DRB1*04 18 (9,3) 16 (9,0) 34 (9,1) 0,99
DRB1*07 29 (14,9) 24 (13,5) 53 (14,2) 0,77
DRB1*08 12 (6,2) 6 (3,4) 18 (4,8) 0,23
DRB1*09 3(1,5) 6 (3,4) 9(2,4) 0,32
DRB1*10 5(2,6) 7(3,9) 12 (3,2) 0,56
DRB1*11 30 (15,5) 28 (15,7) 58 (15,6) 0,99
DRB1*12 2 (1,0) 3(1,7) 5(1,3) 0,67
DRB1*13 35 (18,0) 23 (12,9) 58 (15,6) 0,19
DRB1*14 7 (3,6) 6 (3,4) 13 (3,5) 0,99
DRB1*15 14 (7,2) 13 (7,3) 27 (7,3) 0,99
DRB1*16 7 (3,6) 7(3,9) 14 (3,8) 1
Total 194 178 372

Em negrito os alelos com frequéncia diferente entre os dois grupos e sublinhados os mais
frequentes. * Teste exato de Fischer

O alelo HLA-DRB1*03 foi mais frequente entre os individuos sintomaticos
(p=0,027 RC: 2,41 IC: 95% (1,08-5,35)), tabela 15, porém, a sua presenca nao

influencia os niveis de carga proviral (p=0,318), figura 22.

Tabela 15. Distribuicdo dos casos de acordo com a condigéo clinica e a presenga do alelo

HLA-DRB1*03.

Condicgao Clinica HLA-DRB1%03 Total X2 p*
Presente N (%) Ausente N (%)

Sintomatico 21 (65,6) 68 (44,2) 89 (47,8) 4,89 0,027

Assintomatico 11 (34,4) 86 (55,8) 97 (52,2)

Total 32 154 186

*Qui-quadrado de Pearson;

razdo de chance: 2,41; IC 95% (1,08 — 5,35)
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Figura 22. Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 de acordo com a
presenca de HLA-DRB1*03. (p=0,318 Mann-Whitney)

Na analise por grupos separadamente, a presenca do alelo HLA-DRB1*03
influencia significativamente os niveis de carga proviral, figura 23 e 24.

407

A

Carga proviral (%)

Presente N=10 Ausente N=72
Assintomaticos-HLA-DRB1"03

Figura 23 - Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 nos individuos

assintomaticos de acordo com a presenga de HLA-DRB1*03. (p=0,02 Mann-
Whitney)
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Figura 24 - Distribuicdo dos valores da carga proviral do HTLV-1 nos individuos
sintomaticos de acordo com a presenga de HLA-DRB1*03. (p=0,04 Mann-Whitney)

A tipificagao do locus HLA-DQA e DQB foi realizada em 60 e 185 pacientes,
respectivamente. Os alelos HLA-DQAO1 e DQBO03 foram os mais frequentes, tabelas
16 e 17.

Tabela 16. Frequéncia alélica do HLA-DQA nos pacientes de acordo com a condi¢ao
clinica

Assintomatico Sintomatico Total

Alelo HLA-DQA (%) N (%) N (%)
DQA1*01 15 (41.7) 30 (556) 45 (37.5) 054
DQA1*02 4 (11,1) 8 (14,8) 12 (10,00 0,75
DQA1*03 4 (11,1) 13 (241) 17 (14,2) 0,77
DQA1*04 2 (5,6) 3 (5,6) 5 (4,2) 0,63
DQA1*05 10 (27,8) 29 (53,79 39 (32,5) 0,53
DQA1*06 1 (2,8) 1 (1,8) 2 (1,7) 0,51

Total 36 54 120

Em negrito os alelos com frequéncia diferente entre os dois grupos e sublinhados os mais
frequentes. * Teste exato de Fischer
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Nao observamos diferengas significativas na distribuicdo dos alelos DQA1*03

e DQA1*05 entre os dois grupos de pacientes, tabelas 16 e 17.

Tabela 17. Distribuicdo dos casos de acordo com a condigao clinica e a presencga do alelo
HLA-DQA1*03.

Condigao Clinica HLA-DQA1*03 Total X2 p*
Presente N (%) Ausente N (%)

Sintomatico 13 (76,5) 29 (67,4) 42 (70,0) 0,47 0,49

Assintomatico 4 (23,5) 14 (32,6) 18 (30,0)

Total 17 43 60

*Qui-quadrado de Pearson; razdo de chance: 1,56; IC 95% (0,43 — 5,89)

Tabela 18. Distribuicdo dos casos de acordo com a condigao clinica e a presenca do alelo
HLA-DQA1*05.

HLA-DQA1*05 Total X2 p*
L . Presente N (%) Ausente N (%)
Condicao Clinica
Sintomatico 27 (75,0) 15 (62,5) 42 (70,0) 1,07 0,30
Assintomatico 9 (25,0) 9 (37,5) 18 (30,0)
Total 36 24 60

*Qui-quadrado de Pearson; razdo de chance: 1,8; IC 95% (0,58 — 5,51)

A analise dos valores da carga proviral de acordo com a presenga dos alelos
HLA-DQA1*03 e DQA1*05 nos assintomaticos (p=0,79 e p=0,55), e nos sintomaticos

(p=0,62 e p=0,73), ndo apresentou diferencga significativa.

Em relagdo ao locus HLA-DQB, o alelo DQB1*03 foi o mais frequente nos
dois grupos, nao foram encontradas diferencas na distribuicdo dos alelos de acordo

com a condigao clinica dos pacientes (tabela 19).
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Tabela 19. Frequéncia alélica do HLA-DQB nos pacientes de acordo com a condi¢ao
clinica

Assintomatico Sintomatico Total p

Alelo HLA-DQB (%) N (%) N (%)

DQB1*02 36 (19,1) 43 (236) 79 (214) 0,31

DQB1*03 63  (33.9) 58 (31,9) 121 (32,7) 0,74

DQB1*04 9 (4,8) 6 (3,3) 15 (4,1 0,60

DQB1*05 38 (20,2) 39 (214) 77 (20,8) 0,78

DQB1*06 42 (22,3) 36 (198) 78 (21,1) 0,61
Total 188 182 370

Os alelos sublinhados sdo os mais frequentes. * Teste exato de Fischer

As frequéncias alélicas dos genes HLA-A, -B, -C e HLA-DRB1, DQA1, DQB1

se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg nos dois grupos estudados.

5.3. AVALIAGAO DOS SNPs EM GENES LIGADOS A CITOCINAS

As tabelas que se seguem demonstram as frequéncias alélicas, genotipicas e
fenotipicas dos polimorfismos estudados em relagéo a condicdo clinica. No anexo de
tabelas (Anexo) encontram-se as tabelas com as frequéncias em relagéo ao género
e a cor da pele dos pacientes, assim como, as frequéncias alélicas e genotipicas dos
pacientes originarios do estado do Rio de Janeiro.

A tabela 20 apresenta os dados do polimorfismo na posi¢cao -308 G/A da
citocina TNF-a, observa-se uma frequéncia maior para o alelo G em ambos os
grupos, porém sem diferengas significativas em relagdo a distribuicao alélica,
genotipica e fenotipica. O melhor modelo de heranga para os dados foi o de super
dominancia (AIC: 213,5) representado nas duas ultimas linhas da tabela (p=0,13 RC:
1,17 IC 95% (0,49-2,77)).
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Tabela 20. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica de acordo com a condicao

clinica.

Assintomatico Sintomatico XX p
TNFA -308 N (%) N (%) RC (IC:95%)
G 151 (91,0) 122 91,00 0,03 0,86
A 15 (9,0) 12 (9,0) 1,00 (0,45-2,23)
GIG 69  (83,1) 55 821) 092 0,63
GIA 13 (157) 12 (17.9)
AA 1 (1,2) ; -
G/G (Baixo) 69  (83,1) 55 (82,1) 0,03 0,86
GIA e AJA (Alto) 14 (16,9) 12 (17,9) 1,07 (0,46-2,51)
G/G A/A 70 (84,3) 55 (82,1) 0,13 0,72
GIA 13 (15,7) 12 (17.9) 1,17 (0,49-2,77)

x2 : qui-quadrado ,RC: razéo de chance, IC: intervalo de confianga.

A tabela 21 apresenta os dados do polimorfismo na posicdo -174 G/C da
citocina IL-6, observa-se uma frequéncia maior para o alelo G em ambos os grupos,
porém, sem diferengas significativas em relagdo a distribuicdo alélica, genotipica e
fenotipica. O melhor modelo de heranca para os dados foi 0 de super-dominancia
(AIC: 211,6) representado nas duas ultimas linhas da tabela (p=0,46; RC: 0,76 IC
95% (0,36-1,58)).

Tabela 21. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica de acordo com a condigao
clinica.

Assintomatico Sintomatico XX p

IL-6 -174 N (%) N (%) RC (1C:95%)

G 136 (82,9) 112 (836) 020 0,88
c 28 (17,1 22 (16,4)  1,04(0,57-1,93)
GIG 56 (68,3) 48 (716) 091 063
GIC 24 (29,3) 16 (23,9)

cic 2 (2,4) 3 (4,5)

C/C (Baixo) 2 (2,4) 3 45) 047 049
G/GeGIC (Alto) 80 (97.6) 64 (95,5) 1,87(0,30-11,56)
G/G-C/C 58 (70,7) 51 (76,1) 0,54 0,46
GIC 24 (29,3) 16 (23,9) 0,76 (0,36-1,58)

x2 : qui-quadrado ,RC: razao de chance, IC: intervalo de confianga.
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A tabela 22 apresenta os dados do polimorfismo na posicdo +874 T/A da
citocina IFN-y, observa-se uma frequéncia maior para o alelo A em ambos os
grupos, porém sem diferengas significativas em relagdo a distribuicdo alélica,
genotipica e fenotipica. O melhor modelo de heranga para os dados foi o de super-
dominancia (AIC: 205,3) representado nas duas ultimas linhas da tabela (p=0,13 RC:
0,60 IC 95% (0,31-1,16)).

Tabela 22. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica de acordo com a condi¢éo
clinica.

2

Assintomatico Sintomatico X p
IFN +874 N (%) N (%) RC (1C:95%)
A 108 (69,2) 94 (70,1) 0,03 0,86
T 48 (30,8) 40 (29,9) 1,04 (0,63-1,58)
TIT 4 (5,1) 7 (10,4) 2,97 023
T/IA 40 (51,3) 26 (38,8)
A/A 34 (43,6) 34 (50,7)
A/A (Baixo) 34 (43,6) 34 (50,7) 2,97 0,23
T/A (Intermediario) 40 (51,3) 26 (38,8)
T/T (Alto) 4 (5,1) 7 (10,4)
AA-TIT 38 (48,7) 41 (61,2) 2,26 0,13
TIA 40 (51,3) 26 (38,8) 0,60 (0,31-1,16)

X° : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca.

A tabela 23 apresenta os dados dos polimorfismos dos coédons 10 e 25 da
citocina TGF-[3, observa-se uma frequéncia maior para o alelo T do cédon 10 e alelo
G do cédon 25 em ambos os grupos, porém sem diferengas significativas em
relacdo a distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica. O melhor modelo de heranga

para os dados do cédon 10 e 25 foi o de super-dominéancia (AIC: 211,9 e 213,5
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respectivamente). Os dados estao representados nas duas ultimas linhas do referido

codon.

Tabela 23. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica de acordo com a condig&o
clinica.

2

Assintomatico Sintomatico X p

TGFB N (%) N (%) RC (1C:95%)

Cédon 10
T 93 (55,4) 79 (59,0) 0,26 0,61
C 73 (43,5) 55 (41,00 1,13(0,71-1,79)
T/T 24 (28,9) 25 (37,3) 1,83 0,40
T/C 45 (54,2) 29 (43,3)

C/iC 14 (16,9) 13 (19,4)

S TT-cic 38  (458) < (56,7) 1,77 018
T/C 45 (54,2) 29 (43,3) 0,64(0,33-1,23)

Cédon 25
G 153  (92,2) 122 (91,0) 0,12 0,73
C 13 (7,8) 12 (9,0) 0,86 (0,38-1,96)
G/G 71 (85,5) 56 (83,6) 0,11 0,94
G/C 11 (13,3) 10 (14,9)

C/iC 1 (1,2) 1 (1,5)

- G6/iGcic 72 (86,8) 57 (851) 0,09 0,76
G/IC 11 (13,2) 10 (14,9) 1,14(0,45-2,89)
Baixo (C/C G/C; C/C

C/C; T/T CIC) 1 (1,2) 5 (7,5) 424 0,12
Intermediario (T/C G/C;
C/C G/G; T/T G/C) 24 (28,9) 15 (22,4)
Alto (T/C G/G) 58 (69,9) 47 (70,1)

X° : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca.

A tabela 24 apresenta a distribuicdo haplotipica da citocina TGF-B entre

assintomaticos e sintomaticos (p=0,15).



65

Tabela 24. Distribuicdo dos haplétipos de TGF-B dos cédons 10T/C e 25G/C de
acordo com a condigao clinica.

TGEB Assintomatico Sintomatico X P
haplétipos N (%) N (%)

TIT G/IG 20 (24,1) 23 (34,3) 10,64 0,15
T/C GIG 38 (45,8) 24 (35,8)

CIC GIG 13 (157) 9 (13.4)

TIT GIC 4 (48) 1 (1,5)

TIC GIC 7 (84) 5 (7.5)

C/C GIC - - 4 (6,0)

T/T CIC ] 1 (1,5)

T/C C/C - - - -

C/C CIC 1 (12 i i

Total 83 67

X’ : qui-quadrado

A analise da distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos polimorfismos das
citocinas TNF-a, IL-6, IFN-y e TGF-f de acordo com o género ndo mostrou

diferencas de frequéncias (anexo de tabelas).

A tabela 25 apresenta os dados dos polimorfismos nas posi¢des -1082 G/A, -819
C/T e -592 C/A da citocina IL-10, observa-se uma frequéncia maior para o alelo A da
posicao -1082 e alelo C para as posigdes -819 e -592 em ambos 0s grupos, porém
sem diferencgas significativas em relagao a distribuicao alélica. Os polimorfismos -819
e -592 estdo em desequilibrio de ligagao (p<0,01). Nao observamos diferencas em
relacdo a distribuicdo genotipica dos polimorfismos -819 e -592, porém, em relagao
ao -1082, a frequéncia do gendtipo A/A foi maior entre os assintomaticos, enquanto
que o gendtipo G/A predominou entre os sintomaticos (p=0,03). Essa diferenca se
expressa no fenotipo havendo uma predominancia de baixos produtores entre os
assintomaticos e produtores intermediarios entre os sintomaticos (p=0,03). O melhor
modelo de heranga para os dados do polimorfismo -1082 foi o de dominancia (AIC:
185,5) (p=0,01 RC: 2,42 IC 95% (1,19-4,91)) e para os polimorfismos -819 e -592 foi
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o recessivo (AIC 187,8). Os dados estao representados nas duas ultimas linhas do

referido polimorfismo.

Tabela 25. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica de acordo com a condig&o
clinica.

2

Assintomatico Sintomatico X p
IL-10 N (%) N (%) RC (1C:95%)

-1082
G 42 (29,6) 50 (40,3) 3,38 0,06
A 100 (70,4) 74 (59,7) 1,61 (0,97-2,67)

66 9 (127) 8 (129) 6,79 0,03
G/A 24 (33,8) 34 (54,8)

A/A 38 (53,5) 20 (32,3)

CANA 3 (535) 20 (323) 6,09 001
G/A-G/G 33 (46,5) 42 (67,7) 0,41 (0,19-0,89)

-819*

C 85 (59,9) 81 (65,3) 0,84 0,36
T 57 (40,1) 43 (34,7) 1,26 (0,77-2,08)

~cc 29 40,8) 25 (40,3) 383 0,15
CIT 27 (38,0) 31 (50,0)

TIT 15 (21,2) 6 (9,7)

- c/icTtic 6 (78,9 56 (90,3) 326 007
TIT 15 (21,1) 6 (9,7) 2,5(0,83-7,85)

-592*

C 85 (59,7) 81 (65,4) 0,84 0,36
A 57 (40,3) 43 (34,6) 1,26 (0,77-2,08)

~cc 29 40,8) 25 (40,3) 383 0,15
C/A 27 (38,0) 31 (50,0)

A/A 15 (21,2) 6 (9,7)

-~ c/icciA 56 (78,9) 56 (90,3) 3,26 007
A/A 15 (21,1) 6 (9,7) 0,40(0,14-1,10)
Baixo (ACC/ACC;

ACC/ATA; ATA/ATA) 38 (53,5) 20 (32,3) 6,79 0,03
Intermediario
(GCC/ACC; GCC/ATA) 24 (33,8) 34 (54,8)
Alto (GCC/GCC) 9 (12,7) 8 (12,9)
X° : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianga. * -819 e -592 estdo em desequilibrio
de ligagéao.

A tabela 26 apresenta a distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos
polimorfismos de IL-10 de acordo com o género dos pacientes. O alelo A predomina
entre os individuos do sexo masculino (p=0,001). O gendtipo A/A (61,7%) predomina

entre os homens, enquanto que o G/A (56,2%) entre as mulheres (p=0,001). Essas
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diferencas se expressam no fenoétipo, havendo uma frequéncia maior de baixos
produtores entre os homens e de produtores intermediarios entre as mulheres
(p=0,001).

Tabela 26. Distribui¢cao alélica, genotipica e fenotipica dos polimorfismos de IL-10 de
acordo com o género dos pacientes.

2

IL-10 Masculino Feminino X p
N (%) N (%) RC (IC:95%)

-1082

G 29 (24,2) 63 (43,2) 10,49 0,001

A 91 (75,8) 83 (56,8) 2,38(1,40-4,05)

GIG 86 (1000 11 (15,1) 14,68 0,001

G/A 17 (28,3) 41 (56,2)

A/A 37 (61,7) 21 (28,8)

-819*

Cc 69 (57,5) 97 (66,4) 224 0,13

T 51 (42,5) 49 (33,6) 1,46(0,89-2,41)

cc 23 (383) 31 (425) 477 0,09

CIT 23 (38,3) 35 (47,9)

T/IT 14 (23,4) 7 (9,6)

-592*

Cc 69 (57,5) 97 (66,4) 224 0,13

A 51 (42,5) 49 (33,6) 1,46(0,89-2,41)

cc 23 (383) 31 (42,5) 477 0,09

C/IA 23 (38,3) 35 (47,9)

AJA 14 (23,4) 7 (9,6)

Baixa 37 (61,7) 21 (28,8) 14,68 0,001

Intermediaria 17 (28,3) 41 (56,2)

Alta 6 (10,0) 11 (15,1)

X : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca. * -819 e -592 estao
em desequilibrio de ligagéo.

A tabela 27 apresenta a analise genotipica do polimorfismo de /L-10 na
posicao -1082 de acordo com o género e a condicdo clinica. O gendtipo A/A

predomina de forma significativa entre os homens assintomaticos (p=0,02).
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Tabela 27: Distribuicdo do gendtipo do polimorfismo -1082 da IL-10 de acordo com o
género e a condigao clinica dos pacientes.

Genotipo Condigao clinica X2 p*
Assintomatico Sintomatico
RC (IC95%)
AJA
Feminino 8 (24,3) 13 (52,0) 4,74 0,02
Masculino 25 (75,7) 12 (48,0) 3,38(1,11-10,35)
G/A
Feminino 21 (61,8) 20 (83,3) 2,20 0,14"
Masculino 13 (38,2) 4 (16,7) 3,09(0,86-11,10)
G/G
Feminino 5 (55,5) 6 (75,0)
Masculino 4 (44.5) 2 (25,0) 2,40(0,30-19,04)
Total 76 57

*Qui-quadrado de Pearson, RC: razdo de chance, IC intervalo de confianga 95%; * Yates corrigido
Nao se observa diferenga na distribuicdo dos haplotipos de acordo com a

condigao clinica dos pacientes (p=0,16) tabela 28.

Tabela 28. Distribuicdo dos haplotipos de IL-10 (-1082G/A, -819C/T e -592C/A) de
acordo com a condigao clinica.

IL-10 Assintomatico Sintomatico X p
haplétipos N (%) N (%)

GCC/GCC 9 (12,7) 8 (12,9) 7,93 0,16
GCC/ACC 11 (15,5) 12 (19,4)

GCC/ATA 13 (18,3) 22 (35,5)

ACC/ACC 9 (12,7) 5 (8,1)

ACC/ATA 14 (19,7) 9 (14,5)

ATA/ATA 15 (21,4)- 6 (9,7)

Total 7 62

A Tabela 29 demonstra o perfil fenotipico da populagdo estudada, que se
caracteriza por possuir de baixa a intermediaria produgao de IL-10, intermediario a
alto produtor de TGF-B, baixo a intermediario para IFN-y, alto produtor de IL-6 e

baixo produtor de TNF-a, de acordo com as frequéncias observadas.
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Tabela 29. Distribuicdo dos polimorfismos das citocinas de acordo com o nivel de
producao e a condigao clinica.

2

L Assintomatico Sintomatico X p
Citocina N %) N %) RC (IC:95%)
IL-10 (-1082, -819, -592)

Baixo 38 (53,5) 20 (32,3) 6,79 0,03

Intermediario 24 (33,8) 34 (54,8)

Alto 9 (12,7) 8 (12,9)

TGF-beta (codons 10 e 25)

Baixo 1 (1,2) 5 (7,5) 423 0,12

Intermediario 24 (28,9) 15 (22,4)

Alto 58 (69,9) 47 (70,1)

IFN +874

Baixo 34 (43,6) 34 (50,7) 297 0,23

Intermediario 40 (51,3) 26 (38,8)

Alto 4 (5,1) 7 (10,4)

IL-6 -174

Baixo 2 (2,4) 3 (4,5) 0,47 0,49

Alto 80 (97,6) 64 (95,5) 1,87 (0,30-11,56)
TNF-308

Baixo 69 (83,1) 55 (82,1) 0,03 0,87

Alto 14 (16,9) 12 (17,9) 1,07 (0,46-2,51)

)(2 : qui-quadrado ,RC: razéo de chance, IC: intervalo de confianga.

A comparagao das frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas dos genes
TNFa(-308A/G), IL6(-175G/C), IFNy (+874 T/A), TGFB(codon 10C/T e cédon 25C/G)
e IL10 (-1082A/G, -819T/C, -592A/C) das amostras dos portadores assintomaticos e
sintomaticos, demonstrou que se encontram dentro do esperado para uma
populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Entretanto, s6 foi observada diferenga
na frequéncia do polimorfismo de IL10 na posi¢ao -1082.

O objetivo principal deste estudo foi analisar as distribuicbes alélicas,
genotipicas e fenotipicas, em relagdo a condicdo clinica de portadores
assintomaticos e sintomaticos do virus HTLV-1, identificar possiveis associacdes
com o risco ou protecdo a doenga neuroldgica, e comparar os resultados com
estudos em grupos populacionais diferentes do nosso. Entretanto, foi realizada uma
comparagao em relagdo a cor da pele e género, e analisada a frequéncia alélica dos
individuos nascidos no estado do Rio de Janeiro. O anexo 1 de tabelas apresenta a

distribuicao e a frequéncia dos alelos de HLA e de citocinas, de acordo com a cor da
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pele e o género dos pacientes, e a frequéncia alélica observada na populacao de

pacientes do Rio de Janeiro.



71

6. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado em 288 portadores de HTLV-1, com predominancia
de individuos nascidos no estado do Rio de Janeiro e da regidao nordeste do Brasil.
As regides norte e sul apresentaram poucos individuos. Nao foram encontradas
diferencgas significativas na distribuicdo em relagdo ao género e a condigao clinica. O
fato de haver um numero maior de mulheres, deve-se a maior aderéncia destas ao
tratamento, assim como, a maior ocorréncia de pacientes do sexo feminino com
doenca neuroldgica, esta provavelmente associada a fatores hormonais (Lima et al.,
2005).

O estudo de associagdo HTLV/HLA, comecou em 1988 com Usuku e
colaboradores (Usuku et al, 1988), comparando os haplétipos de individuos com
LTA e com PET/MAH. Constataram que os haplotipos encontrados nos pacientes
com LTA, divergiam dos haplétipos encontrados nos portadores de PET/MAH
(Tabela 1).

Em nosso estudo, observou-se que a frequéncia dos alelos HLA-A
encontrada, foi semelhante aos dados do Registro Nacional de Doadores de Medula
Ossea (REDOME) publicado por Bouzas, (2011). Os alelos mais frequentes foram
HLA-A*02 (18,9%) e -A*24 (10,3%), a excecdo do alelo -A*68 (11,8%), cujo
percentual no REDOME ¢é de 6%. Em nosso estudo a frequéncia deste alelo foi
maior nos sintomaticos (X*> =10,58 e p= 0,001), sugerindo um risco maior para o
desenvolvimento de doenga. O alelo HLA-A*68 ocorre com maior frequéncia em
grupos indigenas das Ameéricas, populag¢des do sul asiatico e populagdes africanas,
e com baixa frequéncia em popula¢des do sudeste asiatico e regides que estdo na
costa oeste do oceano Pacifico, incluindo o Japao (http://en.wikipedia.org/wiki/HLA-
A68). Na nossa populagao, quando se verificou a frequéncia por cor da pele, houve
uma predominancia na populagdo nao branca (13,0%). Em portadores de HIV, este
alelo esta associado a alta carga viral em populacdo africana (Tang et al., 2002) e
também relacionado a transmissao rapida do virus HIV, em parceiros heterossexuais

soronegativos (Song et al., 2011). Uma caracteristica desta molécula, é possuir na
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posicao 245 um residuo maior de valina, alterando a conformagao da cadeia a3,
resultando numa interacdo menos eficaz do peptideo antigénico com o linfécito T
CD8 (Gostick et al., 2007). Foi relatada também em populagdo da América do Norte,
uma associagao com o virus da febre do Nilo Ocidental, cuja maioria dos individuos
com esta infeccdo permanece assintomatica. O alelo -A*68 estava presente nos
pacientes com pior prognéstico (p=0,013) (Lanteri et al., 2011). Porém, em pacientes
portadores da doenga de Chagas, foi encontrada uma frequéncia maior deste alelo
nos individuos que nao apresentavam cardiomiopatia, sugerindo um efeito protetor
(Cruz-Robles et al., 2004). Em nosso estudo, apesar da frequéncia ser maior entre
os sintomaticos, quando se comparou a carga proviral entre os individuos que
possuiam o alelo -A*68 e 0s que ndo o possuiam, nao foi encontrada diferenca
significativa entre os dois grupos. Resultado semelhante também foi observado na
comparagao por grupo de pacientes, isto €, entre assintomaticos e sintomaticos.

O alelo HLA- A*02 é globalmente distribuido, e também foi o mais frequente
em nosso estudo. Na populacéo japonesa, este alelo foi associado a baixa carga
proviral e protegdo ao desenvolvimento de doenga neurolégica em portadores de
HTLV-1 (Jeffery et al.,1999 e 2000). Entretanto, Yashiki e colaboradores (2001) ao
verificarem a frequéncia alélica do -A*02 na mesma regido do Japao, néao
encontraram diferengas significativas entre individuos mielopatas e assintomaticos.
As hipéteses levantadas pelos autores para explicar resultados tao contraditorios, foi
a possivel existéncia de uma micro heterogeneidade na populagdo do sudeste do
Japao, em que a frequéncia alélica do gene do HLA fosse diferente entre cidades ou
mesmo familias. A outra hipotese foi a data das amostras analisadas. As amostras
de Yashiki foram coletadas no periodo entre 1986 e 1992, enquanto as de Jeffery e
colaboradores foram entre 1998 e 1999, sugerindo o inicio precoce de doenga em
que as amostras foram coletadas, e tardia, quando a doenga neuroldgica ja tinha
longo tempo de evolugdo. Essas hipoteses foram baseadas em trabalhos que
descrevem a frequéncia do HLA-A*02 restrita a epitopos expressos pelos linfocitos T
CD8 (Yashiki et al., 2001). Vale ressaltar que a diferenga de tempo entre a coleta
das duas amostras foi de menos de dez anos, o que nao justificaria uma seleg¢ao de

células T citotdxicas restritas ao alelo -A*02 e, também ndo houve tempo para uma



73

recombinacao deste alelo. Em outras populagdes, afro-caribenha (Deschamp et al.
2010) e iraniana (Sabouri et al., 2004), ndo foi encontrado o mesmo efeito protetor
descrito por Jeffery e colaboradores (1999) ou alguma outra associagao relevante. A
constituicdo da populagéo japonesa se caracteriza por sua homogeneidade, isto €,
sem miscigenagao e a populacao iraniana estudada, foi da cidade de Mashhad,
localizada a noroeste do Ird, que € a segunda maior cidade do pais
(http://www.mums.ac.ir/main/en/mashhadinfo). A populagdo iraniana é formada a
partir de varios grupos étnicos existentes no Oriente Médio, sendo que os persas
compdem metade da populagdgo do pais (http:// www.portasabertas.
org.br/cristaosperseguidos/perfil/ira). Quando se comparou os resultados obtidos
nessas duas populagdes, verificou-se que os alelos A*02 e C*08 nao tinham o
mesmo efeito protetor na populagao do Ira. A comparagao dos resultados entre as
duas populacoes foi diferente, isto €, enquanto no Japao o alelo A*02 mostrou
protecao (p=0,0006), no Ira (p=0,346), a sua presencga nao influenciou a infecgao.

A populacdo brasileira tem como caracteristica sua miscigenagao, fruto da
imigragao de varias etnias ao longo do tempo, desde povos indigenas autdctones,
descendentes de povos que migraram da Sibéria, aproximadamente ha 9000 AC,
colonos portugueses que chegaram ao Brasil desde 1500 até a independéncia em
1822, africanos trazidos como escravos no periodo de 1530-1850, e imigrantes
vindos da Europa a partir do final do século XIX e inicio do século XX, e mais
recentemente imigrantes da Asia e Oriente Médio (http:/pt.wikipedia
.org/wiki/Demografia_do_Brasil). A avaliagdo de um painel HLA dos individuos
portadores do HTLV-1 em nossa populacdo, pode ser util para verificar a
predisposi¢cao genética para o desenvolvimento de doenga. No Brasil, um estudo
realizado com 93 portadores de HTLV-1, 84 individuos assintomaticos (90,3%) e
nove individuos com PET/MAH (9,7%), verificou uma maior frequéncia do alelo HLA-
A*02 nos portadores de HTLV-1 assintomaticos (47% versus 33%). Neste trabalho a
presenga do alelo -C*07, na auséncia de -A*02, aumenta o risco para PET/MAH (p=
0,002) (Catalan-Soares et al., 2009). No presente estudo nado foi observada
diferengas significativas quanto a distribuicdo do alelo -A*02 na comparagcédo dos

grupos assintomaticos e sintomaticos, apesar dos assintomaticos apresentarem uma
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maior frequéncia deste alelo (20,0% versus 18,2%). A presencga do alelo -A*02 nao
influenciou os niveis de carga proviral em nenhum dos dois grupos de pacientes.

O alelo HLA-A*29 apresentou uma distribuicdo maior entre os assintomaticos
(p=0,03), e influencia a carga proviral, a sua presenga diminui o numero de células
infectadas circulantes (p=0,015). Na literatura, consta que este alelo possui forte
associacdo com a doencga inflamatéria corioretinopatia, uma forma rara de uveite.
Foi observado que em populacdo européia, mais de 96% dos individuos com esta
enfermidade, possuem o alelo -A*29 (Brézin et al., 2011).

Entre nossos pacientes, poucos apresentaram o alelo HLA-A*36, ndo sendo
possivel realizar analise estatistica devido ao tamanho amostral. Em analises
filogenéticas, foi revelada uma associacédo do -A*36 e -A*26 com leucemia. Estes
alelos presentes na populagdo contemporanea teriam vindo de um gene ancestral
do MHC de primatas, e evoluido durante milhdes de anos. Sonoda e colaboradores
(2011) sugerem que a baixa resposta imune aos antigenos do HTLV-1 observada,
seja devido a esta evolugao.

Na populagao japonesa, Jeffery e colaboradores (1999, 2000), associaram o
alelo HLA-B*54 com susceptibilidade a doenga neurolégica. Em nosso estudo
nenhum individuo apresentou este alelo. Na populacédo brasileira, o HLA-B*54 ¢é
menos frequente, em torno de 0,2% segundo dados dos REDOME (Bouzas, 2011).
Em nossa populacéo, o alelo -B*44 apresentou uma frequéncia maior (p=0,038) no
grupo dos assintomaticos e na sua presenga, os niveis de carga proviral foram
significativamente mais baixos (p=0,05). O grupo que nao possui o alelo B*44
apresentou maior carga proviral, sugerindo efeito protetor em relacdo ao
desenvolvimento de doenga neuroldgica. Estudos em populagédo europeia associou
este alelo a protecdo na esclerose multipla (p=0,00092) (Healy et al., 2010).
Entretanto, na populagdo iraniana (p=0,007), este alelo esta relacionado ao
desenvolvimento de pemphigus vulgaris (Mortazavi et al., 2013).

A diversidade e a expresséo dos antigenos HLA-C na superficie das células
sdo bem menores que os loci HLA-A e HLA-B (Neefjes J, Ploegh H, 1988), talvez
por isso, nao se tenha tantos trabalhos quanto os seus homologos. Alguns estudos

demonstraram uma forte associacdo do alelo -C*06 com psoriase, em populagao
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europeia (p<0,01), na qual foram testados 1409 pacientes portadores da doencga, e
1436 controles (Nair et al., 2009). O alelo -C*08 foi descrito como protetor na
populagdo japonesa (p=0,002) infectada com HTLV-1 em relagdo ao
desenvolvimento de doenca neuroldgica (Jeffery et al., 2000). Em nosso estudo,
nenhuma associagcido ocorreu com este alelo, por outro lado, em nossa populacao foi
observado que o alelo -C*04 apresentou uma distribuicdo diferente entre os dois
grupos, com maior frequéncia no grupo assintomatico (p=0,003), porém a presenca
deste alelo nao influenciou os niveis de carga proviral (p=0,186).

Na analise do lécus DR, os alelos mais frequentes foram HLA-DRB1*01,
DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11 e DRB1*13, esses resultados sdo compativeis com
os dados do banco de doadores e receptores de medula 6ssea (Bouzas, 2011).
Varios estudos demonstraram possiveis associagdes entre HLA Classe Il e doencas
associadas ao HTLV-1 (Tabela 1), porém em nenhum deles é citado o alelo
DRB1*03, que apesar de nao ser o mais frequente encontrado neste trabalho,
apresentou diferenga na sua distribuigdo (p=0,027), com maior frequéncia entre os
sintomaticos. Nao houve influencia na presenca do alelo DRB1*03 em relacdo aos
niveis de carga proviral (p=0,318) nos dois grupos. Entretanto, quando se analisou,
somente o grupo dos assintomaticos, os niveis de carga proviral foram maiores nos
individuos que possuem este alelo (p=0,02). Esta associagao sugere influéncia do
DRB1*03 e risco de doenga. Na comparagao somente no grupo dos sintomaticos, os
individuos que possuem o alelo apresentaram carga proviral menor (p=0,04). Este
resultado, aparentemente contraditorio, pode ser devido ao fato dos niveis de carga
proviral serem mais elevados nos sintomaticos, e consequentemente mascarar o
efeito isolado da presenca do alelo. Por outro lado, deve se ressaltar que a presenca
do alelo nos individuos assintomaticos pode ser um fator de risco de evolugao para
doenca.

Na analise da frequéncia dos alelos HLA-DQA1 e DQB1 foi observada apenas
uma predominancia dos alelos DQA1*03 e DQA1*05 no grupo dos individuos
sintomaticos. O haplétipo DRB1*11DQB1*03, foi associado a dermatite infectiva em

uma familia portadora do virus HTLV-1 na Jamaica (LaGrenade et al.,1996).
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A doenca neuroldgica associada ao HTLV-1 € o resultado da resposta do
hospedeiro a infecgdo, com a expansao dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ e producéao
de citocinas pré-inflamatérias acarretando a lesdo do sistema nervoso. O sistema
HLA é um fator genético importante do hospedeiro, inumeros estudos relatando
associacao de doencas infecciosas com alelos do HLA foram publicados (Blackwell
et al., 2009). Estudos do perfil genético do portador de HTLV-1 podem contribuir
para o esclarecimento desta infecgao.

A proteina viral Tax possui um papel importante na regulagdo do genoma do
virus, atuando na transcrigdo do genoma proviral ao interagir com diversas proteinas
regulatorias da célula. Também induz a expresséo de genes celulares, entre eles os
genes das citocinas. Diferengas na expressdo dos genes das citocinas podem
influenciar na evolugéo da infecgao pelo HTLV-1 (Ahuja et al. 2007). A comparagao
entre os niveis de carga proviral e as concentragdes no plasma das citocinas IL-6,
IL-10, TNF-a e IFN-y, foi realizada por Starling e colaboradores (2012) em 87
portadores de HTLV-1 (28 PET/MAH, 32 portadores com outras condigcdes
neurologicas e 27 portadores assintomaticos), verificaram um aumento significativo
da carga proviral dos mielopatas em relacdo aos assintomaticos (p<0,0001), assim
como nos niveis das citocinas IL-6 (p=0,0009), IFN-y (p=0,0118), TNF-a (p=0,0239)
(Starling et al.,, 2012). Desta forma, investigar correlacées entre a presenga de
doencga e as caracteristicas genotipicas dos portadores do virus, pode contribuir
para o conhecimento desta infecgdo, em que a maioria dos individuos permanece
assintomatica.

As frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas globais dos nossos
pacientes foram semelhantes as encontradas por Fabricio-Silva, (2009) em
populacéo sadia do Estado do Rio de Janeiro.

Em estudos de fatores genéticos que possam influenciar o risco de
desenvolver PET/MAH na populagdo japonesa, Vine e colaboradores (2002),
verificaram em 229 pacientes com PET/MAH e 202 portadores assintomaticos, que o
polimorfismo -863A do gene TNFA esta associado a carga proviral alta (p=0,009)
predispondo a doenga neuroldgica. A citocina TNF-a tem um papel importante na

migragdo dos linfécitos T infectados através da barreira hematoencefalica. Em
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experimento com uma linhagem celular que reproduz as caracteristicas da barreira
hematoencefalica, a secrecido das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a e IL-1a atuaram
nas células endoteliais, promovendo a permeabilidade da membrana (Miller et al.,
2012). Apesar desses estudos sugerirem uma participagdo na patogénese da
doenca neuroldgica, ndo encontramos diferencas nos fenétipos desta citocina.

Na avaliagdo do polimorfismo na posi¢éo -174 do gene da citocina /L6, o alelo
G considerado como alto produtor teve uma prevaléncia de 83,2%, e os gendtipos
G/G e G/C (69,7% e 26,8%), também considerados altos produtores de IL-6. Na
analise em relacdo a condicao clinica, estes gendtipos foram mais frequentes nos
sintomaticos. Estes resultados sdo semelhantes aos de Gadelha e colaboradores
(2008) que avaliaram o perfil fenotipico do gene de /L6 em populagdo com a
infeccao pelo HTLV-1 da Bahia.

A importancia da citocina IFN-y também foi demonstrada em analises
recentes do perfil da expressao génica no sangue de portadores de PET/MAH e
individuos assintomaticos, através da técnica de microarray, detectaram uma super
expressao de genes que estimulam a sintese de IFN-y. Esta super expressao estava
presente em todos os leucécitos, e a intensidade correlacionada com a gravidade de
PET/MAH (Tattermusch et al., 2012). Em nosso trabalho, a analise da distribuigao
dos polimorfismos do gene IFNG na posi¢ao +874, identificou o alelo A como o mais
prevalente (69,6%) e os gendtipos T/A e A/A (45,5% e 46,9%), considerados médio
e baixo produtores de IFN- y. Na distribuigcdo entre os grupos estudados nao houve
diferenca significativa.

A citocina pleiotréfica TGF- faz parte da familia de fatores de crescimento
que regulam numerosos processos fisiologicos como o controle do ciclo celular,
diferenciagcdo e resposta imune. Experimentos com células transfectadas com
plasmideos contendo fragmento LTR, demonstraram que a citocina TGF-B pode
transativar a regido promotora do LTR e favorecer a replicagdo viral e em
consequéncia a transmissdo do virus HTLV (Moriuchi & Moriuchi, 2002). Outros
estudos in vitro revelaram que TGF-B aumenta a expressdao de proteinas na
superficie das células, entre elas a proteina GLUT-1, que atua como receptor do

HTLV-1, e pode exercer um papel importante, facilitando a entrada do virus na célula
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(Jones et al., 2005). Também foi descrito que a proteina viral HBZ atua na
desregulagédo da transcrigdo celular, e pode ser um dos mecanismos provaveis de
transformacao celular pela infeccido viral em pacientes com LTA. Esta proteina esta
envolvida no aumento da transcricdo do gene de TGF-B (Zhao et al., 2011). Esses
dados demonstram que TGF-f também pode ter um papel importante na
transmissao do virus. Apesar disto, ndo foram notadas diferengas estatisticamente
significativas entre as frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas dos
polimorfismos nos cédons 10 e 25 do gene TGFB em nosso estudo.

Varios estudos associaram o polimorfismo do gene de IL10 ao
desenvolvimento de doengas virais como virus da hepatite C, virus Epstein Barr,
virus do papiloma humano e HIV-1. No caso do HIV-1 foi descrito que o gendtipo -
592 A/A esta associado a um alto risco e rapida progressao ao desenvolvimento de
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (citado em Sabouri et al., 2004). Sabouri e
colaboradores (2004) investigaram o polimorfismo Unico na regiao promotora do
gene de /L-10 na posigao -592 em uma populagdo japonesa, constituida de 280
pacientes com doenga neuroldgica, e 255 individuos assintomaticos. Encontraram
uma forte associagcédo (p=0,011) do gendtipo A/C com baixo risco de desenvolver
doenga, e do alelo A (p=0,001) com baixa carga proviral. Este gendtipo A/A-592
possui um efeito protetor na populagao testada. Em nosso estudo, diferentemente da
populagao japonesa, o alelo C na posig¢ao -592 foi o mais frequente (62,4%), assim
como os genotipos C/C e C/A (40,6% e 43,6%). Nao houve diferenca na distribuicéo
deste alelo (X?=0,84 e p=0,36) e dos gendtipos (X*=3,83 e p=0,15) nos dois grupos.
Estes genotipos estdo associados a alta e média produgdo de IL-10. Nossos
resultados corroboram outro estudo realizado em populagcado brasileira para este
polimorfismo, com 133 individuos portadores de HTLV-1 (84 assintomaticos e 49
pacientes sintomaticos) e 100 individuos saudaveis da populacdo de Salvador,
Bahia, que foram testados para o polimorfismo -592 IL-10, houve um predominio do
alelo C (58%) e dos gendtipos C/C e C/A (36,6% e 42,85%). Estes resultados foram
semelhantes aos nossos, também nao foi encontrada associagao deste alelo com o

desenvolvimento de doenca neurolégica (Gadelha et al., 2008). Na posigao -1082
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encontramos uma predominéancia do alelo A (65,4%) com os gendtipos G/A e A/A
(43,6% e 43,6%) que correspondem a baixo e médio produtor de IL-10.

Na analise do polimorfismo /IL-10 na posigdo -1082 por género, se mostrou
uma frequéncia do alelo A maior nos homens (p=0,001). Quando foi comparada a
frequéncia deste alelo com a condigao clinica, observou-se que este alelo esta mais
presente no género masculino e assintomatico (p=0,02). Entretanto, ndo se deve
associar este alelo a condicao clinica, pois foi descrito em outros estudos que a
frequéncia alélica de certas citocinas sao dependentes do sexo, tais como, estudos
de longevidade/envelhecimento (Franceschi, et al., 2000, Lio et al., 2002). Nossos
resultados sdo semelhantes ao descrito por Fabricio-Silva, 2009, em populacao
saudavel do Rio de Janeiro, contudo seria necessaria uma maior amostra de
pacientes para esclarecermos a relacdo deste alelo com a condigao clinica. Na
comparacgao da distribuicdo dos alelos entre sintomaticos e assintomaticos, nao foi
observada diferencas (X?=3,38 e p=0,06), porém quando se compara os genotipos,
observamos um predominio significativo do genétipo A/A entre os assintomaticos, e
G/A entre os sintomaticos (X?=6,79 e p=0,03). Essa diferenca ocorre ao se analisar o
fendtipo em que ha predominio de individuos baixo produtores entre os
assintomaticos, e produtores intermediarios entre os sintomaticos. Ao se comparar
os dados obtidos do polimorfismo -592 de IL-10 entre a populagdo japonesa e a
nossa, fica evidente a influéncia dos aspectos genéticos.

Este estudo caso-controle buscou identificar marcadores genéticos presentes
no polimorfismo dos genes de HLA Classe | e Il, e genes das citocinas TNFA, IL-6,
IFNG, TGFB e IL-10. Na analise do perfil HLA dos pacientes deste estudo, alguns
alelos apresentaram maior prevaléncia entre os grupos estudados. Apesar de
inumeros trabalhos demonstrarem in vitro, a influéncia da expressao dos genes de
citocinas na resposta imune, a expressao fenotipica dos alelos nos pacientes

estudados, mostrou diferenga apenas para IL-10.
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. CONCLUSOES

A presenca do alelo HLA-A*02 nao influencia a condicao clinica dos pacientes,

nem os niveis de carga proviral.

A presenca dos alelos HLA-A*29 e HLA-B*44 apresentou maior frequéncia entre
os assintomaticos, assim como, o grupo dos assintomaticos apresentou valores
de carga proviral mais baixo que o grupo sintomatico, sugerindo que estes dois

alelos conferem protecao em relagdo ao desenvolvimento de doenga neuroldgica.

O alelo HLA-A*68 apresentou maior frequéncia entre os sintomaticos, porém sua
presenca nao influencia valores de carga proviral. Por esta razdo n&o € possivel

considera-lo como fator de risco para o desenvolvimento de doenga neuroldgica.

O alelo HLA-C*04 apresentou maior frequéncia entre o grupo assintomatico,
porém sua presencga nao influencia os niveis de carga proviral. Por esta razéo
nao é possivel considera-lo como protecao para o desenvolvimento de doenca

neuroldgica.

O alelo HLA-DRB1*03 apresentou maior frequéncia entre os pacientes
sintomaticos, a sua presencga entre os portadores assintomaticos aumenta de
forma significativa os niveis de carga proviral, sugerindo ser um fator de risco

para o desenvolvimento de doenga neuroldgica.

Os polimorfismos dos genes das citocinas -308G/ATNFA, -174C/GIL-6,
+874T/AIFNG, coédons 10C/T e 25C/GTGF e -592A/C, -819T/CIL-10, nao

influenciaram na condigao clinica da populagéo estudada.

O alelo A e gendtipo A/A na posigdo -1082IL-10 foram mais presentes nos
homens assintomaticos, porém nao € possivel associa-lo a protecdo de

desenvolvimento de doencga neurolégica, devido ao pequeno tamanho amostral.
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ANEXO
Tabela 1. Distribui¢do da cor da pele de acordo com a condi¢ao neurolégica.
Condigao clinica Branca Nao Branca X p*
N (%) N (%)
Assintomatico 36 (43,2) 54 (38,3) 0,70 0,40
Sintomatico 83  (56,8) 87 (61,7)
Total 146 141

*Qui-quadrado de Pearson; razdo de chance: 1,22; IC 95% (0,76 — 1,96)

Tabela 2. Frequéncia alélica do HLA-A nos pacientes de acordo com a cor da pele.

Branca Nao Branca

Alelo HLA-A N (%) N (%)

A*01 21 (7,8) 12 4,7)
A*02 57 (20,6) 43 (16,9)
A*03 27 (9,7) 21 (8,3)
A*11 26 (9,4) 8 (3,1)
A*23 9 (3,2) 22 (8,7)
A*24 35 (12,6) 19 (7,5)
A*25 1 (0,4) - -

A*26 15 (5,4) 7 (2,8)
A*29 11 (4,0) 12 4,7)
A*30 11 (4,0) 24 (9,4)
A*31 10 (3,6) 5 (2,0)
A*32 4 (1,4) 9 (3,5)
A*33 10 (3,6) 8 (3,1)
A*34 3 (1,1) 5 (2,0)
A*36 1 (0,4) 7 (2,8)
A*66 3 (1,1) 8 (3,1)
A*68 30 (10,8) 33 (13,0)
A*74 3 (1,1) 10 (3,9)
A*80 - - 1 (0,4)

Total 277 254
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Tabela 3. Frequéncia alélica do HLA-B nos pacientes de acordo com a cor da pele

Alelo HLA- Branca Nao Branca
B N (%) N (%)

B*07 7 -3,6 11 -6,1
B*08 15 -7,7 11 -6,1
B*13 1 -0,5 2 -1,1
B*14 9 -4.6 6 -3,3
B*15 17 -8,7 17 -9.,4
B*18 12 -6,2 7 -3,9
B*27 6 -3,1 1 -0,6
B*35 27 -13,9 15 -8,3
B*37 3 -1,5 1 -0,6
B*38 6 -3,1 3 -1,7
B*39 5 -2,6 - -

B*40 8 -4,1 6 -3,3
B*41 1 -0,5 5 -2,8
B*42 - - 11 -6,1
B*44 14 -7,2 16 -8,9
B*45 1 -0,5 6 -3,3
B*48 5 -2,6 6 -3,3
B*49 9 -4.6 - -

B*50 9 -4.,6 6 -3,3
B*51 14 -7,2 11 -6,1
B*52 6 -3,1 5 -2,8
B*53 3 -1,5 9 -5

B*55 2 -1 1 -0,6
B*56 - - 1 -0,6
B*57 12 -6,2 10 -5,6
B*58 . - 8 4.4
B*81 2 -1 3 -1,7
B*82 - - 2 -1,1

Total 194 180
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Tabela 4. Frequéncia alélica do HLA-C nos pacientes de acordo com a cor da pele

Branca Nao Branca
Alelo HLA-C N (%) N (%)
C*01 5 (2,8) - -
C*02 11 (6,2) 25 (16,2)
C*03 16 (9,5) 16 (10,4)
C*04 33 (18,5) 27 (17,5)
C*05 7 (3,9) 7 (4,5)
C*06 16 (8,9) 20 (13,0)
c*07 37 (21,9) 26 (16,9)
Cc*08 8 4,5) 7 (4,5)
C*12 15 (8,4) 4 (2,6)
C*14 5 (2,8) 4 (2,6)
C*15 6 (3,4) 4 (2,6)
C*16 12 (7,9) 10 (6,5)
C*17 1 (0,6) 4 (2,6)
C*18 1 (0,6) - -
Total 173 154
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Tabela 5. Frequéncia alélica do HLA-DRB1 nos pacientes de acordo com a cor da

pele

Alelo HLA-DRB1 Branca Nao Branca

N (%) N (%)
DRB1*01 23 (11,7) 15 (8,5)
DRB1*03 20 (10,2) 13 (7,4)
DRB1*04 22 (11,2) 12 (6,8)
DRB1*07 28 (14,3) 25 (14,2)
DRB1*08 9 (4,6) 9 (5,1)
DRB1*09 2 (1,0) 7 (4,0)
DRB1*10 8 4,1) 4 (2,3)
DRB1*11 28 (14,3) 30 (17,0)
DRB1*12 2 (1,0) 3 (1,7)
DRB1*13 32 (16,3) 26 (14,8)
DRB1*14 8 4,1) 5 (2,8)
DRB1*15 8 4,1) 19 (10,8)
DRB1*16 6 (3,1) 8 (4,5)
Total 196 176

Tabela 6. Frequéncia alélica do HLA-DQA nos pacientes de acordo com a cor da

pele

Branca Nao Branca
Alelo HLA-DQA N (%) N (%)
DQA1*01 15 (30,0) 30 (42,9)
DQA1*02 6 (12,0) 6 (8,6)
DQA1*03 6 (12,0) 11 (15,7)
DQA1*04 2 (4,0) 3 (4,3)
DQA1*05 20 (40,0) 19 (27,1)
DQA1*06 1 (2,0) 1 (1,4)
Total 50 70
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Tabela 7. Frequéncia alélica do HLA-DQB nos pacientes de acordo com a cor da
pele

Branca Parda

Alelo HLA-DQB (%) N (%)
DQB1*02 41 21,5 38 21,5
DQB1*03 64 32,5 57 32,2
DQB1*04 9 50 6 3,4
DQB1*05 45 22,5 33 18,6
DQB1*06 35 18,5 43 24,3
Total 194 177

Nao houve diferencas na distribuicdo dos pacientes em relagdo ao local de nascimento,
assim como em relagao a autodenominagao da cor da pele.
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Tabela 8. Frequéncia alélica do HLA-A nos pacientes do estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro

Alelo HLA-A N (%)
A*01 17 (4,7)
A*02 65  (17.9)
A*03 34 (9,4)
A*11 24 (6,6)
A*23 20  (5,5)
A*24 39 (10,7)
A*26 17 (4.7)
A*29 18 (4,9)
A*30 27  (7,40)
A*31 14 (3,9)
A*32 12 (3,3)
A*33 11 (3,0)
A*34 6 (1,6)
A*36 7 (1,9)
A*66 2 (0,5)
A*68 39 (10,7)
A*74 10  (2,7)
A*80 1 (0,3)
Total 363

Os alelos sublinhados sédo os mais frequentes



Tabela 9. Frequéncia alélica do HLA-B nos pacientes do estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro

Alelo HLA-B N (%)
B*07 14 (52)
B*08 17 (8,3)
B*13 2 (0,7)
B*14 11 (4,1)
B*15 26 (9.6)
B*18 18  (6,6)
B*27 (1,8)
B*35 27 (9.9)
B*37 3 (1,1)
B*38 7 (2,6)
B*39 3 (1,1)
B*40 9 (3,3)
B*41 1 (0,4)
B*42 10  (3,7)
B*44 22  (81)
B*45 6 (2,2)
B*48 9 (3,3)
B*49 8 (2,9)
B*50 13 (4,8)
B*51 18  (6,6)
B*52 7 (2,6)
B*53 8 (2,9)
B*55 2 (0,7)
B*56 1 (0,4)
B*57 13 (4,8)
B*58 6 (2,2)
B*81 5 (1,8)
Total 271

Os alelos sublinhados sdo os mais frequentes
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Tabela 10. Frequéncia alélica do HLA-C nos pacientes do estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro

Alelo HLA-C N (%)

C*01 4 (1,6)
C*02 26 (10,7)
C*03 22 (91)
Cc04 44 (18.2)
C*05 14 (5,8)
C*06 23 (9,5)
cro7 50  (20.7)
C*08 9 (3,7)
C*12 14 (5,8)
C*14 8 (3,3)
C*15 8 (3,3)
C*16 17 (7,0
C*17 3 (1,2)

Total 242

Os alelos sublinhados sdo os mais frequentes
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Tabela 11. Frequéncia alélica do HLA-DRB1 nos pacientes do estado do Rio de

Janeiro

Alelo HLA-DRB1

Rio de Janeiro

N (%)
DRB1*01 22 (8,3)
DRB1*03 22  (8,3)
DRB1*04 21 (7,9)
DRB1*07 37 (14,0
DRB1*08 15  (5,7)
DRB1*09 5 (1,9)
DRB1*10 9 (3.4)
DRB1*11 44  (16.7)
DRB1*12 4 (1,5)
DRB1*13 46  (17.4)
DRB1*14 11 (4,2)
DRB1*15 19 (7,2
DRB1*16 9 (3,4)
Total 264

Os alelos sublinhados sdo os mais frequentes

Tabela 12. Frequéncia alélica do HLA-DQA nos pacientes do estado do Rio de

Janeiro

Alelo HLA-DQA

Rio de Janeiro

N (%)
DQA1*01 34 (37,8)
DQA1*02 9 (10,0)
DQA1*03 10 (11,1)
DQA1*04 3 (3,3)
DQA1*05 32 (35.6)
DQA1*06 2 (2,2)
Total 20

Os alelos sublinhados sdo os mais frequentes
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Tabela 13. Frequéncia alélica do HLA-DQB nos pacientes do estado do Rio de

Janeiro

Alelo HLA-DQB

Rio de Janeiro

N (%)
DQB1*02 57 (63,3)
DQB1*03 86 (95,6)
DQB1*04 12 (13,3)
DQB1*05 52 (57,8)
DQB1*06 61 (67,8)
Total 268

Os alelos sublinhados sédo os mais frequentes

Polimorfismos de citocinas

Tabela 14. Distribuigdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes de acordo com

a cor da pele.

Branca N&ao Branca X2 p

TNF-308 N (%) N (%) RC (1C:95%)
A 16 (9,4) 11 (8,5) 0,08 0,77
G 154 (90,6) 119 (91,5) 0,89 (0,39-1,98)
GIG 69 (81,2 55  (84,6) 1,91 0,38
GIA 16 (18.8) 9 (138)
AA - - 1 (1,5)
Baixo (G/G) 69 (81,2 55  (84,6) 030 0,58
Alto (G/A e A/A) 16 (18,8) 10 (15,4) 0,78 (0,33-1,86)

X~ : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianga.
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Tabela 15. Distribuigdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes de acordo com
a cor da pele.

Branca N&o Branca X2 p

IL-6 -174 N (%) N (%) RC (IC:95%)
G 136 (80,0) 112 (87,5) 2,94 0,08
c 34 (20,0) 16 (125) 1,75(0,92-3,33)
GIG 56 (65,9) 48  (750) 434 0,12
GIC 24 (28,2) 16 (25,0)
c/c 5 (5,9) - ]
Baixo (C/C) 5 (5,9) - ; 3,89 0,05
Alto (G/G e GIC) 80  (94.,1) 64  (100,0) 0,55 (0,48-0,64)

X° 1 qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca

Tabela 16. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes de acordo com
a cor da pele.

Branca Nio Branca X p

IFN +874 N (%) N (%) RC (IC:95%)
T 56 (33,3) 32 (262) 1,69 0,19
A 112 (66,6) 90  (73.8)  0,71(0,42-1,19)
T 7 (8,3) 4 (6,6) 219 0,33
TIA 42 (50,0) 24 (39,3)
AA 35 (41,7) 33 (54,1)
Baixo (A/A) 35 (41,7) 33 (54,1) 219 0,33
Intermediario (T/A) 42 (50,0) 24 (39,3)
Alto (T/T) 7 8,3) 4  (6,6)

X~ : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca
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Tabela 17. Distribuigdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes de acordo com

a cor da pele.
Branca Nio Branca X2 p
TGF-beta N (%) N (%) RC (IC:95%)
Codon 10
T 94  (55,3) 78 (60,0) 0,67 0,41
C 76 (44,7) 52 (40,0) 1,21 (0,76-1,93)
RV 26 (306) 23  (354) 069 070
T/C 42  (49,4) 32 (49,2)
CIC 17 (20,0) 10 (15,4)
Codon 25
G 155  (91,2) 120 (92,3) 0,12 0,73
C 15  (8,8) 10 (7,7) 1,16 (0,50-2,67)
e 71 (835) 56 (86.2) 030 086
GIC 13 (15,3) 8 (12,3)
c/C 1 (1,2) 1 (1,5)
Baixo (C/C G/C; C/C 4 4,7) 2 (3,1) 0,86 0,65
C/C; T/T CIC)
Intermediario (T/C G/IC; 24  (28,2) 15 (23,1)
C/C G/G; T/T G/C)
Alto (T/C G/G) 57 (67,1) 48 (73,8)

X° : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca

Tabela 18. Distribuicdo dos haplotipos de TGF-beta dos cédons 10T/C e 25G/C de

acordo com a cor da pele.

TGF-beta Branca Nao Branca X 4
haplétipos N (%) N (%)

T/T G/IG 22 (25,9) 21 (32,3) 3,62 0,82
T/C G/IG 35 (41,2) 27 (41,5)

C/C G/IG 14 (16,5) 8 (12,3)

T/T G/IC 3 (3,5) 2 (3,1)

T/C G/C 7 (8,2) 5 (7,7)

C/IC G/C 3 (3,5) 1 (1,5)

T/T CIC 1 (1,2) - -

T/C CIC - - - -

C/C C/C - - 1 (1,5)

Total 85 65
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Tabela 19. Distribuigdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes de acordo com
a cor da pele.

Branca Niao Branca X p

IL-10 N (%) N (%) RC (IC:95%)
-1082
G 58 (38,2) 34 (298) 20 0,16
A 94 (61.8) 80  (70,2) 0,69 (0,41-1,16)
G 13 (17.1) 4 70 30 022
GIA 32 (421) 26 (45,6)
AA 31 (40,8) 27 (47.4)
-819*
c 100 (658) 66  (57.9) 1,73 0,19
T 52 (34,2) 48 (421)  0,71(0,23-1,18)
cc 36 (474) 18 (316) 38 014
CIT 28 (36.8) 30 (52,6)
T 12 (158) 9 (15,8)
-592*
c 100  (658) 66  (57.9) 1,73 0,19
A 52 (34,2) 48  (42,1)  0,71(0,23-1,18)
cc 3% (474) 18 (316) 38 014
CIA 28 (36,8) 30 (526)
AA 12 (15,8) 9 (158)
Baixo (ACC/ACC; 31 (40,8) 27 (47,4) 30 0,22
ACC/ATA; ATA/ATA)
Intermediario 32 (42,1) 26 (45,6)
(GCC/ACC; GCC/ATA)
Alto (GCC/GCC) 13 (17.1) 4 (7.0)

% qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianca. * -819 e -592 estdo em desequilibrio
de ligacao.
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Tabela 20. Distribuicdo dos haplotipos de IL-10 (-1082G/A, -819C/T e -592C/A) de
acordo com a cor da pele.

IL-10 Branca Nao Branca X p
haplétipos N (%) N (%)

GCC/GCC 13 (17,1) 4 (7,0) 6,92 0,23
GCC/ACC 13 (17,1) 10 (17,5)

GCC/ATA 19 (25,0) 16 (28,1)

ACC/ACC 10 (13,2) 4 (7,0)

ACC/ATA 9 (11,8) 14 (24,6)

ATA/ATA 12 (15,8)- 9 (15,8)

Total 76 57

Tabela 21. Distribuicdo dos polimorfismos das citocinas de acordo com o nivel de
producédo e com a cor da pele dos pacientes.

o Branca Nao Branca X2 p

Citocinas N (%) N (%) RC (IC:95%)
IL-10 (-1082, -819, -592)
Baixo 31 (40,8) 27 (47,4) 3,0 0,22
Intermediario 32 (42,1) 26 (45,6)
Alto 13 (17,1) 4 (7,0)
TGF-B (cédons 10 e 25)
Baixo 4 4,7) 2 (3,1) 0,86 0,65
Intermediario 24 (28,2) 15 (23,1)
Alto 57 (67,1) 48 (73,8)
IFN +874
Baixo 7 (8,3) 4 (6,6) 219 0,33
Intermediario 42 (50,0) 24 (39,3)
Alto 35 (41,7) 33 (54,1)
IL-6 -174
Baixo 5 (5,9) - - 3,89 0,05
Alto 80 (94,1) 64 (100,0) 0,56 (0,48-0,64)
TNF-308
Baixo 69 (81,2) 55 (84,6) 0,30 0,58
Alto 16 (18,8) 10 (15,4) 0,78(0,33-1,86)

x> : qui-quadrado ,RC: razéo de chance, IC: intervalo de confianca.



Tabela 22. Distribuigéo alélica, genotipica e fenotipica de acordo com o género.

2

TNF-308 Masculino Feminino X p
N (%) N (%) RC (IC:95%)

A 15 (11,5) 12 (7,1) 1,8 0,18

G 115 (88,5) 158 (92,9) 0,58(0,26-1,29)

G/G 51 (78,5) 73 (82,7) 232 0,31

G/A 13 (20,0) 12 (16,7)

A/A 1 (1,5) - -

Baixa 51 (78,5) 73 (85,9) 142 0,23

Alta 14 (21,5) 12 (14,1)  0,59(0,26-1,40)

)(2 : qui-quadrado ,RC: razéo de chance, IC: intervalo de confianga.

Tabela 23. Distribuigéo alélica, genotipica e fenotipica de acordo com o género.

2

IL-6 -174 Masculino Feminino X p
N (%) N (%) RC (IC:95%)

G 107 (83,6) 141 (82,9) 0,02 0,88

C 21 (16,4) 29 (17,1)  0,95(0,51-1,76)

G/G 45 (70,3) 59 (69,4) 0,02 0,98

G/C 17 (26,6) 23 (27,1)

C/iC 2 (3,1) 3 (3,5)

Baixa 2 (3,1) 3 (3,5) 0,02 0,89

Alta 62 (96,9) 82 (96,5) 1,13(0,18-6,99)

)(2 : qui-quadrado ,RC: razéo de chance, IC: intervalo de confianga.

Tabela 24. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica de acordo com o género.

2

IFN +874 Masculino Feminino X p
N (%) N (%) RC (1C:95%)

T 41 (33,1) 47 (28,3) 0,76 0,38

A 83 (66,9) 119 (71,7)  0,79(0,48-1,32)

T 5 (8,1) 6 (7,2) 1,08 0,58

T/A 31 (50,0) 35 (42,2)

A/A 26 (41,9) 42 (50,6)

Baixa 26 (41,9) 42 (50,6) 1,08 0,58

Intermediaria 31 (50,0) 35 (42,2)

Alta 5 (8,1 6 (7,2)

)(2 : qui-quadrado ,RC: razao de chance, IC: intervalo de confianga.
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Tabela 25. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica de acordo com o género.

2

TGF-B Masculino Feminino X p
N (%) N (%) RC (IC:95%)

Codon 25

G 115 (88,5) 160 (94,1) 3,09 0,08

C 15 (11,5) 10 (5,9) 2,09(0,90-4,81)

Kelc B 59 (785) 76 (89,4) 350 0,17

G/IC 13 (20,0) (9,4)

C/C 1 (1,5) 1 (1,2)

Codon 10

T 76 (58,5) 96 (56,5) 0,12 0,73

C 54 (41,5) 74 (43,5) 0,92(0,58-1,46)

T 22 (338) 27 (31,8) 0,12 094

TIC 32 (49,2) 42 (49,4)

C/C 11 (16,9) 16 (18,8)

Baixa 4 (6,2) 2 (2,4) 1,69 043

Intermediaria 18 (27,7) 21 (24,7)

Alta 43 (66,2) 62 (72,9)

X% : qui-quadrado ,RC: razdo de chance, IC: intervalo de confianga.
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Tabela 26. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes do estado do

Rio de Janeiro.

Rio de Janeiro

TNF-308

N (%)

A 16 (7.,3)
G 202 (92,7)
G/G 93 (85,3)
G/A 16 (14,7)
A/A - -

Baixo (G/G) 93 (85,3)
Alto (G/A e AJA) 16 (14,7)
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Tabela 27. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes do estado do

Rio de Janeiro.

IL-6 -174

Rio de Janeiro

G
C

G/G
G/IC
C/IC

Baixo (C/C)
Alto (G/G e G/C)

N (%)
180  (82.6)
38 (17.4)
74 (67,9)
32 (294)
3 (2,7)
3 2,7)
106 (97,2)

Tabela 28. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes do estado do

Rio de Janeiro.

IFN +874

Rio de Janeiro

T
A

TIT
T/A
A/A

Baixo (A/A)
Intermediario (T/A)
Alto (T/T)

N (%)
69 (32,5)
143 (67,4)

8 (7.5)
53 (50,0)
45 (42,4)
45 (42,4)
53 (50,0)

8 (7.,5)
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Tabela 29. Distribuicao alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes do estado do
Rio de Janeiro.

Rio de Janeiro

TGF-B N (%)
Codon 10

T 124 (56,9)
C 94 (43,1)
T 36 (33,0)
T/IC 52 (47,7)
C/iC 21 (19,3)
Codon 25

G 198 (90,8)
C 20 (9,2)
GIG 91 (83,5)
G/C 16 (14,9)
C/iC 2 (1,8)
Baixo (C/C G/C; C/C C/C; T/T C/C) 5 (4,6)
Intermediario (T/C G/C; C/C G/G; T/T G/C) 30 (27,5)

Alto (T/C G/G) 74 (67,9)
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Tabela 30. Distribuicdo alélica, genotipica e fenotipica dos pacientes do estado do
Rio de Janeiro.

Rio de Janeiro

IL-10 N %)
-1082

G 62 (31,9)
A 132 (68,0)
GIG 11 (11,3)
GIA 40 (41,2)
AIA 46 (47.4)
-819

c 124 (63,9)
T 70 (36,9)
c/C 41 (42,3)
CIT 42 (43,3)
T 14 (14,4)
-592

C 124 (63,9)
A 70 (36,1)
c/C 41 (42,3)
CIA 42 (43,3)
AIA 14 (14,4)
Baixo (ACC/ACC; ACC/ATA; ATA/ATA) 46 (47,4)
Intermediario (GCC/ACC; GCC/ATA) 40 (41,2)

Alto (GCC/GCC) 11 (11,3)
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Tabela 31. Distribuicdo dos polimorfismos das citocinas de acordo com o nivel de
producao nos pacientes do estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
Citocina N (%)

IL-10 (-1082, -819, -592)

Baixo 46 (47.4)
Intermediario 40 (41,2)
Alto 11 (11,3)

TGF-beta (codons 10 e 25)

Baixo 5 (4,6)
Intermediario 30 (27,5)
Alto 74 (67,9)
IFN +874

Baixo 45 (42,4)
Intermediario 53 (50,0)
Alto 8 (7.5)
IL-6 -174

Baixo 3 (2,8)
Alto 106 (97,2)
TNF-308

Baixo 93 (85,3)

Alto 16 (14,7)




