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DISSERTACAO DE MESTRADO
RESUMO

O Virus linfotrépico humano de células T (HTLV) causa a Paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (TSP/HAM). A TSP/HAM é caracterizada por uma
paraparesia cronica e progressiva com danos na medula espinhal. Outras doengas
inflamatérias podem estar associados a TSP/HAM, como dermatite, meningite, encefalopatia,
alveolite pulmonar, uveite e miopatias. Pacientes com TSP/HAM e miopatias apresentam
fraqueza muscular, atrofia e infiltrado inflamatério no tecido muscular, composto por linfécitos T
CD4" infectados pelo HTLV-1 ou ndo infectados e células T CD8" HTLV-1 especificas. Isto
sugere a participacdo do sistema imune no desenvolvimento desta doencga. Estudos in vitro
mostraram que células T HTLV-1" ou seu sobrenadante podem gerar danos no tecido
muscular, sem que o musculo esteja infectado.

Neste contexto, nosso projeto visou determinar se ocorre modulagdo de expressao
génica de moléculas relacionados a migracao celular em células musculares humanas apés
tratamento com sobrenadante concentrado de células T infectadas pelo HTLV-1, quando
comparadas ao tratamento com solucdo salina. Observamos um aumento de expressao em
cinco genes de integrinas, de dois genes que codificam cadeias de laminina, e também de trés
metaloproteinases, em células musculares tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1. Nosso ultimo objetivo foi confirmar a especificidade da modulagao da
expressao génica causada por fatores secretados por células T infectadas pelo HTLV-1. A
analise comparativa entre as células musculares tratadas com sobrenadante concentrado de
célula T infectada versus célula T ndo infectada mostrou apenas um gene modulado entre
esses dois grupos, o gene que codifica a proteina trombospondina-1.

Em conclusao, mostramos que linfécitos infectados pelo HTLV-1 podem secretar fatores
capazes de modular a expressao de genes relacionados a migragao celular, como os genes de
integrinas, moléculas de adesdo, moléculas de matriz extracelular e metaloproteinases em
células musculares esqueléticas. Considerando que dados semelhantes foram observados com
sobrenadantes de linfocitos T ativados de linhagem Jurkat (ndo infectada por HTLV-1), é
provavel que fatores secretados pelos linfécitos infectados por HTLV-1 decorram de seu estado

de ativagéao.
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MASTER DISSERTATION
ABSTRACT

The human T cell lymphotropic virus (HTLV) can cause HTLV-1-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). HAM/TSP is characterized by a chronic
and progressive paraparesis with spinal cord damage. Other diseases can be associated with
HAM/TSP, such as dermatitis, meningitis, encephalopathy, pulmonary alveolitis, uveitis, and
myopathies. HAM/TSP patients with myopathies present muscle weakness, atrophy and
inflammatory infiltrate in muscle tissue, composed by infected and uninfected CD4+ T
lymphocytes and HTLV-1 specific CD8+ T cells. These findings suggest the participation of the
immune system during disease development. In vifro studies showed that HTLV-1-infected cells
or their culture supernatants can generate muscle damage, even without muscle infection.

In this context, our project aims to determine whether cellular migration-related genes
are modulated in human muscle cells treated with culture supernatant from HTLV-1 infected T
cells, or exposed only to phosphate buffered saline.

We observed increased expression of five integrin, two laminin chain and three matrix
metallopeptidases genes in muscle cells treated with supernatants from HTLV-1-infected cells.

An additional goal was to confirm the specificity of gene expression modulation caused
by soluble factors released by HTLV-1-infected cells. Thus, we analyzed modulation of gene
expression in muscle cells treated with supernatants from either T cells infected or not by HTLV-
1. In these assays, we found alteration only in the thrombospondin-1 gene, which was down-
regulated.

In conclusion, we showed that HTLV-1-infected lymphocytes can secrete factors that are
capable to modulate migration-related genes, such as genes of integrins, adhesion molecules,
extracellular matrix molecules and matrix metallopeptidases in skeletal muscle cells.
Considering that similar data were also observed with supernatant from an activated T
lymphocyte lineage not infected by HTLV-1 (Jurkat cells), it is possible that secreted factors
from HTLV-1 infected lymphocytes are related to its activation state.
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1.  INTRODUCAO

1.1. HTLV: aspectos epidemiolégicos

O Virus linfotrépico humano de células T (HTLV) € um retrovirus pertencente a
familia Retroviridae e género Deltaretrovirus (Ohtsuki et al., 1982). Descrito por Poeisz
e colaboradores em 1980, foi o primeiro retrovirus humano a ser descoberto (Poiesz et
al., 1980). A classificagdo em virus HTLV do tipo 1 (HTLV-1) ocorreu em 1982, sendo
em seguida descrito o virus tipo 2 (HTLV-2), que apresenta aproximadamente 70% de
similaridade em sua sequéncia nucleotidica com o tipo 1 (Kalyanaraman et al., 1982,
Manns & Blattner 1991). Recentemente foram descritos mais dois virus relacionados,
classificados como HTLYV tipo 3 e tipo 4 (HTLV-3 e HTLV-4), ambos isolados na regiao
da Africa Central (Calattini et al., 2005; Mahieux & Gessain 2009). O virus HTLV-1 é
mais encontrado em pacientes que apresentam patologias associadas ao virus,
enquanto que tal associacdo nao foi determinada de maneira definitiva para o HTLV-2
(Lehky et al., 1996)

Especificamente em relacdo ao HTLV-1, sdo descritos 4 subtipos com
caracteristicas genéticas distintas: africano, cosmopolita, japonés e nelanesiano
(Slattery et al., 1999) . No entanto, segundo Ehrlich e colaboradores, ndo ha correlagao
estabelecida entre patogenicidade e esses subtipos virais (Ehrlich et al., 1992). No
Brasil, o subtipo cosmopolita € o mais predominantemente encontrado em pacientes
infectados pelo HTLV-1 (Yamashita et al., 1999).

Embora haja poucos estudos de prevaléncia da infec¢ao pelo HTLV no mundo,
acredita-se que em torno de 15 a 20 milhdes de pessoas estejam infectadas, sendo a
maioria delas oriundas de regides endémicas, como o sul do Japdo, Africa sub-
saariana, Bacia do Caribe, América Latina e paises do Oriente Médio, como o Ira
(Proietti et al., 2005). Nestas regides, os indices de individuos soropositivos para o
HTLV-1 sdo muito elevados: no sul do Japao foi observada uma prevaléncia acima de
10% (Morofuji-Hirata et al., 1993). J& em paises da Bacia do Caribe foi descrito um
indice de 6%, e nos paises da Africa Sub-Saariana esse indice é de 5% (Proietti et al.,
2005).

Por outro lado, em paises da Europa, a soro-prevaléncia é baixa, em torno de
0,1%, mas indices mais altos sdo observados dentro das populacées de imigrantes
(Ades et al., 2000). Um estudo recente realizado com doadores de sangue na Turquia

revelou um indice muito baixo na prevaléncia da infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2, tanto
13



que nessa regiao foi questionada a importancia da sorotipagem dos doadores (Sertoz
et al., 2010). A Figura 1.1 ilustra a freqiéncia deste virus em diversas regides do
mundo.

No Brasil, estudo realizado em doadores de sangue mostrou alta prevaléncia
dos virus HTLV-1 e HTLV-2 nos estados do Para, Bahia, Maranhdo, Amapa e
Pernambuco, com indices de 7,5 a 10 infectados para cada 1000 habitantes. Ja os
estados de Santa Catarina e Rondb6nia apresentaram prevaléncia abaixo de 1/1000
habitantes (Catalan-Soares et al., 2005).

Proporcao dapopulacio
infectadapelo HTLY-I

W /oo
[ -1/100>1/10000

|: <1,/10000

D Desconhecida

Figura 1.1: Distribuicao de casos HTLV-1 na populacao mundial. Adaptado de
Cooper et al., 2009.

A heterogeneidade dos indices de infeccdo pelo HTLV pode ser observada
praticamente em todo o mundo, e isso ocorre inclusive dentro da populacdo de um
mesmo pais, como sao os casos de Brasil e Japao. Mesmo hoje, pouco se sabe sobre
0 porqué de algumas populacdes apresentarem altos indices de prevaléncia, enquanto
outras nao (Cooper et al., 2009). Um dos motivos pode ser inerente aos proprios
estudos ja realizados, pois poucos trabalhos apresentam analises mais abrangentes de
populacao. A maioria das analises epidemiolégicas tem sido realizada utilizando grupos
selecionados, tais como, doadores de sangue, gestantes, habitantes de pequenas
regides, etc. Neste sentido, o rastreamento realizado em pequenos grupos
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selecionados € pouco representativo, gerando um resultado subestimado para os
nuameros de infectados pelo virus HTLV (Cooper et al., 2009).

1.2. Vias de transmissao do HTLV

A transmissdo do HTLV-1 pode ocorrer de diferentes maneiras: transmissao
horizontal através de transfusdo de sangue e compartilhamento de seringas e agulhas
contaminadas; via sexual, com maior possibilidade de transmissdao do homem para
mulher; transmissao vertical durante o aleitamento materno prolongado (Manns et al.,
1999). O HTLV pode ser transmitido pelas mesmas vias de transmissao que o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sendo, no entanto considerado menos infectante que o
HIV (Mazurov et al., 2010).

As estratégias de transmissao utilizadas pelo HTLV nao estdo completamente
elucidadas, e a ocorréncia de um longo periodo de laténcia do virus durante a infeccao
dificulta estes estudos. Sabe-se que, ao contrario do HIV, o HTLV-1 existe
predominantemente como um provirus associado as células infectadas (Tachibana et
al., 1992).

O HTLV-1 possui tropismo por linfécitos T, principalmente células T CD4",
podendo, no entanto, infectar células T CD8", células dendriticas, macréfagos,
mondcitos e células-tronco hematopoiéticas na medula éssea (Hanon et al., 2000,
Koyanagi et al., 1993, Macatonia et al., 1992). Células da medula 6ssea infectadas
podem funcionar como um potencial reservatério do virus durante a infeccéo, devido a
expansao clonal das células com o provirus (Banerjee et al., 2008).

Além de células do sistema imune, o HTLV pode infectar astrdcitos e microglia,
isto &, células do sistema nervoso central (Grant et al., 2002).

As células T naturalmente infectadas pelo HTLV geralmente nao secretam o
virus, sendo a carga viral indetectavel no soro de pacientes (Majorovits et al., 2008).
Presume-se que durante os estagios iniciais da infeccdo, a maioria das novas
infecgdes celulares decorra da infeccao por contacto célula-célula, que ocorre a partir
de interagdes inespecificas entre linfécitos T, resultando em uma infecgao policlonal.
Em estagios tardios, quando o equilibrio entre a replicacao viral e a resposta imune é
alcancado, o HTLV-1 multiplica-se principalmente por expansao clonal dependente da
mitose da célula hospedeira infectada (Verdonck et al., 2007).

Essa passagem do virus por contato célula-célula é mediada pela formacéao de
uma sinapse virolégica, que consiste no estabelecimento de uma regido de interagao
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entre a célula infectada e a célula-alvo, com polarizagao de microtlbulos e participacao
de moléculas virais como a Tax, e de moléculas do hospedeiro que medeiam a
interacdo célula-célula, como a molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1) e o
antigeno associado a funcao leucocitaria (LFA-1). As particulas virais sdo direcionadas
para a sinapse através da orientacdo dos microtubulos (Nejmeddine et al., 2005).

Como ja mencionado, a dissemina¢do do HTLV-1 ocorre basicamente através
do contato celular, pois o virus livre é pouco infeccioso (Bangham 2003), embora
existam dados demonstrando que particulas virais livres podem infectar células
dendriticas, e que estas podem transmitir o virus para linfécitos T (Jones et al., 2008).
Este mecanismo pode ser relevante para a disseminacao do virus durante a fase inicial
da infecgéo, pois quando o virus atinge o organismo através de mucosas (local onde
células dendriticas possuem um papel fundamental na captacdo de antigenos) sua
incorporacdo em células-alvo ocorre de maneira mais rapida e eficiente (Jones et al.,
2008).

1.3. Mecanismos de infeccao e regulacao do HTLV

O HTLV é um virus envelopado e seu genoma é composto de duas fitas simples
de RNA de polaridade positiva, ou seja, um retrovirus com capacidade de produzir a
enzima transcriptase reversa e promover a transcricdo do genoma de RNA em fita de
DNA complementar (Verdonck et al., 2007). O genoma viral € composto de varios
genes conforme ilustrado na Figura 1.2.

O ciclo replicativo viral é iniciado com a ligacdo de glicoproteinas de superficie
do envelope do HTLV-1, como gp46 (porcao de superficie) acoplada a gp21 (porcao
transmembranar), e a moléculas especificas presentes na membrana das células do
hospedeiro. O primeiro receptor descrito para o HTLV-1 foi a molécula transportadora
de glicose-1, Glut-1 (Manel et al., 2003). Recentemente outras moléculas, como a
proteoglicana heparano sulfato (HSPG) e a neuropilina-1 também foram descritas como
receptores, mediadores da entrada do HTLV-1 na célula (Lambert et al., 2009).
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Figura 1.2. Esquema do genoma do HTLV. As regides LTR compdéem as
extremidades do genoma viral, a regiao gag codifica proteinas estruturais enquanto que
env codificaproteinas do envelope viral, a regiao pol codifica as enzimas, protease,
integrase e transcriptase reversa, a regiao px codifica proteinas regulatérias p12, p13,
p21 e p30, além das proteinas Tax e Rex. A proteina HBZ é codificada a partir de
splicing do RNAm oriundo de parte da regido px e parte da regido LTR. Adaptado de
Verdonck et al., 2007.

Apés a ligacao entre as glicoproteinas de superficie do envelope viral com os
receptores da célula hospedeira, ocorre a penetracao do nucleocapsidio no interior da
célula e a transcricdo do genoma viral de RNA fita simples para DNA de fita dupla, pela
transcriptase reversa. Em seguida, ha a integracdo do genoma viral ao genoma da
célula hospedeira, através da acdo da enzima viral integrase. Nesta fase o virus é
chamado de provirus (Verdonck et al., 2007).

Apoés a integracao do virus no genoma da célula hospedeira ocorre ativagao da
transcricdo do genoma viral, com a participacdo de proteinas virais acessérias e da
maquinaria celular hospedeira. A regiao genémica pX do HTLV-1 codifica as proteinas
acessorias p12l, p271, p13Il e p30Il, através de diferentes formas de splicing alternativo
do RNA mensageiro, que inclui dois segmentos de fase de leitura aberta (ORF | e ORF

II). As proteinas virais acessorias p12 e p30 atuam na regulacao da expressao génica,
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através da ativacao de fatores de transcricao, e estao relacionadas com a manutencao
da carga proviral durante a infeccdo (Bartoe et al., 2000, Ding et al., 2002), e com
alteracdes do ciclo celular (Datta et al., 2007).

As proteinas ndo estruturais Tax e Rex também séo codificadas a partir da
regiao pX do HTLV-1. A proteina Tax induz a transcricao do genoma proviral através da
interacdo com fatores de transcricdo que se ligam as regides terminais nao codificantes
do provirus (LTRs). Tax € uma fosfoproteina de localizacdo nuclear que, além de
promover a transcricdo de genes virais, pode induzir a expressao de genes da célula
hospedeira (Wano et al., 1988). Esta proteina é capaz de promover a expressao génica
dos proto-oncogenes c-fos, myc e egr (Nagata et al., 1989; Duyao et al.,, 1992); e de
fatores de crescimento celular, tais como: o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) (Trejo et al., 1997), o fator estimulador de colénias de granuldcitos e
macréfagos (GM-CSF) (Nimer et al., 1989) e o fator de crescimento tumoral B (TGF-B)
(Kim et al., 1990). Além disso, a proteina Tax esta envolvida na inducao de expressao
das citocinas, interleucina-1, interleucina-2, interleucina-3 e interleucina-6, além da
cadeia a do receptor de interleucina-2 (IL-2Ra) (Franchini, 1995); moléculas de adesao,
como ICAM-1 (Tanaka et al., 1996) e na ativacao de fatores de transcricdo, como NF-
kB (fator nuclear kB ), a proteina CREB (cAMP response element-binding protein) e
AP-1 (activator protein-1) (Yoshida, 2001).

Outra proteina do HTLV-1, conhecida como HBZ (basic leucine zipper factor),
codificada a partir de splicing RNA mensageiro antisenso transcrito da regiao 3' LTR e
parte da regiao px, como mostrado na Figura 1.2 (Satou et al., 2006), é comumente
expressa em células leucémicas de pacientes infectados que nao expressam Tax, isto
€ 60% dos casos (Takeda et al.,, 2004). Existe uma coordenacdo na expressao das
proteinas Tax e HBZ, isto é, Tax ativa a expressado de HBZ, que por sua vez, reprime a
expressao de Tax (Satou et al., 2006). Este evento contribui para o escape de células
infectadas da agdo do sistema imune devido a ineficiéncia da resposta citotdxica
especifica para HBZ, e pelo fato de Tax induzir uma forte resposta citotéxica. Logo, ao
promover a repressao de Tax, HBZ contribui para a persisténcia do HTLV-1 e para a
manutencado do reservatorio viral durante a infecgdo (Suemori et al., 2009).

Diferentemente de Tax, a proteina Rex age como regulador pés-transcricional do
HTLV-1, atuando no processamento e transporte de moléculas de RNA mensageiro
viral. Desta maneira, Rex pode induzir o acumulo de proteinas estruturais, em
detrimento de proteinas acessérias, favorecendo a producao de virus. Ou seja, no
inicio da infecgdo a quantidade de Rex ainda € insuficiente, mas a medida que ha
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acumulo de Rex, ocorre a mudanca da fase de producao viral. Assim, Rex funciona
como um regulador positivo, que controla a transicéo da fase inicial, fase latente e fase
tardia da producao de particulas virais (Younis & Green, 2005).

1.4 Doencas associadas ao HTLV-1

As principais doengas associadas a infec¢do pelo HTLV-1 sdo a Leucemia da
célula T do adulto, conhecida como ATL, e a Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLV, ou TSP/HAM. Os riscos de desenvolvimento destas patologias
variam de indices de 2,5% a 5% para ATL (Yamaguchi & Watanabe 2002; Murphy et
al., 1989) e de 0,3% a 2% para TSP/HAM dentre os individuos infectados pelo HTLV-1.
Entretanto, este percentual pode mudar nas diferentes populacées (Maloney et al.,
1998; Kaplan et al., 1990).

A relacdo entre a infeccdo viral e o desenvolvimento de uma doenca em
detrimento da outra continua a ser investigada, apesar de alguns autores afirmarem
que o desfecho clinico pode estar relacionado com a via de infec¢ao do paciente (Grant
et al., 2002).

Em geral, as patologias relacionadas ao HTLV-1 ocorrem apés 20 a 30 anos de
laténcia viral. No entanto, casos de dermatite infecciosa podem ocorrer em pacientes
durante a infancia e adolescéncia (Primo et al., 2009). Além disso, ha relatos de lesbes
dermatoldgicas encontradas durante triagem de doadores de sangue HTLV-1 positivo
(Goncalves et al., 2003).

A grande maioria dos individuos infectados pelo HTLV-1 permanece sem
manifestagdes clinicas claras durante toda a vida, sendo classificados como
carreadores assintomaticos. Este grupo representa um grande risco para saude
publica, j& que muitos desses individuos desconhecem sua condicdo, o0 que gera ainda
um problema na determinacéao real da disseminagao do HTLV-1 no mundo.

1.4.1. Leucemia/linfoma da célula T do adulto — ATL

A leucemia/linfoma da célula T do adulto € uma doenca linfoproliferativa que
acomete linfécitos T periféricos de adultos com pelo menos 20 a 30 anos de infeccao
pelo HTLV-1, e que apresenta alta agressividade (Yoshida et al., 1982). Foi descrita
inicialmente em 1977 no Japao, e mais tarde no Caribe e América do Sul (Blattner et
al., 1982, Blayney et al., 1983; Uchiyama et al., 1977).
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O periodo de sobrevivéncia a partir do diagnéstico varia de 4 a 6 meses para
ATL tipo aguda, de 9 a 10 meses para o tipo linfomatoso, de 17 a 24 meses para o tipo
crénico, e de 34 meses a 5 anos para o tipo latente (Shimoyama 1991). O diagndéstico
requer a deteccao no sangue de células ATL, ou flower cells, que se caracterizam pelo
nacleo de cromatina condensada. O diagnéstico também acompanha a
imunofenotipagem de linfocitos periféricos, e de bidpsia de linfonodos nos casos de
linfoadenopatia. Além disso, podem ser observadas lesbes de pele, figado, baco,
pulmdes, trato gastrointestinal, medula 6ssea, ossos e sistema nervoso central
(Tsukasaki et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais o HTLV-1 desencadeia a ATL ainda nao foram
completamente elucidados. No entanto, sabe-se que a proteina Tax exerce um papel
fundamental no processo de transformacao maligna das células infectadas, pois ela é
capaz de induzir ativagao de linfocitos T, induzir ou inibir apoptose celular, promover
acumulo de dano no DNA, além de interferir com a fungdo das proteinas do ciclo
celular (Chlichlia & Khazaie, 2010). Desta maneira, a proteina Tax esta relacionada a
inducdo de aneuploidia e instabilidade genémica das células T infectadas, o que
aumenta a possibilidade do surgimento de células neoplasicas, contribuindo para o
desenvolvimento da ATL em pacientes HTLV-1-positivos (Marriott & Semmes, 2005).
Além disso, camundongos transgénicos que expressam Tax desenvolvem doenca

linfoproliferativa (Grossman et al., 1995).

1.4.2. Paraparesia espastica tropical/Mielopatia associada ao HTLV

A TSP/HAM é a doenca neurolégica mais comumente associada a infecgéao pelo
HTLV-1. Apresenta progressao cronica e decorre da desmielinizacdo da medula
espinhal com degeneracao neuronal, e resulta em um quadro clinico de paraparesia
espastica lenta e progressiva de membros inferiores, além de outros sintomas, como
distarbios urinarios e sexuais, dor lombar, e leve perda sensorial de membros inferiores
(Nakagawa et al., 1995). Essa doenca progride mais rapidamente em mulheres que em
homens. Ainda que a razéo para tal diferenca seja desconhecida, existem relatos de
que horménios sexuais possam estar envolvidos (Lima et al., 2005).

O risco de desenvolvimento da TSP/HAM em carreadores assintomaticos varia
de 0,25% a 4% entre diferentes grupos étnicos. A doenca ocorre mais frequentemente
em areas endémicas, com casos esporadicos em regides ndo endémicas (Nakagawa
et al., 1995; Hisada et al., 2004).
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Dentre os fatores de risco para TSP/HAM incluem-se fatores genéticos que
conferem predisposi¢éo ou resisténcia ao desenvolvimento da doenca nos individuos
infectados. Estudos de polimorfismo génico sugerem que a presenca do alelo - 863A
do gene TNF-a, e mutagcbes no promotor do gene MMP-9, estdo associadas a um
aumento de risco de adquirir TSP/HAM entre individuos infectados. Por outro lado,
individuos que apresentam o alelo -592A para o gene IL-10 possuem certa protecéo ao
desenvolvimento da TSP/HAM (Kodama et al., 2004; Vine et al., 2002). Segundo os
autores, o polimorfismo génico estaria associado a capacidade da proteina viral Tax de
promover a ativacdo dos genes IL-10 e MMP-9 e esta habilidade estaria sendo
prejudicada ou aumentada em individuos que possuem determinados alelos, gerando
alteracoes da resposta imune no sitio de inflamacao.

Além disso, ha indicios de associacdo entre o padrdo de HLA de certas
populacdes e o risco de desenvolvimento da TSP/HAM. Por exemplo, foi demonstrado
que a presenca do alelo HLA-A*02 confere protecédo, enquanto que o alelo DRB1*0101
confere susceptibilidade a este tipo de patologia (Jeffery et al., 1999). No entanto, este
tipo de associacdo pode variar de acordo com a populacdo de estudo, por
apresentarem variagdes na composicao dos alelos HLA (Jeffery et al., 2000).

O perfil de pacientes TSP/HAM ¢é caracterizado pela alta carga proviral que
estes individuos apresentam, quando comparados com pacientes HTLV-1 positivos
assintomaticos (Gessain et al., 1990), havendo assim uma correlacao positiva entre a
carga proviral e o risco de desenvolver TSP/HAM (Primo et al., 2009).

Outro evento importante durante a TSP/HAM ¢é a ruptura da barreira hemato-
encefdlica destes pacientes. Foi demonstrado que a presenca de citocinas pré-
inflamatérias, como IL-1 e TNF-a, secretadas por linfécitos infectados, induzem a
ruptura das juncdes oclusivas presentes no endotélio, resultando em alteracbées de
permeabilidade da barreira hemato-encefalica (Afonso et al, 2007). Este evento
favorece ainda mais a passagem de linfcitos para o Sistema Nervoso Central (SNC).
A seguir 0 esquema mostra a composi¢cao da barreira hemtoencefalica Figura 1.3.
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Figura 1.3. Esquema representando a barreira hemato-encefalica. No sangue
periférico se encontram as células do sistema imune que podem atravessar a barreira
hemato-encefalica, composta por células endoteliais unidas por jungdes oclusivas e
membrana basal. Dentre as células do SNC, proximo a barreira localizam-se os
astrécitos circundados por células da microglia. Adaptado de Francis et al., 2003.

Para melhor compreender as hip6teses de desenvolvimento de lesées no SNC é
importante ressaltar a composicao celular da medula espinhal, células que exercem
papel fundamental na fisiopatologia da TSP/HAM. O SNC é composto por neurénios e
células gliais, estas sdo subdivididas em macroglia — oligodentrocitos e astrécitos -- e
microglia — macréfagos do SNC. Durante a infeccdo pelo HTLV-1 populacbes de
células residentes no SNC tém-se mostrado suscetiveis. Sabe-se que a perda celular
que ocorre na medula espinhal durante a TSP/HAM esta relacionada a ativacao de
células da microglia e astrécitos, a presenca de infiltrado inflamatério composto de
linfocitos T CD4™ e T CD8" especificos para o virus e a producdo de citocinas
inflamatérias, eventos estes que aumentam o fluxo de células da periferia para o SNC e
que contribuem para o dano tecidual local e consequente persisténcia da resposta
inflamatéria no SNC (Grant et al., 2002).

Diversos mecanismos nao excludentes podem estar envolvidos na
desmielinizacado e inducéo de morte celular no SNC, que ocorrem na medula espinhal
de pacientes acometidos por TSP/HAM. Dentre eles, podem ser citados: mecanismo
direto de dano tecidual, lesdo causada por linfocitos bystander, e ainda reacao
autoimune envolvendo mimetismo molecular (Osame, 2002). O dano tecidual direto
ocorre quando células T citotéxicas especificas para proteina viral Tax atravessam a

barreira hemato-encefélica, e causam lise direta das células do SNC. A ativagao
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persistente destas células T citotéxicas indica presenca de antigenos virais no SNC de
maneira continua (Parker et al., 1992). O mecanismo bystander envolve dano tecidual
no SNC provocado pela liberacao de citocinas pro-inflamtérias; neste caso, a lesdo nao
esta relacionada com resposta imune antigeno-especifica contra células do SNC. A
lesdo ocorre, entdo, pela presenca de células inflamatérias no local da leséo (ljichi et
al., 1993, Selmaj et al., 1991). Por ultimo, o dano provocado por mecanismo autoimune
acontece através da acdo de linfocitos T CD4" especificos para antigenos virais
similares a antigenos préprios, que sdo comumente expressos por células do SNC.
Neste caso, a resposta imune seria deflagrada por mimetismo molecular, uma resposta
contra antigenos do HTLV-1 resultam em reacdo cruzada contra antigenos do
hospedeiro, resultando em dano de células que compdem o SNC. Como exemplo, ha a
reacdo cruzada contra a molécula neuronal proteina heterogénea ribonuclear Af
(hnRNP-A1), gerada pela reacao contra a proteina viral Tax (Levin et al., 2002).

Durante a infeccdo pelo HTLV-1 sdo detectados anticorpos contra moléculas
virais em todos os pacientes infectados, inclusive em carreadores assintomaticos. No
entanto, pacientes TSP/HAM apresentam titulos maiores de anticorpos anti-HTLV-1 do
que individuos assintomaticos (Shinzato et al., 1993). Em relacdo aos epitopos mais
reconhecidos por anticorpos anti-HTLV, detectou-se que anticorpos contra as proteinas
do envelope viral aparecem em titulos similares entre os trés grupos de individuos
HTLV-1-positivos (carreadores, ATL e TSP/HAM). Porém, os titulos de anticorpos
contra a proteina Tax sdo maiores em pacientes com TSP/HAM que nos outros grupos
de pacientes infectados (Lal et al., 1994).

Foi também verificado que a frequéncia de linfécitos T CD8" especificos é maior
em pacientes TSP/HAM do que em individuos assintomaticos (Nagai et al., 2001), e
que estas células possuem potencial para producdo de citocinas pro-inflamatérias
(Kubota et al., 1998), estando envolvidas com o processo de eliminacao de células
infectadas. Contudo, ainda ndo se sabe ao certo o papel dos linfécitos T citotoxicos
nesta patologia. Estudo recente sugere que pacientes TSP/HAM apresentam alta
frequéncia de linfécitos T CD8" especificos para o HTLV-1, porém com baixa
capacidade litica, enquanto que carreadores possuem uma frequiéncia menor de
linfécitos citotéxicos com alta capacidade litica (Sabouri et al.,, 2008). Estes dados
sugerem que a alta frequéncia de tais linfécitos T CD8" anti-HTLV-1 em pacientes com
TSP/HAM contribuem para o processo inflamatério de desmielinizacdo da medula
espinhal, e consequentemente com o agravamento do quadro clinico. A hipétese é que
a presenca de uma grande quantidade de células citotoxicas, produtoras de citocinas
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pré-inflamatérias e com capacidade reduzida de eliminar as células infectadas,
favoreca o aumento da carga proviral nestes individuos (Sabouri et al., 2008).

Além do comprometimento linfocitario, foram isoladas células dendriticas
infectadas de pacientes TSP/HAM (Macatonia et al., 1992). Viu-se ainda que a proteina
Tax é capaz de induzir ativagdo e maturacao rapida dessas células, e que tal fato
estaria associado ao desenvolvimento da doenca, tendo em vista que contribuiria para
a estimulacdo e manutencao de células T CD8" especificas para Tax, favorecendo ao
acumulo destas células em individuos infectados (Manuel et al., 2009). Além disso,
recentemente foi descrito que, células dendriticas podem ser infectadas por virus livre,
sendo em seguida capazes de transmiti-lo para linfécitos ndo infectados, favorecendo,
assim, a disseminacao da infeccao (Jones et al., 2008). Estes dados mostram que as
células dendriticas também possuem um papel relevante na fisiopatologia da
TSP/HAM.

Em conjunto, os dados resumidos acima sugerem que interagcdes entre o virus e
o sistema imune do hospedeiro desempenhem papel importante na fisiopatologia da
TSP/HAM. A resposta citotéxica ineficiente contra o HTLV-1 permite o aumento da
carga viral e da expressao de antigenos virais em pacientes infectados, o que resulta
em intensa ativacdo de resposta antigeno-especifica, e em forte inducdo da producéo
de citocinas e quimiocinas, favorecendo, em ultima analise, o desencadeamento e
progressao da TSP/HAM.

1.4.2.1. Papel da proteina viral Tax durante a TSP/HAM

A proteina Tax do HTLV-1 tem peso molecular de 42 kDa, pode formar dimeros.
Possui uma por¢ao de localizacao nuclear e uma porcao de exportacao nuclear, o que
permite a sua localizacdo tanto no nucleo como no citoplasma (Alefantis et al., 2003;
Smith & Greene, 1992). A principal fungdo da proteina Tax € induzir a transcricdo do
genoma viral. Sua capacidade de regular diferentes mecanismos celulares deve-se a
propiedade de interagir com varios fatores celulares, através de interacdes proteina-
proteina. Por isso, a proteina Tax parece ter papel-chave no desenvolvimento de
doencas associadas a infeccdo pelo HTLV-1, j& que se associa, direta ou
indiretamente, com diversas proteinas celulares, como fatores de transcricao, proteinas
do ciclo celular, e proteinas codificadas por genes supressores de tumor (Suzuki &
Yoshida, 1997), enzimas envolvidas no condensamento de cromatina (Lu et al., 2004),
proteinas de sinalizacdo celular (Lee et al., 2002), e ainda proteinas envolvidas com
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vias secretoérias, como porinas nucleares (Alefantis et al., 2005). Com todas essas
possibilidades de interagdes, a proteina Tax pode interferir em processos fundamentais
para célula hospedeira, tais como, expressao génica, ativacdo celular, proliferacédo e
sobrevivéncia. Além disso, Tax pode ser encontrada no meio extracelular, sendo
liberada como decorréncia de apoptose celular e, ainda, por vias secretérias a partir de
células infectadas (Boxus et al., 2008).

Estudos mostram que Tax contribui para a forte ativagdo da resposta imune que
ocorre durante a TSP/HAM, seja pela indugcdo de uma resposta inflamatoria
exacerbada e ineficiente na eliminacdo do virus, ou por induzir citocinas pré-
inflamatérias em células infectadas, como a producdo de TNF-a em linhagem de
células neuronais humanas (Cowan et al., 1997). Além disso, efeitos patolégicos
observados em pacientes TSP/HAM, como desmielinizacdo do SNC, talvez sejam um
efeito direto de tax (Selmaj&Raine 1988). Foi observado que células da microglia
produzem TNF-a, IL-1p e IL-6, e macrofagos primarios de sangue periférico secretam
TNF-a, em resposta a Tax (Dhib-Jalbut et al., 1994). Estes dados sugerem fortemente
um envolvimento de Tax ndo sé na indugédo da producgéo de citocinas pré-inflamatérias,
mas também na perda tecidual que ocorre no SNC durante o desenvolvimento da
TSP/HAM.

1.5. Miopatias associadas ao HTLV-1

Pacientes HTLV-1-positivos podem desenvolver doengcas musculares, dentre
elas a miopatia inflamatéria idiopatica, a polimiosite (Gilbert et al, 2001), a
dermatomiosite (de Oliveira Mde et al., 2004) e a miosite esporadica com corpos de
inclusdo (Matsuura et al., 2008).

As miopatias sdo caracterizadas por atrofia de fibras musculares, e pela
presenca de infiltrado inflamat6rio composto de linfécitos e macréfagos. No entanto, os
mecanismos pelos quais o virus desencadeia 0 surgimento dessas patologias
continuam desconhecidos. A associagao entre polimiosite e a infeccao por HTLV-1 tem
sido relatada na literatura. Um estudo realizado na Jamaica mostrou que a maioria dos
pacientes portadores de poliomiosite eram HTLV-1-positivo (Morgan et al., 1989). Em
outro estudo realizado no Japao, foi demonstrado que a incidéncia de polimiosite
associada a infeccdo pelo HTLV-1 era superior em areas endémicas para o virus
(Higuchi et al., 1992).
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A Figura 1.4 mostra o intenso infiltrado inflamatério, em caso de polimiosite

assocoado a infecgdo pelo HTLV-1.

Figura 1.4. Amostra de tecido muscular esquelético exibindo infiltrado
inflamatério perimisial e atrofia de fibras. Tecido muscular obtido através de biépsia
de paciente HTLV-1" com polimiosite. Coloragdo por hematoxilina-eosina. Aumento de
40X. Adaptado de Oliveira et al., 2000.

Foi demonstrado que, em les6es musculares de pacientes HTLV-1-positivos, a
marcacdo para o virus coincide com a presenca de linfécitos T CD4" (Higuchi et al.,
1996), e de linfécitos T CD8" especificos para Tax (Ozden et al., 2004). Estes dados
sugerem que a polimiosite ndo estaria associada a um efeito direto do virus sobre
fibras musculares, e sim mediado por células do sistema imune sob o impacto da
infecgdo pelo HTLV-1.

Por outro lado, foram relatados casos de miosite esporadica com corpos de
inclusdo durante a infecgcdo pelo HTLV-1, e que a progressdo da doenga poderia
requerer persisténcia viral e ativagdo de resposta inflamatéria direta anti-virus ou anti-
musculo, com a possibilidade inclusive de o HTLV-1 induzir doenga autoimune no
tecido muscular (Ozden et al., 2001).

A ativagéo da resposta imune no tecido muscular, causada pelo HTLV-1, leva ao
aumento dos niveis de citocinas no tecido e, ainda, ao aumento da expressao de
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moléculas de adesdo (Dalakas & Sivakumar, 1996), o que pode estar associado ao
desenvolvimento das lesbes observadas em biopsias musculares. Neste contexto, o
entendimento sobre o papel da ativacédo de linfécitos e secrecao de citocinas, induzidas
pelo virus durante a infeccdo, € de grande importancia para o entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos associados a infeccdo pelo HTLV-1. Em vista disto,
Ozden e colaboradores (2005), utilizaram um modelo in vitro de estudo, utilizando
cultivos de miotubos humanos diferenciados, com o objetivo de determinar os efeitos
de uma linhagem de linfécitos infectados pelo HTLV-1 sobre células musculares. Os
autores mostraram que o contato de linfécitos infectados gerava um encolhimento ou
estreitamento de fibras musculares apds adesao as células infectadas. O mesmo efeito
se repetiu em ensaio, no qual, as fibras musculares forma expostas apenas ao
sobrenadante de cultivos de linfécitos infectados. Estes dados sugerem que tanto o
contato celular, como o contato com moléculas solUveis produzidas pelas células
infectadas, sdo capazes de gerar efeito de encolhimento em fibras musculares in vitro.
Por outro lado, quando o sobrenadante da cultura de linfocitos infectados foi tratado
previamente com soro de paciente TSP/HAM, o fendmeno foi revertido, ou seja,
anticorpos anti-HTLV-1 poderiam inibir fatores virais sollveis, resultando na reversao
do encolhimento das fibras musculares in vitro. (Ozden et al., 2005). Pelo fato de
pacientes TSP/HAM possuirem altos titulos de anticorpos anti-Tax no soro, uma
hipotese discutida pelos autores seria a de que a proteina Tax, secretada por células
HTLV-17, estaria envolvida na geragdo dessas mudancas morfoldgicas.

No entanto, ndo foram encontradas evidéncias de infeccdo em células
musculares in vivo, sendo a deteccdo do HTLV-1 no musculo restrita as células do
infiltrado inflamatério (Higuchi et al., 1995).

Em experimentos realizados com bidpsias musculares de pacientes HTLV-1-
positivos com miosite, foram encontradas evidéncias de atrofia muscular, presenca de
linfécitos infectados pelo virus e ainda linfécitos T CD8" ativados especificos para
proteina viral Tax (Ozden et al., 2004). Isto indica que, a miosite provocada pela
infeccdo do HTLV-1 resulta de uma sequéncia de eventos que geram um complexo
quadro, no qual, fatores do sistema imune, componentes virais e, ainda, mecanismos
celulares do préprio tecido muscular, estariam envolvidos. No entanto, a sequéncia real
de eventos que ocorrem no processo fisiopatoldgico de miosites associadas ao HTLV-1
continua desconhecida. Sem duvida, dentre os eventos cruciais esta o recrutamento de
células inflamatdrias para o tecido muscular, assim como sua permanéncia no sitio de

lesdo.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

Pacientes infectados pelo Virus linfotrépico humano de células T (HTLV), podem
desenvolver a sindrome neurolégica conhecida como, paraparesia espastica tropical
associada ao HTLV (TSP/HAM), pacientes acometidos por esta patologia podem
apresentar casos de miosite. Em um estudo envolvendo pacientes com TSP/HAM e
miosite, mostrou uma reacao imune crénica, com a presenca de células mononucleares
positivas para Tax e linfécitos T citotéxicos anti-Tax nas lesées musculares (Ozden et
al., 2004). O virus HTLV-1 ja foi detectado em células T CD4*, mas nao nas fibras
musculares de pacientes (Leon-Monzon et al., 1994).

Evidéncias da literatura dao suporte a hipotese de que a miosite associada ao
HTLV-1 ndo se deve a persisténcia da infeccdo na fibra muscular, mas sim a um
processo gerado pela presenca de células mononucleares HTLV-1*, que infiltram no
musculo e liberam citocinas e/ou a proteina Tax, induzindo modificacdes citopaticas.
Tais alteracbes foram observadas 24 horas apds o tratamento de culturas de
mioblastos diferenciados com sobrenadante de células T HTLV-1*. Além disso, o efeito
citopatico foi inibido apds a adicao de soro oriundo de pacientes infectados pelo HTLV-
1 (Ozden et al., 2005).

Neste contexto, fica clara a correlagao entre a presenca de células migratorias e
a patogénese da miosite em pacientes TSP/HAM.

Assim, nosso primeiro objetivo neste trabalho foi verificar a ocorréncia de
modulacdo de expressao génica (em particular genes relacionados ao controle de
migracao celular) em células musculares humanas apods exposicdo a fatores
secretados por linfocitos T infectados pelo HTLV-17.

Como segundo obijetivo, verificar se a modulacdo de expressdo génica gerada
pelos fatores secretados por linfécitos T HTLV-1 positivos seria um efeito especifico de
células infectadas pelo HTLV-1".

Conceitualmente, o alcance de tal objetivo nos permitira ter uma idéia mais clara
sobre 0s mecanismos moleculares envolvidos no recrutamento de linfécitos T para o

sitio muscular inflamado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultivos celulares

Neste trabalho utilizamos cultivos primarios de mioblastos humanos, as células
CHQ (Decary et al., 1997), que sdao mantidas em meio de cultivo F10 (/nvitrogen, San
Diego, CA, USA), acrescido de 50ug/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Quando os cultivos de mioblastos se encontravam em
alta confluéncia, o meio de cultivo era substituido pelo meio DMEM, suplementado com
1ug/mL de insulina e 10ug/mL de transferrina (Sigma, St Louis, USA). O meio DMEM

estimula a diferenciagcdo dos mioblastos em miotubos.

Também utilizamos a linhagem CIB de linfécitos T CD4+ cronicamente
infectados pelo HTLV-1, proveniente de paciente com TSP/HAM. Esta linhagem
(gentilmente cedida pelo Dr. Olivier Hermine, Hospital Necker, Paris) foi mantida em
meio RPMI 1640, com L-glutamina, penicilina, bicarbonato de sédio e HEPES (Sigma)
e 10% de soro bovino fetal (Cultiab, Campinas, SP, Brasil), e ainda 1ug/mL de
interleucina-2 recombinante humana (Sigma). Finalmente, alguns experimentos foram
também realizados utilizando-se a linhagem Jurkat, de linfécitos T CD4" (Gillis &
Watson, 1980) que serviu como controle de células T ativadas, mas n&o-infectadas
pelo HTLV-1 (Pawelec et al., 1983).

Todos os cultivos foram mantidos em atmosfera iumida contendo 5% de CO- a
37°C.

3.2 Ensaios de adesao entre linfocitos T infectados com HTLV-1 e células

musculares diferenciadas.

Nos ensaios de ades&o foram distribuidos inicialmente 2,5 x 10° mioblastos em
placas de Petri de 40 mm. Apds 7 dias de cultivo foi detectada alta confluéncia dessas
células. Neste momento, o meio de cultivo foi substituido pelo meio DMEM
suplementado, induzindo diferenciacéo evidenciada apds 4 dias de cultivo. Apés este
periodo, linfécitos T infectados pelo HTLV-1 foram adicionados as placas na proporcao
de 1:25 mioblastos. Apdés uma hora, os linfécitos ndo aderidos foram retirados e as
placas foram coradas com Giemsa e fotografadas.
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3.3. Ensaios de cultivo de miotubos com sobrenadante de linfocitos T
infectados pelo HTLV-1

Células CIB e Jurkat foram cultivadas em garrafas de cultura, na concentragao
inicial de 3,5 x 10%mL durante 24hs. O sobrenadante produzido por estas células,
neste periodo, foi recolhido e concentrado utilizando-se o dispositivo centripep YM-50 e
YM-30 (Millipore, USA), conforme instrucbes do fabricante. O concentrado de
proteinas, de peso molecular variando de 30-50 KDa, foi diluido a 1:2 em tampao
fosfato (PBS- 0,15M e pH 7,2; Sigma).

Em seguida este concentrado protéico foi adicionado as placas de Petri
contendo miotubos. Apés uma hora de tratamento, as células musculares foram
lavadas com PBS e retiradas da placa com solucdo de tripsina/EDTA, a fim de dar

continuidade a etapa de extracao de RNA.

Como controle negativo, utilizamos cultivos de miotubos tratados apenas com
PBS.

3.4. Extracao de RNA total

Para a extracao de RNA total dos cultivos de células musculares utilizamos o kit
RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany), conforme instru¢des do fabricante. Este
kit possui uma etapa na qual as amostras sédo tratadas com DNase. As amostras de
RNA foram entdo, quantificadas com o auxilio de espectrofotdmetro (nanodrop 2000,
Thermo Scientific, USA). Em todos os experimentos utilizamos somente amostras livres
de proteinas e livres de fenol, com razao Aseo/Azzo = 2,0. A integridade das amostras de
RNA total foi avaliada utilizando-se gel de RNA desnaturante, de acordo com o
protocolo descrito anteriormente (Sambrook J 1989). A agarose (Sigma) foi preparada
em agua Mili-Q autoclavada (1,5%), sendo a solucido aquecida a 100°C. Apds ligeiro
resfriamento, a aproximadamente 60°C, foram adicionados 20ml de formaldeido (37%)
e 22ml de tampao de migracdo 5 vezes concentrado (2% MOPS, acido propano
sulfénico 3-N-morfolino, em acetato de sédio 50mM, pH7,0, contendo 10ml de EDTA
0,5M pH8,0) (Sigma). Todos os equipamentos para a corrida do gel foram previamente
tratados com NaOH 0,5M por 10 minutos, e lavados com agua MiliQ autoclavada, para
eliminacdo de RNases.

No processo de preparacdao das amostras foi utilizado 1 pg de RNA, sendo
adicionados a esta solugao 2 pl de tampao de migracdo 5 vezes concentrado, 3,5ul de
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formaldeido (37%) e 10 ul de formamida. A solucao final foi aquecida a 65°C por 15
minutos, e resfriada imediatamente no gelo. A eletroforese foi realizada a 80V por 3
horas. O gel foi corado com brometo de etidio 1% (Sigma) e a integridade do RNA foi
avaliada quanto a presenca dos RNAs ribossémicos 28S (4,8Kb) e 18S (1,9Kb), que
aparecem como duas fortes bandas no gel.

3.5. Reacao em cadeia da polimerase com transcriptase reversa.

O RNA total obtido das linhagens de células T infectadas pelo HTLV-1 ou néo-
infectada (Jurkat) foi submetido a reacao em cadeia da polimerase com transcriptase
reversa (RT-PCR). Para a sintese do DNA complementar (cDNA), foram utilizados 2 ug
de RNA total e o kit Superscrit |l reverse Transcriptase (Invitrogen San Diego, USA),
que contem todos os reagentes para a reagao de transcriptase reversa, de acordo com
as instrucdes dos fabricantes, em volume total de 20 pL. A PCR foi feita utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (primers) 5 CGGATACCCIGTCTACGTGTTT e %5
CTGAGCIGAIAACGCGTCCA para o gene da Tax-1 (Lee et al, 2004) e 5
CCTCAGCCTCTGCCTCCCAGC e 5 ATCTCGCCGTCTCCAGGTCTGCCC para o
gene que codifica a cadeia y do complexo CD3 (Long et al, 1996), de acordo com os
seguintes programas: 95°C — 5min, 40 ciclos (95°C — 30seg, 64°C — 30seg, 72°C —
45seq), 72°C — 10min para o gene Tax-1 e 95°C — 5min, 40 ciclos (95°C — 30seg, 58°C
— 30seg, 72°C —1min), 72°C — 10min.

Para a realizacdo de RT-PCR em tempo real, foi utilizado 1 ug de RNA total de
cada amostra de célula muscular. Para a obtengdo do cDNA utilizamos o kit “RT? First
Strand” (SABioscience, Maryland, USA), conforme instrugdes do fabricante. Apds este
procedimento, adicionamos ao cDNA o RT? SYBR Green/ROX PCR Master Mix
(SABioscience) e agua livre de nuclease, de acordo com as instru¢coes do fabricante.
Em seguida aplicamos 25 ul da mistura, por po¢co nas placas de 96 pocos do kit
“PCRArray - Extracellular matrix and adhesion molecules” (SABioscience), sendo uma
amostra de RNA por placa. Essas placas contém os iniciadores para 84 genes de
interesse (Tabela 3.1), sendo que cada poc¢o representa um gene. Além disso, as
placas contém pocos para 5 genes constitutivos e para 7 pogos controles: 1 poco para
deteccdo de possivel contaminacdo com DNA gendmico, 3 pocos controles da
eficiéncia da reacdo de transcriptase reversa e 3 pogos com controles positivos da
PCR.
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Ainda, utilizamos a ferramenta disponibilizada pela empresa Sabiosciences
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php), na qual verificamos a

eficiéncia das reacdes e possiveis contaminacdes por DNA genémico (Anexo 1).

Tabela 3.1: Lista de genes e controles presentes na placa de arranjo para PCR.

Sigla Descricao

ADAMTS1 | ADAM metaloprotease com motivo 1 de trombospondina tipo1
ADAMTS13| ADAM metaloprotease com motivo 13 de trombospondina tipo1
ADAMTS8 |ADAM metaloprotease com trombospondina tipo1 motivo 8
CD44 Porcéo protéica da proteoglicana Molécula CD44

CDH1 Caderina 1, tipo 1, E-caderina (epitelial)

CNTN1 Contactina 1

COL11A1 |Cadeia alfa 1 de colageno tipo Xl,

COL12A1 |Cadeia alfa 1 de colageno tipo Xl

COL14A1 |Cadeia alfa 1 de colageno tipo XIV

COL15A1 |Cadeia alfa 1 de colageno tipo XV

COL16A1 |Cadeia alfa 1 de colageno tipo XVI

COL1A1 Cadeia alfa 1 de colageno tipo |

COL4A2 Cadeia alfa 2 de colageno tipo IV

COL5AT1 Cadeia alfa 1 de colageno tipo V

COLG6A1 Cadeia alfa 1 de colageno tipo VI

COL6A2 Cadeia alfa 2 de colageno tipo VI

COL7A1 Cadeia alfa 1 de colageno tipo VI

COLB8AT1 Cadeia alfa 1 de colageno tipo VI

VCAN Porcéo protéica da proteoglicana versicana

CTGF Fator de crescimento de tecido conjuntivo

CTNNA1 Catenina (proteina associada a caderina), alfa 1, 102kDa
CTNNB1 Catenina (proteina associada a caderina), beta 1, 88kDa
CTNND1 Catenina (proteina associada a caderina), delta 1

CTNND2 |Catenina (proteina associada a caderina), delta 2

ECM1 Molécula de Matriz Extracelular-1

FN1 Fibronectina- 1
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Sigla

Descricao

HAS Sintetase do acido hialurénico-1

ICAM1 Molécula de adeséo Intercelular-1

ITGA1 Cadeia alfa-1 de integrina (CD49a, subunidade alfa 1 do receptor VLA-1)

ITGA2 Cadeia alfa-2 de integrina (CD49b, subunidade alfa 2 do receptor VLA-2)

ITGA3 Cadeia alfa-3 de integrina (CD49c, subunidade alfa 3 do receptor VLA-3)

ITGA4 Cadeia alfa-4 de integrina (CD49d, subunidade alfa 4 do receptor VLA-4)

ITGAS Cadeia alfa-5 de integrina (CD49e, subunidade alfa 5 do receptor VLA-5)

ITGAG Cadeia alfa-6 de integrina (CD49f, subunidade alfa 6 do receptor VLA-6)

ITGA7 Cadeia alfa-7 de integrina (subunidade alfa 7 do receptor o71)

ITGA8 Cadeia alfa-8 de integrina (subunidade alfa 8 do receptor a71)

ITGAL Cadeia alfa-L de integrina (antigeno CD11aA (p180), do receptor LFA-1)

ITGAM Integrina alfa M (receptor componente 3 do complemento, subunidade 3)

TGAV Integrina alfa V (receptor de vitronectina, polipeptidio alfa, antigeno
CD51)

ITGB1 Cadeia beta-1 de integrina (CD29)

TGR2 Cadeia beta-2 de integrina (receptor 3 de componente 3 do complemento
e subunidade 4)

ITGB3 Cadeia beta-3 de integrina (glicoproteina plaquetaria llla, antigeno CD61)

ITGB4 Cadeia beta-4 de integrina

ITGBS5 Cadeia beta-5 de integrina

KAL1 Sequéncia sindrome de Kallmann 1

LAMA1 Cadeia alfa-1 de laminina

LAMA2 Cadeia alfa-2 de laminina

LAMA3 Cadeia alfa-3 de laminina

LAMBH1 Cadeia beta-1 de laminina

LAMB3 Cadeia beta-3 de laminina

LAMCH1 Cadeia gama 1 de laminina

MMP1 Metaloproteinase de Matriz 1 (colagenase intersticial)

MMP10 Metaloproteinase de Matriz 10 (estromelisina 2)

MMP11 Metaloproteinase de Matriz 11 (estromelisina 3)

MMP12 Metaloproteinase de Matriz 12 (elastase de macréfagos)

MMP13 Metaloproteinase de Matriz 13 (colagenaase 3)

MMP14 Metaloproteinase de Matriz 14 (inserida na membrana)
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Sigla Descricao

MMP15 Metaloproteinase de Matriz 15 (inserida na membrana)
MMP16 Metaloproteinase de Matriz 16 (inserida na membrana)
MMP2 Metaloproteinase de Matriz 2 (gelatinase A, colagenase tipo IV de 72kDa)
MMP3 Metaloproteinase de Matriz 3 (estromelisina 1, pro-gelatinase)
MMP7 Metaloproteinase de Matriz 7 (matrilisina, uterina)

MMP8 Metaloproteinase de Matriz 8 (neutréfilo colagenase)

MMP9 Metaloproteinase de Matriz 9 (gelatinase B, colagenase tipo IV de 92kDa)
NCAM1 Molécula de adesé&o celular neural-1

PECAM1 Molécula de adeséao celular de plaqueta endotélio-1

SELE Selectina E (CD62E)

SELL Selectina L (CD62L)

SELP Selectina P (proteina granular de membrana 140kDa, CD62P)
SGCE Sarcoglicana epsilon

SPARC Proteina secretada, acida, rica em cisteina (osteonectina)
SPG7 Paraplegina

SPP1 Fosfoproteina Secretada -1

TGFBI Fator de crescimento e transformacao-induzido beta, 68kDa
THBS1 Trombospondina 1

THBS2 Trombospondina 2

THBSS3 Trombospondina 3

TIMP1 Inibidor tecidual de metaloproteinase-1

TIMP2 Inibidor tecidual de metaloproteinase-2

TIMP3 Inibidor tecidual de metaloproteinase-3

CLECSB Membro B, familia 3, dominio lectina tipo C

TNC Tenascina C

VCAM1 Molécula de adeséo celular Vascular- 1

VTN Vitronectina

B2M Beta-2-microglobulina

HPRT1 Hipoxantina fosforibosiltransferase 1

RPL13A Proteina Ribosomal L13a

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase

ACTB Beta-actina
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O processamento de sinal fluorescente das placas foi realizada no aparelho ABI
Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O programa para as etapas
dos ciclos de amplificacao das placas de arranjo utilizado foi: 95°C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento e
extensao por 1 minuto a 60°C. Os produtos de PCR foram submetidos a uma analise
da curva de dissociagéo.

3.6. Analise de expressao génica

A partir dos dados de acumulo de fluorescéncia das reagoes de RT-PCR em
tempo real de cada amostra, foi utilizado o ajuste de funcao logistica, ou curva
sigmdide, de quatro parametros para representar cada curva de amplificacéo, usando a
biblioteca de fungdes gpcR (Ritz & Spiess, 2008) para a linguagem estatistica R versao
2.11.0 (R Development Core Team, 2010). O ciclo de quantificagdo, ou Cq, foi
determinado pelo ponto de intersecdo entre a curva sigméide ajustada e uma linha
perpendicular ao ponto de maxima da segunda derivada dessa curva (ponto
caracteristico, ou crossing poinf). A eficiéncia de cada reacao de amplificacao foi
calculada como a razdo entre a fluorescéncia do ciclo de quantificacdo e a
fluorescéncia do ciclo imediatamente anterior a esse. A eficiéncia estimada de cada
gene foi obtida pela eficiéncia média, obtida a partir das eficiéncias calculadas para
cada reacdo de amplificacdo daquele gene nos diferentes grupos biolégicos. Genes
empregados na normalizacdo entre as diferentes amostras amplificadas foram
selecionados pelos métodos geNorm (Vandesompele et al., 2002) e NormFinder
(Andersen et al., 2004a). As comparacées de médias dos valores de expressao
normalizados entre os grupos foram realizadas por ANOVA one-way ndo paramétrica
via permutagédo (n=1000) irrestrita (Basso et al., 2009). A expressao normalizada dos
diferentes grupos biolégicos para cada gene-alvo foi representada em graficos
contendo média * erro padrao. Niveis de significAncia bi-caudais menores ou iguais a
0,01, 0,05 e 0,1 foram considerados como “altamente significantes”, “significantes” e

“sugestivos”, respectivamente.
3.7. Analises citofluorimétricas e de imunofluorescéncia

Nas anélises de citofluorimetria de mioblastos, primeiramente 10%élulas por
poco foram aplicadas em uma placa de 96 pocos. As células foram incubadas com soro

humano por 30 minutos a 4°C, em seguida, com 10 ul de anticorpo monoclonal anti-
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CD56 conjugado a phicoeritrina (BD Biosystems, San Diego, USA), por 30 minutos a
4°C. Como controle negativo de marcacao, foi utilizada Imunoglobulina nao relacionada
conjugada ao mesmo fluorocromo. Apds a marcacao, as suspensoes celulares foram
lavadas em PBS a 5% SFB, fixadas em solucao contendo formaldeido 1% e adquiridas
no citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain view, CA, USA)
equipado com o programa CellQuest.

Nas andlises de imunofluorescéncia de cultivos de miotubos, as células foram
fixadas em metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 5 minutos e conservadas a -
20°C até o momento da marcagado. Para a marcagao utilizamos um anticorpo primario
contra a cadeia pesada de miosina (Hybridoma Bamk DSHB, lowa City, IA), incubacao
de 1 hora, em seguida foi utilizando o anticorpo secundario conjugado ao flurocromo
alexa 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e por ultimo, foi utilizado DAPI (4'6-
diamidino-2-phenylindole, Sigma), com incubacdao de 5 minutos. Para andlise de
imunofluorescéncia dos linfécitos infectados ou nao -infectados pelo HTLV-1, foi
realizada a técnica de cytospin, que permite a fixagcdo de células em suspensado em
laminas de vidro; foram utilizadas 2x 10°células por lamina, numa rotacdo de 400 rpm
por 5 minutos. As laminas foram entdo fixadas em metanol (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por 5 minutos e conservadas a -20°C até o momento da marcagéo. Para
avaliar a expressao de proteinas virais utilizamos o anticorpo monoclonal anti-gp46
(ABCAM, Cambridge, MA, USA) e o anticorpo secundario conjugado a Alexa 546
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

As marcacgdes fluorescentes foram realizadas conforme o protocolo descrito a
seqguir. As laminas foram incubadas durante 30 minutos com BSA 2,5% para bloqueio
de ligacOes inespecificas. Em seguida, adicionou-se o anticorpo primario diluido em
PBS por 1 hora a temperatura ambiente. ApGs este periodo, foram feitas 3 lavagens de
5 minutos com PBS e, em seguida, adicionou-se o anticorpo secundario por 45
minutos. As laminas foram, entao, lavadas novamente com PBS 3 vezes por 5 minutos.

Finalmente, as laminas foram estocadas a —18° C em camara escura, até o

momento da analise em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX60, Japao).

36



4. RESULTADOS

Evidéncias da literatura suportam a hip6tese segundo a qual a miosite associada
ao HTLV-1 nado é devida a persisténcia da infeccao na fibra muscular, mas sim a um
processo induzido por células mononucleares HTLV-1* que infiltram o mdsculo e
liberam citocinas e/ou a proteina Tax, induzindo modificacoes citopaticas. Através de
um modelo in vitro que mimetiza interacdes de células musculares humanas com
linfécitos infectados pelo HTLV-1, foram observadas mudancas citopaticas em fibras
musculares, tanto na presenca das células T infectadas, quanto na presenca do
respectivo sobrenadante de cultura (Ozden et al., 2005).

Utilizando modelo semelhante, fomos avaliar se a exposicdo de fibras
musculares humanas ao sobrenadante concentrado de linfécitos T infectados pelo
HTLV-1 modularia a expressao génica de moléculas relacionadas a migracao celular.
No entanto, diferindo de Ozden e colaboradores (2005), que utilizaram linhagens
derivadas de pacientes portadores de ATL, utilizamos uma linhagem derivada de
paciente com TSP/HAM, tendo sido o nosso primeiro passo a caracterizacdo das

células utilizadas nesse estudo.

4.1. Caracterizacao fenotipica dos cultivos de mioblastos humanos.

Conforme descrito no capitulo Material e Métodos, utilizamos cultivos primarios
de mioblastos humanos (figura 4.1B), que apresentavam cerca de 75-80% de
miogenicidade, células com potencial miogénico, confirmada por citofluorimetria com
base na expressdao de CD56 (NCAM, Neural adhesion molecule), um marcador de
célula satélite muscular (Renault et al., 2002), conforme mostrado na figura 4.1A.

O préximo passo foi analisar a diferenciagdo dos mioblastos in vitro. A formagéao
de miotubos € induzida pela alta confluéncia entre os mioblastos e pela eliminagcédo do
soro bovino fetal da cultura, e estes fatores promovem a fuséo celular e a geracao de
células multinucleadas. De fato, os cultivos de mioblastos apds a diferenciacao
apresentavam fenotipo caracteristico de fibra muscular multinucleada (figura 4.1D), e
expressavam a cadeia pesada da miosina (figura 4.1E).
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75,3%

Figura 4.1. Caracterizacao da cultura de célula muscular esquelética antes e apoés
diferenciacao in vitro. A. Histograma representativo de expressdo da molécula CD56
em mioblastos humanos através de citofluorometria, utilizando anticorpo monoclonal
anti-CD56 (curva cheia em vermelho), e controle da marcacdo com IgG (curva aberta
em cinza). R2= indica a porcentagem de células CD56 positivas. B. Fotomicrografia de
mioblastos humanos apods coloracdo por Giemsa. C. Fotomicrografia de mioblastos
humanos marcados por imunofluorescéncia com anticorpo anti-cadeia pesada da
miosina (em verde) e Dapi (em azul).D. Fotomicrografia de miotubos apés 4 dias de
diferenciacao, colorados com Giemsa. E. Fotomicrografia de miotubos humanos em
verde positivos para a cadeia pesada da miosina, analise por imunofluorescéncia.

Aumentos originais de 20X.
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4.2. Expressao de proteinas virais na linhagem de linfocitos HTLV-1*

Conforme mencionado anteriormente, utilizamos uma linhagem de linfécitos T
oriunda de paciente com TSP/HAM (CIB), nos ensaios de co-cultivo e de exposicao ao
sobrenadante concentrado. Com o objetivo de confirmar a infeccao viral, tais células
supostamente infectadas (figura 4.2A) e as células nao infectadas (Jurkat), utilizadas
como controle (figura 4.2B), foram marcadas com um anticorpo que reconhece a
proteina do envelope viral gp46, comumente expressa em superficie de células HTLV-
1+ (Daenke & Booth, 2000). Além disso, verificamos a expressao do gene Tax-1 por
RT-PCR nas células T infectadas pelo HTLV-1 e na linhagem de célula T CD4+

humana nao infectada, Jurkat (figura 4.2C).

Figura 4.2. Caracterizacao da linhagem de células T infectadas com HTLV-1. A.
Fotomicrografia representativa de marcacao da linhagem de linfocitos T infectada pelo
HTLV-1, marcados por imunocitoquimica com anticorpo anti-gp46. B. Fotomicrografia
dos linfécitos T ndo infectados, marcados com o mesmo anticorpo. C. Fotografia de gel
de agarose mostrando fragmento do gene Tax amplificado por reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa, a partir de células T controle e infectadas pelo
HTLV-1. Aumentos originais de 20X.
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4.3 Co-cultivo de células musculares diferenciadas e linfocitos T HTLV-1".

Apés ter sido detectada a expressao de marcadores de diferenciagdo muscular
nos nossos cultivos de células musculares diferenciadas, e gp46 e gene Tax pela
linhagem de células T infectadas pelo HTLV-1, nosso préximo passo foi testar a
capacidade de adesdo da linhagem de célula T HTLV-1" as células musculares
diferenciadas.

Ozden e colaboradores (2005) utilizaram ensaio de co-cultivo entre células
musculares diferenciadas e linfocitos T oriundos de pacientes com ATL, e encontraram
uma forte adesao dos linfécitos T infectados as células musculares apds um dia de co-
cultivo. Entretanto, pacientes com ATL ndo desenvolvem miosite, que é uma das
manifestacdes clinicas que pode ocorrer em pacientes acometidos por TSP/HAM.

Sabendo que a miosite é induzida por células mononucleares HTLV-1* (Leon-
Monzon et al., 1994), procuramos estudar o efeito do contato direto, ou de fatores
secretados por linfécitos infectados pelo HTLV-1, sobre a modulacdo da expressao
génica em células musculares humanas diferenciadas. Vimos que, de fato, as células T
HTLV-1"oriundas de paciente com TSP/HAM sdo capazes de aderir as células
musculares (Figura 4.3 A). Entretanto, notamos que, mesmo apds sucessivas
lavagens, ainda era possivel detectar, por RT-PCR, a expressado do gene da cadeia vy
do complexo CD3, gene este expresso apenas em linfocitos (Figura 4.3B). Essa forte
adesao entre os linfocitos infectados as células musculares poderia gerar resultados de
expressdao génica confusos, pois ndo poderiamos definir qual tipo celular seria
responsavel pela expressao dos genes estudados.

Em funcdo deste obstaculo a realizacdo do protocolo de adesao celular, e dos
dados da literatura mostrando que fatores secretados por linfécitos T infectados sao
capazes de levar a alteracbes morfolégicas de células musculares (Ozden, et al.,
2005), passamos em nossos proximos ensaios a avaliar células musculares humanas

apos a exposicao a fatores sollveis liberados por linfécitos HTLV-1 +.
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Figura 4.3. Co-cultivo das células musculares diferenciadas com as células T
HTLV-1+. Células CIB obtidas de pacientes TSP/HAM foram adicionadas a cultura de
células musculares, conforme descrito em material e métodos. Apdés a adesao, as
células foram coradas com Giemsa A. Fotomicrografia mostrando a adesdo de
linfécitos HTLV-1" (setas em preto) sobre miotubos. Aumento de 20X. B. Fotografia de
gel de agarose mostrando fragmentos correspondentes as diferentes isoformas do
gene para cadeia y do complexo CD3, através da técnica de amplificacao por RT-PCR
nas amostras de células musculares diferenciadas provindas de ensaios de adesao,
apds extensa lavagem visando a retirada dos linfocitos. Como se nota na analise
comparativa das colunas, ha persisténcia de contaminacao de genes expressos pelos

linfécitos nos cultivos de células musculares, mesmo apés extensa lavagem.

4.4. Linfécitos T HTLV-1* secretam fatores capazes de modular genes
relacionados a migracao celular em células musculares diferenciadas

Conforme detalhado no capitulo anterior, células musculares resultantes da
diferenciagao in vitro foram incubadas pelo periodo de uma hora com: (1) solugao
salina, PBS; (2) fracao protéica de peso molecular na faixa 30-50 KDa, concentrada a
partir do cultivo de 24 horas da linhagem de células T HTLV-17; ou (3) fragdo protéica
dentro da mesma faixa de peso molecular, a partir do cultivo da linhagem T Jurkat.
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Apds o tratamento de miotubos com os diferentes sobrenadantes fizemos a
extracdo do RNA total dos cultivos de células musculares diferenciadas. Como
demonstrado na figura 4.4, a integridade das amostras de RNA foi mantida.

1 2 3 4 5

Figura 4.4. Fotografia representativa do gel de RNA desnaturante das amostras
utilizadas na RT-PCR. A barra lateral a direita indica os pesos moleculares relativos as
bandas de RNA ribossémico 28S, 18S e 5S. No gel foram aplicadas amostras de
miotubos tratados com PBS (colunas 1 e 2); miotubos tratados com sobrenadante de
Jurkat (coluna 3) e miotubos tratados com sobrenadante de CIB (colunas 4 € 5).

Para os ensaios de RT-PCR utilizamos somente RNAs livres de contaminacéo, e
com a seguinte replicagdo: 7 replicatas biologicas para PBS; 6 replicatas biolégicas
para a fragdo protéica da linhagem de célula T infectada com HTLV-1, e 6 replicatas
biolégicas para a fracao protéica da linhagem controle.

A partir dos dados de acumulo de fluorescéncia das reacdées de RT-PCR em
tempo real (ARn), utilizando o método de quantificagdo por pontos caracteristicos
(maxima da segunda derivada), e considerando a eficiéncia de amplificacdo de cada
gene como a média da eficiéncia estimada em cada curva sigméide ajustada de 4
parametros (Ritz & Spiess, 2008), efetuamos a normalizagao dos genes-alvo a partir da
média geométrica dos genes constitutivos B2M, GAPDH, HPRT1 e RPL13A,
selecionados pelos métodos geNorm (Vandesompele et al., 2002) e NormFinder
(Andersen et al., 2004b) como os mais adequados. Ao fim, comparamos 0s niveis
médios de expressao de cada gene em seus grupos (PBS, sJUK ou sCIB) por ANOVA
one-way ndo paramétrica via permutacao (b=1000) irrestrita, seguidas de pés-teste de
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comparacao entre pares com correcao de testes multiplos por Bonferroni (Basso 2009).
A expressdo normalizada dos diferentes grupos biol6gicos para cada gene alvo foi
representada em graficos contendo a média da razdo de expressao em logaritmo de
base 2 (logFC) + erro padrao da média.

A analise de quantificacdo relativa descrita acima resultou em um perfil de
expressao génica da resposta das células musculares aos fatores soluveis liberados
pela célula T infectada, quando comparamos o grupo controle (PBS) e o grupo tratado
com a fragdo protéica de células infectadas com HTLV-1 (sCIB). Para melhor
visualizacéo dos resultados, os genes diferencialmente expressos foram agrupados em
grupos génicos.

No grupo génico das integrinas, analisamos dezesseis genes conforme descrito
na Tabela 3.1. Nossos resultados revelaram aumento de expressdo em cinco deles,
entre as condigcdes PBS e sCIB: ITGA2 (cadeia alfa2); ITGA6 cadeia alfa6); ITGA7
(cadeia alfa7); ITGAV (cadeia alfa V) e ITGB2 (cadeia beta 2) (Figura 4.5). Dentre eles,
o gene ITGAZ2 foi aquele que apresentou maior razdo de expressao, logFC igual a 1,28,
0 que significa que a expressao deste gene foi 2,43 vezes maior na célula muscular
tratada com o sobrenadante da célula infectada pelo HTLV-1, do que na célula tratada

com solucéo salina.
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Figura 4.5. Fatores soluveis de célula T infectada pelo HTLV-1 modulam a
expressao génica de integrinas em células musculares humanas diferenciadas.
Células musculares humanas foram tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1 (sCIB), ou tratadas com solugao salina (PBS) durante 1 hora.
Em seguida, a expressdo génica de células musculares foi analisada através de RT-
PCR em tempo real com seis replicatas.
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Os simbolos representam: cadeia alfa 2 da integrina (ITGA2); cadeia alfa 6 da integrina
(ITGAB); cadeia alfa7 da integrina (ITGA7); cadeia alfa V da integrina (ITGAV) e cadeia
beta 2 da integrina (ITGB2). Os resultados estdo expressos em forma de média + erro
padrdao da expressdao normalizada, *p< 0,05; **< 0,01, por ANOVA one-way nao
paramétrica via permutacao (b=1000) irrestrita, seguidas de pds-teste de comparacao
entre pares com correcao de testes multiplos por Bonferroni.

No grupo génico relacionado a proteinas de matriz extracelular observamos, em
miotubos tratados com sobrenadante de células CIB, aumento da expressao dos genes
que codificam as cadeias alfa 1 (LAMA1) e gama 1 (LAMC1) de laminina, sendo que 0
gene para a cadeia alfa 1 da laminina foi 4,68 vezes mais expresso (Figura 4.6). Além
disso, foi detectado um aumento da molécula de matriz extracelular trombospondina-2.

Outro conjunto de proteinas de matriz extracelular, os colagenos, foi
representado por doze genes na placa de arranjo para PCR. Neste grupo detectamos
diminuicdo de expressao de dois genes: cadeia alfa-1 de colageno tipo 15, (COL15A1)
e cadeia alfa-2 de colageno tipo 4 (COL4A2), ambos com expressao 50% menor, apds
o tratamento com sobrenadante concentrado de células infectadas pelo HTLV-1 em
relagao a solugao salina (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Fatores soluveis da célula T infectada modulam a expressao génica de

moléculas de matriz extracelular em células musculares humanas diferenciadas.
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Células musculares humanas foram tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1 (sCIB), ou tratadas com solugéo salina (PBS) durante 1 hora.
Em seguida, a expressdo génica de células musculares foi analisada através de RT-
PCR em tempo real com seis replicatas. Os simbolos representam: LAMA1 - cadeia
alfal de laminina; LAMC1 - cadeia gamal da laminina; THBS2 — trombospondina 2;
COL15A1 — cadeia alfa-1 de colageno tipo 15; COL4A2 - cadeia alfa-2 de colageno tipo
4. Os resultados estdo expressos em forma de média + erro padrdo da expressao
normalizada, *p< 0,05; **< 0,01, por ANOVA one-way nao paramétrica via permutacao
(b=1000) irrestrita, seguidas de pds-teste de comparacao entre pares com correcao de

testes multiplos por Bonferroni.

Com relacdo ao grupo de moléculas de adesdo, encontramos aumento de
expressao das moléculas PECAM-1, VCAM-1, contactina-1, envolvidas diretamente
com adesao célula-célula, catenina alfa 1, porcdo intracelular de moléculas de
caderina, e sarcoglicana episilon componente intracelular do compelxo distrofina-
glicana presente no tecido muscular. A expressdao destes genes encontra-se
aumentada em células musculares tratadas sobrendante concentrado de linfécitos
infectados pelo HTLV-1 (Figura 4.7).

Além disso, encontramos aumento importante na expressao do gene que
codifica a enzima &cido hialurénico sintetase-1 (HAS1). Este gene foi onze vezes mais
expresso nas células tratadas com os fatores solUveis oriundos de célula T HTLV-
1*(Figura 4.7).
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Figura 4.7. Fatores soluveis da célula T infectada modulam a expressao génica de
moléculas de adesao celular em células musculares humanas diferenciadas.
Células musculares humanas foram tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1 (sCIB), ou tratadas com solugéo salina (PBS) durante 1 hora.
Em seguida, a expressdo génica de células musculares foi analisada através de RT-
PCR em tempo real com seis replicatas. Os simbolos representam: PECAM1, molécula
de adesao a plaquetas/células endoteliais 1; VCAM1 — molécula de adesao celular
vascular 1; CTNNA1 — catenina alfa 1; CNTN1, contactina 1; SGCE, a sarcoglicana
cadeia épsilon e HAS1 — sintetase de acido hialurénico-1. Os resultados estédo
expressos em forma de média £ erro padrdo da expressao normalizada, *p< 0,05; **<
0,01; 0,1< p > 0,05, por ANOVA one-way nao paramétrica via permutagédo (b=1000)
irrestrita, seguidas de pds-teste de comparacédo entre pares com correcdo de testes

multiplos por Bonferroni.

O Jdltimo grupo de genes diferencialmente expressos corresponde as
metaloproteinases de matriz extracelular (Figura 4.8), grupo representado por treze
genes analisados. Verificamos que a expressao de trés deles (metaloproteinase 1,
MMP1; metaloproteinase 3, MMP3; metaloproteinase 15, MMP15) aumentou no grupo
tratado com sobrenadante concentrado de linfécitos HTLV-1*, com niveis de expressao
variando entre 1,4 a 5 vezes maior, quando comparado com o grupo tratado com
solucdo salina. Por outro lado, detectamos diminuicao da expressao do gene que
codifica a enzima MMP11.
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Figura 4.8. Fatores soluveis de células T infectadas modulam a expressao génica
de metaloproteinases de matriz em células musculares humanas diferenciadas.
Células musculares humanas foram tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1 (sCIB), ou tratadas com solugéo salina (PBS) durante 1 hora.
Em seguida, a expressdo génica de células musculares foi analisada através de RT-
PCR em tempo real com seis replicatas. Os simbolos representam: MMP1 -
metaloproteinase de matriz 1; MMP3 — metaloproteinase de matriz 3; MMP15 —
metaloproteinase de matriz 15; MMP11 — metaloproteinase de matriz 11.0s resultados
estdo expressos em forma de média + erro padrdo da expressdo normalizada, *p<
0,05; **< 0,01, por ANOVA one-way nao paramétrica via permutacdo (b=1000)
irrestrita, seguidas de pés-teste de comparacao entre pares com correcao de testes

multiplos por Bonferroni.

Nosso ultimo objetivo foi avaliar se a modulacédo de expressao génica, causada
pelo tratamento de células musculares com sobrenadante concentrado de células T
HTLV-17, era um efeito exclusivo de linfécitos T infectados pelo HTLV-1. Para isto, foi
realizada uma andlise comparativa entre células musculares tratadas com
sobrenadante concentrado de células T infectadas pelo HTLV-1 versus células
musculares tratadas com sobrenadante concentrado de células T nao infectadas.

Observamos que, o gene que codifica a proteina trombospondina-1 (THBS1)
teve sua expressdo diminuida em resposta ao tratamento com sobrenadante
concentrado de células T HTLV-1" em comparacéo tanto com o tratamento com salina

qguanto com o sobrenadante concentrado de células nao infectadas (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Modulacao negativa do gene de trombospondina-1 por fatores
soluveis da célula HTLV-1+ em células musculares humanas diferenciadas.
Células musculares humanas foram tratadas com sobrenadante concentrado de células
infectadas pelo HTLV-1 (sCIB), ou com sobrenadante concentrado de células T nao
infectadas (sJUK), ou tratadas com solucao salina (PBS) durante 1 hora. Em seguida, a
expressao génica de células musculares foi analisada através de RT-PCR em tempo
real com seis replicatas.Os resultados estdo expressos em forma de média + erro
padrdao da expressdo normalizada, *p< 0,05; **< 0,01, por ANOVA one-way nao
paramétrica via permutacao (b=1000) irrestrita, seguidas de pds-teste de comparacao
entre pares com correcao de testes multiplos por Bonferroni.

A tabela com todos os valores da razdo de expressao, assim como todos os

valores de p associados encontra-se no anexo 2.
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5. DISCUSSAO

A infeccao pelo HTLV-I est4 associada a diferentes tipos de patologias (ver item
1.4). No caso das miopatias inflamatérias, o tecido muscular sofre alteracbes que,
podem gerar e/ou manter o processo inflamatério, e que podem ser ocasionadas pelo
proprio processo inflamatério. Estas alteragées envolvem a expressao de citocinas proé-
inflamatérias, aumento da expressdo de moléculas de adesdo, além de atrofia
muscular.

O mecanismo pelo qual a infeccao pelo HTLV-1l deflagra os danos na fibra
muscular ainda nao esta claro; assim como também nao estdo esclarecidos quais
seriam 0s mecanismos moleculares indutores da chegada e manutencao de linfécitos T
CD4+ infectados, e de células T CD8", especificas para a proteina viral tax, no musculo
de pacientes acometidos por essa infeccao (Gilbert et al., 2001, Higuchi et al., 1996,
Jolly et al., 2004). Proteinas de matriz extracelular possivelmente desempenham papel
relevante na fisiopatologia das miopatias associadas ao HTLV-I, tendo em vista seu
efeito haptotatico no recrutamento de leucdcitos.

Em func&o dos aspectos resumidos acima, nosso trabalho foi fundamentado em
dois postulados principais: a) a miosite associada ao HTLV-1 seria mediada por células
T infectadas e ndo estaria associada a um efeito direto do virus sobre fibras
musculares, e b) moléculas de adesao expressas pelo microambiente muscular seriam
importantes na manutengdo do infiltrado inflamatério local. Nesse contexto,
quantificamos os niveis de expressao de genes relacionados ao controle de migracao
celular nos cultivos de células musculares humanas diferenciadas, apdés exposicao a
fatores sollveis secretados por linfécitos T HTLV-1*, linhagem derivada de paciente
com TSP/HAM. Os dados assim obtidos permitiriam melhor compreender os possiveis
mecanismos moleculares desencadeados por fatores sollUveis derivados de linfécitos
infectados sobre as células musculares e que, consequentemente, poderiam contribuir
para o aumento do influxo de novas células inflamatdrias.

A andlise quantitativa da expressdo génica nas células musculares
diferenciadas, apés tratamento com sobrenadante concentrado de células T infectadas
pelo HTLV-1, revelou aumento de expressao de varios genes relacionados a
adesdo/migracao celular, dentre eles cinco genes que codificam diferentes cadeias de
integrina: ITGA2 (cadeia alfa2); ITGA6 (cadeia alfa6); ITGA7 (cadeia alfa7); ITGAV
(cadeia alfa V) e ITGB2 (cadeia beta 2) Figura 4.5.
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As principais integrinas presentes no tecido muscular sdo: a5p1, receptor
classico de fibronectina, e a6p1 e a7p1, ambas receptores de laminina. E interessante
notar que a5B1 e a6B1 tém sua expressado diminuida apds a formacédo de miotubos,
enquanto que a7B1 é principalmente restrita ao musculo esquelético e cardiaco
(Boettiger et al., 1995; Bronner-Fraser et al., 1992; Yao et al., 1996). Estudos anteriores
mostraram que a integrina a7p1 tem grande importdncia durante a migracdo de
mioblastos sobre laminina, e é fortemente expressa em miotubos na fase final de
diferenciacao, o que sugere a participacdo desta integrina na diferenciacdo de células
musculares (Crawley et al.,, 1997, Echtermeyer et al., 1996). J& a cadeia alfa6, que
forma os receptores de laminina a6B1 e a6B4, aparece difusamente ao longo de
miotubos, sugerindo uma possivel associacdo com laminina, ricamente presente na
membrana basal que circunda o musculo esquelético (Sastry et al., 1996). Assim, o
aumento destes receptores poderia aumentar a interagdo de células musculares com
moléculas de laminina presentes na matriz extracelular do tecido muscular.

Durante o processo de miogénese, a cadeia aV de integrina esta inicialmente
presente no desenvolvimento de miotubos, sendo posteriormente segregada as regides
estriadas em miotubos, o que sugere papel na fixagdo das miofibrilas (McDonald et al.,
1995). Além disso, associacdes da cadeia alfa V de integrina com cadeias de beta
integrina, formando as integrinas aVB3 e aVB5 estao relacionadas com adesao celular
de células precursoras musculares (Sinanan et al., 2008).

Dentre as moléculas de matriz extracelular que funcionam como ligantes da
integrina aVB3 estdo a trombospondina-1 e a vitronectina (Sipes et al., 1999). Cabe
salientar que ja foi observado aumento da expressao de receptores de vitronectina em
linfécitos T ativados (Luzina et al., 2009). Neste sentido, o aumento de concentragao
local destes ligantes, poderia contribuir para a atracdo de células T ativadas,
favorecendo, assim, a formacao e a manutencgao do infiltrado inflamatério.

Cabe aqui comentar que mudancas de expressao de determinadas integrinas
podem estar relacionados a outros eventos biolégicos na célula muscular. A literatura
descreve um papel importante de moléculas de adesao na formacao de sincicio, que
consiste na fusdo celular com formagdo de células multinucleadas. Por exemplo,
anticorpos anti-cadeia 2 de integrina reduzem a fusao celular induzida pelo HTLV-1
em células que expressam moléculas de adesao intercelular-1 ou -3 (ICAM-1 ou ICAM-
3) (Daenke et al., 1999). Em nossos experimentos de adeséo de células T infectadas
pelo HTLV-1 sobre células musculares diferenciadas, ndo detectamos a formacao de

sincicio. Entretanto, observamos uma forte adesido dos linfécitos infectados a célula
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muscular, de tal modo que nao nos foi possivel retirar completamente os linfécitos
aderidos aos cultivos de células musculares, mesmo apos extensivas lavagens. Assim,
outros estudos serdo necessarios para definir se o aumento de expressao dos genes
que codificam essas moléculas de adesdo é relevante na adesdo dos linfocitos
infectados a fibra muscular.

Com relacdao as interagcdes que envolvem moléculas de adesado celular,
observamos aumento de expressdo de VCAM-1 e PECAM-1 (Figura 4.7) nas células
musculares tratadas com produtos de secrecdo de linfécitos HTLV-1", quando
comparados ao tratamento com PBS. No caso de VCAM-1, molécula que funciona
como ligante de VLA-4 (integrina a4f1), é possivel que o aumento de sua expressao
facilite a adesao de linfécitos as células musculares, resultando numa intensificacao da
resposta imune local. VCAM-1 também foi descrita como molécula acesséria ou
potencial co-receptor para a fusao celular induzida por HTLV-1 (Hildreth et al., 1997).
Além disso, um estudo demonstrou que a transfeccdo de VCAM em linhagem
eritroleucémica K562, aumentou sua sensibilidade a formagao de sincicio induzida por
HTLV-1 (Daenke, et al., 1999).

Neste contexto, nossos dados mostram um aumento da expressao do gene que
codifica VCAM-1 em cultivos de células musculares tratadas por fatores solluveis dos
linfécitos infectados pelo HTLV-1, porém mais estudos devem ser realizados para o
entendimento da relacdo deste aumento com a possivel formacao de sincicio.

A molécula PECAM-1 pode se ligar a outras moléculas PECAM-1, além de se
ligar a glicosaminoglicanas (Gandhi et al., 2008), como por exemplo o acido hialurénico
ou hialuronato, uma molécula de matriz extracelular. Além disso, o hialuronato pode se
ligar a molécula ICAM-1, cuja modulagdo génica nao foi encontrada em nosso trabalho.
E importante citar que a expressdo génica da enzima responsavel pela sintese do
acido hialurénico, a hialuronato-sintetase, estd aumentada em nosso trabalho, e que a
molécula CD44, expressa em células do infiltrado inflamatério, é capaz de se ligar ao
hialuronato (Aruffo, 1996). Desta maneira, células do infiltrado inflamatério poderiam
migrar mais facilmente através da ligagcdo a moléculas de hialuronato. Estes eventos
favoreceriam tanto a migracdo de células do infiltrado pela matriz extracelular, como a
adesao destas ao tecido muscular.

Além de modulacado de genes que codificam cadeias de integrinas e de outras
moléculas de adesao, observamos também que moléculas de matriz extracelular tém
sua expressdo modulada em células musculares por efeito de fatores secretados por
linfécitos T HTLV-1". Vimos aumento de expressdo de dois genes que codificam
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cadeias de laminina, sendo que o gene para a cadeia alfa-1 da laminina foi 4,68 vezes
mais expresso. Considerando que, também ha aumento de expressdao génica de
integrinas receptores de laminina nas mesmas condicbes experimentais, € plausivel
supor que os fatores secretados pelos linfécitos HTLV-1" desencadeiem uma mudanca
na membrana da célula muscular, o que favoreceria a atracdo e adesdao de novos
linfécitos no tecido muscular, portanto, contribuindo na génese e manutencdo da
miosite.

Outro gene cuja expressao foi aumentada, e cuja proteina esta relacionada de
forma indireta ao complexo distrofina-glicana, é o gene que codifica a contactina-1
(Figura 4.7). Esta proteina € encontrada em jun¢des neuromusculares, e sua presenga
esta relacionada a a-distroglicana (Compton et al., 2008), molécula que compde o
complexo associado a distrofina e que e se liga a laminina (Winder, 2001). Neste
sentido, uma maior expressao de contactina-1 poderia favorecer ainda mais a
ancoragem de laminina na membrana da célula muscular, por sua vez aumentando a
capacidade haptotética frente aos linfécitos. No entanto, novos estudos devem ser
realizados para uma melhor compreensdo sobre o significado do aumento de
expressao génica de contactina-1 no contexto da miosite induzida pelo HTLV-I.

Além de moléculas de matriz extracelular e seus receptores, analisamos a
expressdao génica de metaloproteinases de matriz (MMP), enzimas capazes de
degradar proteinas de matriz extracelular, facilitando assim, a migragédo celular. Nossos
dados revelaram aumento de expressao génica de MMP-1, MMP-3 e MMP-15 no grupo
de células musculares tratadas com sobrenadante de linfécitos HTLV-1*, com aumento
dos niveis de expressao variando entre 1,4 a 5 vezes, quando comparado ao grupo
controle tratado com PBS (Figura 4.8). E interessante notar que estas trés MMPs sdo
capazes de degradar laminina (Visse & Nagase, 2003). Por outro lado, observamos
diminuicdo de expressao do gene que codifica MMP-11, cuja atividade proteolitica
também inclui laminina como substrato de clivagem (Visse & Nagase, 2003). Tomados
em conjunto, os dados discutidos acima sugerem que os efeitos de produtos
secretados por linfécitos HTLV-1" modulam de forma bastante complexa as interagdes
mediadas por laminina.

Ao analisarmos a expressao dos genes avaliados neste estudo, devemos levar
em consideracdo que as moléculas observadas formam uma rede funcional. A
compreensao das interacbes, e as consequéncias que elas trazem para célula
muscular, sob influéncia de fatores secretados por linfécitos HTLV-1", poderao fornecer
importantes informacées sobre as alteragcbes detectadas no tecido muscular,
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envolvidas com a formagcdo e manutencdo do processo inflamatério. A figura 5.1

procura ilustrar, ainda que de forma sucinta, tal conceito.
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Figura 5.1. Modulacdao génica em células musculares diferenciadas, apés

CDG ¢

tratamento com fatores soluveis produzidos por linfécitos infectados pelo virus
HTLV-1: possibilidade de tais genes favorecerem a entrada de novas células
inflamatérias. O esquema representa uma fibra muscular esquelética multinucleada
(nucleos em azul) expressando diversos receptores, que podem estar envolvidos em
interacdes moleculares que favorecem a atragao de linfécitos infectados por HTLV-1
(esferas marrons). Os numeros 1 e 2 representam os produtos sollveis que modulam
as células musculares (1) e o recrutamento de novas células para o sitio inflamatério
(2). Em vermelho estdo indicados os nomes de moléculas cujos genes apresentaram
aumento de expressdo, enquanto que as moléculas descritas em verde sdo aquelas
cujos genes tiveram diminuicdo de expressao. As moléculas descritas em preto nas
células musculares ndo sofreram modulagdo da expressédo génica. CDG — Complexo

Distrofina-glicana.
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Como podemos observar na figura, existe uma intensificacdo de certas relacoes
entre moléculas e seus ligantes, como por exemplo, para as cadeias de integrina a2,
a6 e a7 que sdo capazes de se ligar a laminina-111 (associacdo das cadeia de
laminina a1, B1 e y1). Isto indica que, na presenca de fatores secretados por linfécitos,
ocorra 0 aumento da rede de laminina e seus receptores, o0 que significa que células do
infiltrado inflamatério terdo mais substrato (laminina) para se ligarem e migrarem
através do tecido, o que, por sua vez facilitaria o trafego destas células no tecido, neste
caso as células do infiltrado possuem receptores que reconhecem e se ligam a
laminina, como por exemplo, a molécula de VLA-6 (integrina a6@1).

Além disso, o complexo glicoprotéico associado a distrofina também se liga a
laminina. Este complexo composto por diferentes proteinas de membrana que
interagem com a distrofina na porcdo intracelular, e com a laminina na porcéo
extracelular, forma uma forte conexao entre proteinas do citoesqueleto e moléculas de
matriz extracelular. Nosso trabalho mostrou que a molécula sarcoglicana épsilon,
componente do complexo glicoprotéico associado a distrofina, pode ser induzida pela
presenca de fatores secretados por linfécitos infectados pelo HTLV-I, e que isto
também poderia estar relacionado com o aumento da interacdo do complexo com
laminina e, por sua vez, com a atividade haptotatica desta molécula de matriz
extracelular. Em termos de dindmica tecidual, o aumento de expressao de MMPs
capazes de degradar proteinas de matriz extracelular, incluindo a laminina, permitiria
um maior turnover destas moléculas, facilitando inclusive a chegada de linfécitos até a
célula muscular.

Nosso ultimo objetivo foi determinar se a modulacdo na expressdao génica,
causada pelos fatores soluveis de uma célula T infectada pelo HTLV-1, correspondia
especificamente ao efeito da infeccao sobre o estado de ativacao dessas células, ou
simplesmente, a ativacao dos linfécitos. Ja que a célula T nao infectada (Jurkat),
utilizada neste trabalho, possui um perfil de ativacdo, devido a sua capacidade de
produzir a citocina IL-2 (Pawelec et al, 1982).

A andlise comparativa entre as células musculares tratadas com sobrenadante
de célula T infectada versus o sobrenadante de uma linhagem de células T nao-
infectadas, mas de fenédtipo ativado, indicou apenas um gene diferencialmente
modulado entre esses dois grupos. Esse gene, o TSBS1, que codifica a proteina
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trombospondina 1 (THBS1), teve a expressao diminuida nas células tratadas com os
fatores soluveis da célula T infectada (Figura 4.9).

Em vista disto, a modulacdo da maioria absoluta dos genes relacionados a
moléculas de adesao seria decorrente de produtos sollveis liberados por diferentes
linfécitos T ativados. De fato, ambas as linhagens de células T utilizadas nesse
trabalho, Jurkat (ndo-infectada) e CIB (infectadas pelo HTLV-1), apresentam fenétipo
ativado (Pawelec et al, 1982; Franchini, 1995). A literatura descreve que a persisténcia
da infec¢do pelo HTLV-1 em linfocitos T resulta na mudancga fenotipica dessas células
para o estado ativado e secrecao de citocinas pré-inflamatérias nos pacientes com
TSP/HAM (Nakamura et al., 1996). Essa interacdo complexa entre o HTLV-1 e as
células-alvo do sistema imune resulta em um estado de ativagdo celular, gerando
inflamacéao crénica. No entanto, a importancia de fatores secretados por tais células na
génese e manutencdo do processo inflamatério ainda estd por ser determinada.
Finalmente, o que nossos dados sugerem € que a grande parte das mudancas de
expressao de genes relacionados a migracdo, em ceélulas musculares, decorre da

secrecgao de fatores, como produto da ativagcéao de linfocitos T infectados.
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6. CONCLUSOES E PERSPECIVAS

Em nosso trabalho, mostramos que linfécitos infectados pelo HTLV-1 podem
secretar fatores capazes de modular a expressao de genes relacionados a migracao
celular, como integrinas, moléculas de adesdao e metaloproteinases em células
musculares esqueléticas. A importancia deste trabalho esta relacionada a ocorréncia
de miopatia inflamato6ria em pacientes infectados pelo HTLV-1.

Como perspectivas deste trabalho, podemos citar a analise de outro conjunto de
genes relacionados a migragao celular, como quimiocinas e respectivos receptores, ja
incluidos nos ensaios.

Além disso, e com o objetivo de obtermos um quadro mais amplo sobre a
capacidade de fatores sollUveis oriundos de linfécitos T HTLV-1" modularem a
expressao génica em células musculares esqueléticas, realizamos recentemente
experimentos de microarranjo de DNA com o genoma completo de cultivos de células
musculares expostas a tais fatores solluveis. Os resultados de tais experimentos
deverao nos fornecer um cenario mais amplo e mais complexo sobre o efeito de fatores
solluveis produzidos por linfocitos T HTLV-1" sobre o padrao global de expressao
génica de células musculares esqueléticas, e que estariam relacionados com diversas
fungdes bioldgicas, incluindo, por exemplo, a facilitacdo na formagéo de sincicios com
linfécitos infectados.

Pretendemos, ainda, continuar nossos estudos para avaliar se as modulacdes
de expressao génica, que foram descritas neste trabalho, se refletem em niveis de
expressao de proteinas. Assim, selecionaremos algumas das moléculas cuja
expressao génica foi alterada em nosso sistema, e utilizaremos as técnicas de western

blot e imunohistoquimica, para avaliar sua produgao.
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Anexo 1- Andlise de qualidade das placas de PCR array: reprodutibilidade, eficiéncia
das reacdes e contaminacdo com DNA gendmico.

RT? Profiler PCR Array Data Analysis S sABiosciences

L. PR Arvay Reproducibility: A GIAGEN Company
Array A-PBS B-PBS C-PBS D-PBS E-PBS F-PBS G-PBS AVG :gu
Average Ct 20.67 2078 20,82 2013 19.93 20.2 20.24 204 | 0.35
(PPLY
ST DEY Cy {PPC) 0.03 01z 0.06 0.15 0.51 0.04 0.07 011
A c

bt 25.24 25,34 25,34 23.89 24.01 2556 2525 | 2506 | 056
(RTC)
ST DEY Cy (RTC) 0.04 0.08 0.07 0.04 0.07 .02 0.05 0.05

2, Reverse Transcription Contrel (RTC):

Array A-PBS B-PBS C-PBS D-PES E-PBS F-PBS G-PBS
Delta Cy (AYG RTC -

4.57 4. 4. 3.7 4.88 36 .0
AVG PPC) 5 =17 52 & il 5.3 1
RT Efficiency Pass Pass Pass Pass Pass Ingquury Inquiry

Criteria: If Dalta Cy (AVG RTC - AVG PPC) <= 5, RT Efficiency reports 'Pass’; otherwise, RT Efficiency reports “Inguiry’,
See the Troubleshooting Guide of the PCR Array User Manual or Contact Technical Support at 885-503-3187.

4 Gemomic DNA Contamination (GOC):

Array A-PBS B-PBS C-PBS D-FBS E-PBS F-PBS G-PBS !
C{GDC) 5 a5 35 35 35 35 35
Genomic DNA Pass Pass Pass Pass Pass Pazs Pass

1. POR Arvay Repreducibility:

Array A-sIUE B-sIUK C-sJUE D-sJUK E-sJUK F-sJUK A¥YG ST DEY
Average Ct{PPLC) 20,64 Z1.05 20.77 208z 20.5 21.62 Z0.9 0.4
ST DEV Cg {PPC) 0.z 0.03 0.07 0.11 0.09 D0.07 01

Average Cy (RTC) 24,97 25,39 25.37 25.24 24.83 26.01 25.3 041
ST DEV Ly (RTC) 0.07 0.0a 0.08 0.16 0,04 0.08 0.08

2. Reverse Transcription Contrel (RTC):

Array A-sIUK B-sJUK C-sIUK D-sIUK E-sJUK F-sIUK
Delta Cy (AVG RTC -

AVE AR 4,33 434 4.6 d4.42 433 4.39
RT E'ﬂ’l‘tlllll.yI Pazs Pazz Pass Pass Pazz Pazs

Criteria: If Delta Cp (AVG ATC - AVG PPC) <= 5, RT Efficiency reports ‘Pass’; otherwise, BT Efficiency reports ‘Inguiry”.
See the Troubleshooting Guide of the PCR Array User Manual or Contact Technical Support at 868-503-3187,

¥, Genemic DNA Contansination (GO0

Array A-sIUE B-sJUK C-sJUK D-5IUK E-sJUK F-sJUK
ce{GDC) 35 s 35 35 s 35
Genamic DMNA Pass Pass Pags Past Pass Pass

L PCR Auvay Reproducibility:

Array A-sCIB B-sCIB C-sCIB D-sCI8 E-sCIB F-sCIB A¥G ST DEV
Average Ct (PPC) 20,62 20.78 2066 2095 20.52 20.63 20.73 | 015
ST DEV Cy (PPC) 0.08 0.03 0.07 0.07 0.09 0.09 0.07

Average Cy (RTC) 24.73 24 .89 24,83 24.9 24.98 2517 24.92 0.15
ST DEV Cy (RTC) 0.08 0.08% 0.06 0.03 0.09 0.04 0.06 -

2. Reverse Transcription Control (RTC):

Array A-sC18 B-sC1B C-sC18 D-sC18 E-sCIB F-sC1B
Delta Cy (AVG RTC -

AVE PPE) 391 a1 417 3.95 a.46 4,54
RT Effl:lency Pass Pass Pags Pass Pass Pass

Criteria: If Delta Cy (AVG BTC - AVG PPC) <= 5, BT Efficiency reports "Pass’; otherwise, BT Efficiency reports 'Inguiry”.
See the Troubleshooting Guide of the PCR Array User Manual or Contact Technical Support at 888-503-3187,

3. Genomic DMA Contamination (GOC):

Array A-5CIB B-sCIB C-sCIB D-sCIB E-sCIB F-sC18
Ce{GDLC) 35 35 35 35 35 35
Genomic DMNA Pazs Pass Pass Pass Pags Pass

Criteria: If C{GOC) >= 35, then the GOC QC reports ‘Fass’; if CGDC) < 35, then the GOC QC reports "Inguiry’,
See the Troubleshooting Guide of the PCR Array User Manual or Contact Tachnical Support at 885-503-3187.
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Anexo 2- A tabela com os valores da razdo de expressao e os valores de p

associados.
PBS x sJUK PBS x sCIB sJUK x sCIB
Genes | Valorde Valor de Valor de Valor de
p Global | LogFC " LogFC P LogFC p
ADAMTS1 6 -0,66041 | 0,00300 | -0,21375 | 1,00000 | 0,44666 | 0,16484

ADAMTS13| 0,208 -0,3481 0,7283 | -0,5180 | 0,2398 | -0,1699 | 1,0000

ADAMTSS 0,009 -1,1757 | 0,0060 | -0,8561 0,1169 0,3195 1,0000

CD44 0,216 -0,2248 | 0,2517 | -0,0479 | 1,0000 0,1769 0,6474
CDH1 0,005 -0,9864 | 0,0030 | -0,4964 | 0,4645 0,4901 0,4855
CLEC3B 0,065 | -0,3176 | 0,0809 | -0,2138 | 0,4226 0,1038 1,0000
CNTN1 0,003 -0,8876 | 0,0030 | -0,6697 | 0,0420 0,2180 1,0000

COL11A1 0,309 -0,0428 | 1,0000 0,1462 0,7193 0,1890 0,4226

COL12A1 0,435 -0,3973 | 0,5694 | -0,2896 | 1,0000 0,1077 1,0000

COL14A1 0,804 -0,1405 | 1,0000 | -0,0958 | 1,0000 0,0447 1,0000

COL15A1 0,020 0,2607 0,7193 0,5885 0,0180 0,3278 0,4825

COL16A1 0,307 0,0464 1,0000 | -0,1488 | 0,7193 | -0,1952 | 0,4376

COL1A1 0,009 -0,8389 | 0,0060 | -0,4369 | 0,5215 0,4020 0,6803
COL4A2 0,002 0,4878 0,0450 0,6568 0,0030 0,1690 1,0000
COL5A1 0,633 -0,1052 | 1,0000 | -0,1717 | 0,9920 | -0,0665 | 1,0000
COLG6A1 0,312 -0,1762 | 0,8272 | -0,2361 0,4525 | -0,0599 | 1,0000
COL6A2 0,394 -0,3581 0,5155 | -0,0977 | 1,0000 0,2604 1,0000
COL7A1 0,177 -0,5203 | 0,4346 | -0,6031 0,2757 | -0,0827 | 1,0000
COL8A1 0,125 -0,7782 | 0,2817 | -0,8592 | 0,2188 | -0,0810 | 1,0000
CTGF 0,001 -1,2104 | 0,0030 | -0,3230 | 1,0000 0,8874 0,0300
CTNNA1 0,066 -0,1533 | 0,3926 | -0,2142 | 0,0659 | -0,0609 | 1,0000
CTNNB1 0,322 0,0197 1,0000 0,1899 0,5125 0,1702 0,7163

CTNND1 0,137 -0,0894 | 1,0000 0,2959 0,3956 0,3853 0,1708

CTNND2 0,148 -3,9325 | 1,0000 | -4,4321 0,1648 | -0,4996 | 1,0000

ECM1 0,028 -0,2469 | 0,3596 | -0,4004 | 0,0270 | -0,1535 | 0,9770
FN1 0,678 -0,1092 | 1,0000 0,0700 1,0000 0,1792 1,0000
HAS1 0,001 -5,2618 | 0,0030 | -3,4967 | 0,0330 1,7651 0,5874
ICAM1 0,002 -0,8540 | 0,0030 | -0,1651 1,0000 0,6889 0,0330
ITGA1 0,001 -0,7059 | 0,0030 | -0,1566 | 1,0000 0,5493 0,0360
ITGA2 0,002 -1,5357 | 0,0030 | -1,2821 0,0150 0,2536 1,0000
ITGA3 0,965 -0,0730 | 1,0000 | -0,0032 | 1,0000 0,0698 1,0000
ITGA4 0,138 -0,2510 | 0,1409 | -0,1784 | 0,5155 0,0726 1,0000
ITGA5 0,028 -0,4805 | 0,0270 | -0,4064 | 0,1379 0,0741 1,0000
ITGA6 0,040 -0,2807 | 0,2338 | -0,3579 | 0,0360 | -0,0772 | 1,0000
ITGA7 0,012 -0,9895 | 0,0629 | -1,0482 | 0,0330 | -0,0587 | 1,0000
ITGA8 0,323 0,3708 1,0000 0,6523 0,3986 0,2815 1,0000
ITGAL 0,125 -1,4401 0,3926 0,3687 1,0000 1,8088 0,1738
ITGAM 0,032 0,2165 0,9381 -0,3488 | 0,3656 | -0,5653 | 0,0330
ITGAV 0,017 -0,3146 | 0,1079 | -0,3689 | 0,0300 | -0,0543 | 1,0000
ITGB1 0,012 -0,5817 | 0,0030 | -0,2625 | 0,6234 0,3192 0,4316
ITGB2 0,002 -0,2919 | 0,0120 | -0,2943 | 0,0060 | -0,0023 | 1,0000
ITGB3 0,075 -0,6151 0,0809 | -0,4511 0,3746 0,1640 1,0000
ITGB4 0,042 -1,0599 | 0,0749 | -0,9179 | 0,1528 0,1420 1,0000
ITGB5 0,547 -0,1891 0,9201 0,0011 1,0000 0,1902 0,9830
KAL1 0,001 -1,6638 | 0,0030 | -1,1425 | 0,0420 0,5213 0,8931
LAMA1 0,002 -1,8671 0,0030 | -2,2270 | 0,0060 | -0,3598 | 1,0000
LAMA2 0,115 -0,1257 | 1,0000 | -0,2539 | 0,0959 | -0,1282 | 0,9890
LAMA3 0,051 -0,4063 | 0,0330 | -0,1976 | 0,8272 0,2087 0,8302
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PBS x sJUK PBS x sCIB sJUK x sCIB
Genes | Valorde Valor de Valor de Valor de
p Global | LogFC b LogFC b LogFC b
LAMB1 0,068 -0,5250 0,0989 -0,0137 1,0000 0,5113 0,1678
LAMBS3 0,053 -0,3882 0,1199 -0,3661 0,1439 0,0220 1,0000
LAMC1 0,057 -0,1541 0,3087 -0,2168 0,0330 -0,0627 1,0000
MMP1 0,001 -1,1186 0,0030 -0,7538 0,0240 0,3648 0,6324
MMP10 0,023 -0,6038 0,0240 -0,2212 0,9980 0,3827 0,2997
MMP11 0,001 1,2151 0,0030 1,1541 0,0030 -0,0611 1,0000
MMP12 0,037 -0,7548 0,0210 -0,4109 0,5604 0,3439 0,8961
MMP13 0,074 -1,0919 1,0000 -9,1935 0,1169 -8,1015 0,9500
MMP14 0,203 -0,7422 0,2817 -0,6018 0,5604 0,1403 1,0000
MMP15 0,011 -2,3845 0,0240 -2,3645 0,0180 0,0200 1,0000
MMP16 0,014 -0,7496 0,0240 -0,5542 0,1499 0,1954 1,0000
MMP2 0,181 0,0362 1,0000 0,3397 0,3027 0,3035 0,4166
MMP3 0,002 -0,6487 0,1199 -1,0200 0,0030 -0,3713 0,8452
MMP7 0,244 -1,9512 0,7313 -1,9512 0,7313 -1,9512 0,7313
MMP8 1,001 8,0289 1,0000 8,5661 0,9830 0,5372 1,0000
MMP9 0,016 -0,5205 1,0000 -1,3432 0,2038 -0,8227 0,6414
NCAM1 0,929 0,0517 1,0000 0,0248 1,0000 -0,0270 1,0000
PECAM1 0,015 -2,4939 0,0240 -2,3821 0,0509 0,1118 1,0000
SELE 1,001 0,3361 1,0000 0,3361 1,0000 0,3361 1,0000
SELL 0,252 -1,8989 0,7552 -1,8989 0,7552 -1,8989 0,7552
SELP 0,052 -1,4861 0,0929 -1,3865 0,1588 0,0996 1,0000
SGCE 0,001 -0,2756 0,5395 -0,5601 0,0030 -0,2845 0,5395
SPARC 0,107 -0,3873 0,1079 -0,0942 1,0000 0,2931 0,4525
SPG7 0,405 -0,3816 0,5365 -0,2245 1,0000 0,1571 1,0000
SPP1 0,019 -0,3535 0,0120 -0,1082 1,0000 0,2452 0,2098
TGFBI 0,002 -0,5795 0,0030 -0,1278 1,0000 0,4517 0,0300
THBS1 0,001 -0,0069 1,0000 0,8121 0,0030 0,8190 0,0030
THBS2 0,004 -0,4107 0,0569 -0,5296 0,0060 -0,1190 1,0000
THBS3 0, 230 -0,5194 0,2278 -0,2513 1,0000 0,2681 1,0000
TIMP1 0,023 0,4629 0,0240 0,3431 0,2308 -0,1198 1,0000
TIMP2 0,564 0,0428 1,0000 0,1981 0,9291 0,1553 1,0000
TIMP3 0,805 4,2907 1,0000 41217 1,0000 -0,1690 1,0000
TNC 0,049 0,4998 0,1019 0,5115 0,1109 0,0117 1,0000
VCAM1 0,001 -1,3164 0,0030 -0,9501 0,0150 0,3663 0,9231
VCAN 0,108 -0,5363 0,2547 -0,6015 0,1678 -0,0652 1,0000
VTN 0,016 -2,3514 0,0060 -1,4333 0,2547 0,9181 0,8212
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