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RESUMO
A dermatite infecciosa associada ao virus linfotrépico de celulas T humanas tipo 1 (HTLV-1),
DIH, é uma forma de eczema grave e recidivante que incide principalmente em criancas que em
geral foram verticalmente infectadas pelo HTLV-1, ocorrendo lesdes eritematosas, escamativas e
crostosas, sendo geralmente localizadas nas regides do couro cabeludo e retroauriculares, assim
como pescoco, virilha, regido paranasal, axilas, ouvido externo e narinas. Inicia-se ap0s os 18
meses de vida e raramente persiste até a vida adulta. No Brasil, muitos casos tém sido
diagnosticados na Bahia, estado brasileiro que atualmente conta com a maior casuistica da
literatura depois da Jamaica. Acompanhando uma coorte de 31 pacientes da faixa etaria infanto-
juvenil com DIH em Salvador, observou-se em esfregaco do sangue periférico, em 11 dos
individuos, o aparecimento de linfdcitos atipicos (LA) e/ou células em flor (CF), que ndo sdo
comumente observados em pacientes com DIH, mas ocorrem com frequéncia em pacientes com
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL). Submetemos amostras dos 31 pacientes a reacdes
em cadeia da polimerase (PCR) para verificar se havia um clone majoritéario através do padrdo de
clonalidade do TCR-gama. Para este ensaio, todos os 31 pacientes apresentaram padrdo
oligoclonal ou policlonal tipico para DIH, onde ndo ocorre um clone predominante. A fim de
verificar se 0 aparecimento dos linfocitos atipicos estava relacionado ao possivel desenvolvimento
da ATL, paraos 11 individuos que apresentaram os LA e/ou CF em esfregaco do sangue periférico,
realizamos ensaios de ILPCR para verificar a clonalidade dos linfocitos infectados pelo virus e
posteriormente sequenciamos as amostras a fim de identificar o local de integracéo do provirus ao
genoma do portador hospedeiro. Em 7 dos 11 individuos identificou-se um Unico clone
predominante nos produtos de PCR em pelo menos uma das coletas avaliadas. Nesses casos, 0
DNA proviral ndo interrompeu regides codificadoras para genes humanos. Para um paciente, 0
provirus se integrou na regido do gene da MAP2K1 (proteina quinase 1 ativadora de mitose),
localizado no cromossomo 15. Observou-se que na presenca de LA e/ou CF podem existir clones

majoritarios circulantes em portadores do HTLV-1 com DIH.

Palavras-chave: HTLV-1; DIH; Linfocitos atipicos; Células em flor; ILPCR; Clonalidade,
Integragéo proviral.
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ABSTRACT

Infective dermatitis associated with human T lymphotropic cells virus type 1 (HTLV-1), IDH, is
a form of severe and recurrent dermatitis that occurs mostly in children who were mainly vertically
infected with HTLV-1, occurring erythematous, desquamative and crusty, being generally located
in regions of the scalp and retroauricular, neck, groin, paranasal region, armpits, outer ear and
nostrils. It begins after 18 months of life and rarely persists into adulthood. In Brazil, several cases
have been diagnosed in Bahia, the Brazilian state that currently has the highest incidence after
Jamaica. Tracking a cohort of 31 patients in the juvenile age group with IDH in Salvador, we
observed the appearance of atypical lymphocytes (AL) and/or flower cells (FC), which are not
commonly observed in patients with IDH, but occur frequently in patients with adult T cell
leukemia/lymphoma (ATL), in peripheral blood smear in 11 of the subjects. Samples of 31 patients
underwent tests of PCR assays to verify if there was a major clone by the clonality patterns of
gamma-TCR. For this test, all 31 patients had oligoclonal pattern or typical polyclonal of IDH,
where there isn’t a predominant clone. In order to verify if the appearance of the atypical cells was
related to the future ATL we submitted the 11 subjects who had the AL and/or FC in peripheral
blood smear to ILPCR tests conducted to analyze clonality of lymphocytes infected by the virus
and subsequently these samples were sequenced to identify the integrations sites of the provirus in
the host-carrier genome. A single dominant clone was observed in the PCR products from at least
one of the tested samples in 7 of 11 individuals. In such cases, the proviral DNA did not interrupt
coding regions for human gene. For a patient, the provirus was integrated in the region of the
MAP2K1 gene (mitosis protein kinase activator 1), located on chromosome 15. We observed that
in the presence of AL and/or FC may be majority clones circulating in HTLV- 1 carries with IDH.

Keywords: HTLV-1; IDH; Atypical lymphocytes; Flower cells; ILPCR; Clonality, Proviral
integration.
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1. INTRODUCAO

1.1 O VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS TIPO 1 (HTLV-1): BREVE
HISTORICO

Em pacientes do sudoeste do Japdo, no ano de 1977, uma forma distinta de leucemia com
caracteristicas clinicas e com morfologia celular especiais foi definida, sendo nomeada de
Leucemia de células T do Adulto (ATL) (UCHIYAMA et al., 1977). Em 1980, o HTLV-1 foi
isolado e descrito como o primeiro retrovirus humano, a partir da investigagdo de um paciente
com linfoma cuténeo de células T (POIESZ et al., 1980). Um ano depois, em 1981, os soros dos
pacientes do sudoeste do Japdo foram analisados, confirmando positividade para anticorpos anti-
HTLV-1, o que forneceu evidéncias para a ligacdo do HTLV-1 as células T malignas da ATL
(GALLO; POIESZ; RUSCETTI, 1981).

Em 1982, o HTLV-2 foi isolado de um paciente com uma forma atipica de leucemia de
células T pilosas (KALYANARAMAN et al., 1982), e mais recentemente, os HTLV-3 e HTLV-
4 foram descritos em individuos de Camardes, na Africa Central (CALATTINI et al., 2005;
WOLFE et al., 2005).

1.1.1 Classificacao e estrutura genémica do HTLV-1

O HTLV-1 esta classificado dentro da familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Deltaretrovirus. Trata-se de um virus envelopado, com didmetro de aproximadamente 100
a 140 nandmetros (nm), possui um nucleocapsidio icosaédrico com cerca de 80 a 100 nm. O virus
possui um genoma composto por duas fitas simples de RNA (acido ribonucléico) com polaridade

positiva (BURKE et al., 1997), (Figura 1).
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gp 46
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p24

p10 protease

transcriptase reversa

(p55)
Figura 1. Estrutura do HTLV-1. (Adaptado de Calattini et al., 2005)

Seu genoma possui aproximadamente 9032 pares de bases (pb) e como os demais
retrovirus, possui os genes gag, pol e env flanqueados por sequéncias terminais repetitivas (long
terminal repeats - LTR), importantes na integragdo do DNA proviral no DNA cromossdmico da
célula do hospedeiro e na regulagdo transcricional do genoma do HTLV-1 (MEERTENS et al.,
2001), (Figura 2). Entre a regido env e 3’- LTR do genoma do HTLV-1 existe um gene denominado
pX que codifica as proteinas Tax, Rex, HBZ, p12, p13, p30 e p21 relacionadas com a patogénese
viral (KORALNIK et al., 1992; GAUDRAY et al., 2002; EDWARDS et al., 2011).
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Estrutura genomica do HTLV-1. Fonte: Edwards ef al. (2011).

1.1.2 Epidemiologia do HTLV-1

Estima-se que 5 a 10 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas com o HTLV-1
(GESSAIN; CASSAR, 2012). As taxas de soroprevaléncia diferem, de acordo com a regido
geografica, com a composi¢ao socio-demografica da populagdo estudada e os comportamentos de
risco individuais. Dados epidemiologicos mostram que a infec¢do pelo HTLV-1 tem distribui¢cdo
mundial (DE THE; KAZANIJI, 1996). No entanto, algumas areas sdo endémicas para esta infec¢ao:
sudoeste do Japio (YAMAGUCHI, 1994); (MUELLER et al., 1996), Africa sub-Saara/Equatorial
(GESSAIN; DE THE, 1996), ilhas do Caribe (LA GRENADE et al., 1990), América Central,
sudoeste dos Estados Unidos, na América do Sul, areas localizadas no Ird e Melanésia
(MUELLER, 1991) e Brasil (CATALAN-SOARES et al., 2004; YASUNAGA; MATSUOKA,
2007a) (Figura 3).
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Figura 3. Distribui¢cdo do HTLV-1 no mundo (adaptado de DOURADO et al., 2003).

O Brasil configura-se como uma area endémica para o HTLV-1, porém com baixo indice
de prevaléncia e com variagdes (distribui¢dao heterogénea) nas capitais (CATALAN-SOARES et
al.,2005) (Figura 4). A maioria destes dados foi obtido a partir de amostras provenientes de bancos
de sangue ou amostras de grupos especificos (gestantes, pacientes de clinicas de doencas
sexualmente transmissiveis, co-infectados), que ndo necessariamente representam a populacao
geral (Dourado et al., 2003).

Estima-se que o Brasil possua 0 maior nimero absoluto de soropositivos no mundo,
representando cerca de 2,5 milhdes e um estudo realizado demonstrou as maiores prevaléncias de
infeccdo em amostras de doadores de banco de sangue que foram detectadas nos estados do
Maranhdo (10/1000), Bahia (9,4/1000), Para (9,1/1000) e Pernambuco (7,5/1000) (CARNEIRO-
PROIETTI, et al., 2002; CATALAN-SOARES et al.,, 2005) (Figura 4). Estes estados,
principalmente o Maranhdo e Bahia, possuem populacdo afrodescendente consideravel,
reforcando a hipdtese de que, na regido Nordeste, 0 HTLV-1 tem origem africana e foi trazido
durante o trafico de escravos que ocorreu na colonizacdo portuguesa (ALCANTARA et al., 2003;
DOURADO et al., 2003; CATALAN-SOARES et al., 2005). Esta hipotese é corroborada ainda
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por estudos filogenéticos que demonstram que a linhagem do HTLV-1 circulante em Salvador tem
relacdo com a encontrada na regido sul da Africa (ALCANTARA et al., 2003). Na populagéo geral
de Salvador, a infec¢do pelo virus HTLV-1 ocorre em uma prevaléncia de aproximadamente
1,76 %, estimando haver cerca de 40 a 50 mil individuos portadores na cidade. Dentro da
populacdo, as taxas de infeccdo para os sexos sao de 1,2% para 0s homens e 2% para as mulheres
(DOURADO et al., 2003). Uma possivel explicacdo para a diferenca de taxas entre 0s sexos é a

maior eficacia da transmisséo sexual homem-mulher do que o inverso (KAPLAN et al., 1996).
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Figura 4. Prevaléncia de HTLV-1 entre doadores de sangue em capitais de 26 estados brasileiros e no Distrito Federal.
Adaptado de CATALAN-SOARES et al. (2005).
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1.1.3 Principais vias de transmissdo do HTLV-1

A transmissdo do HTLV-1 ocorre predominantemente por trés vias: vertical (mae para
filho), principalmente por intermédio da amamentagdo, onde a probabilidade de transmisséo
materno-infantil é de 10-30% e ocorrendo também por via transplacentaria durante o parto
(TAJIMA; ITO, 1992); horizontal, através da relacdo sexual com transmissdo mais eficiente do
homem para a mulher; e parenteral, por transfusdo sanguinea ou compartilhamento de
instrumentos perfuro-cortantes contaminados principalmente entre os usuarios de drogas injetaveis
(ZALA et al., 1994).

Em Salvador, entre gestantes, observou-se que a amamentacao € a via mais provavel de

transmissdo do virus seguida pela via sexual (BITTENCOURT et al., 2001).

1.2 PRINCIPAIS PATOLOGIAS RELACIONADAS AO HTLV-1

Na infeccdo pelo HTLV-1, ha desregulacdo do sistema imune com linfoproliferacao
espontanea e producdo simultdnea de citocinas pelas células T auxiliadoras tipos | e I
(CARVALHO et al., 2001; SANTOS et al., 2004), o que torna os individuos infectados mais
susceptiveis a infeccdes e a parasitoses, como a escabiose e acestrongiloidiase (BRITES et al.,
2002; MARSH, 1996). Observou-se em Salvador que ha maior risco para a tuberculose entre 0s
portadores do HTLV-1 do que entre individuos ndo infectados por esse virus (MARINHO et al.,
2005).

Sabe-se que o HTLV-1 pode causar patologias graves. Ele foi o primeiro retrovirus que
demonstrou associacdo com uma doenca humana, sendo inicialmente associado a ATL
(leucemia/linfoma de células T do adulto). Posteriormente, foi associado também a HAM/TSP
(mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical), uma doencga inflamatoria cronica
do sistema nervoso central, a dermatite infecciosa (DIH) e artropatia (BITTENCOURT et al.,
2002; ETOH et al., 1997). Sugere-se que o balango entre o aumento das células infectadas,
promovido pelo HTLV-1, e a resposta imune do individuo portador podem influenciar na
manifestacdo das doencas associadas. Entretanto, aproximadamente 95% dos individuos

portadores permanecem assintomaticos (SAITO et al., 2012).
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A DIH ocorre geralmente na infancia, embora recentemente, casos com inicio tardio de
DIH foram descritos em adultos (BITTENCOURT; PRIMO; OLIVEIRA., 2006; MARAGNO et
al., 2009), enquanto que a ATL e a HAM/TSP sao comumente descritas nos individuos adultos.

Outras doengas que tém sido relacionadas a esse virus no adulto sdo: alveolite linfocitaria
de células T, sindrome de Sjogren, tireoidite, doenga de Behget, e polimiosite (IJICHI ez al., 1996).

Embora o acumulo das evidéncias sugira a importancia da complexidade das interagdes
virus-hospedeiro e a resposta do sistema imune do hospedeiro seja um fator determinante para o
risco e o tempo da doenga, os mecanismos precisos sobre a patofisiologia das doengas ainda nao
estao claros e o tratamento ndo ¢€ satisfatorio.

A ATL, a HAM/TSP e a DIH serao brevemente descritas a seguir.

1.2.1 Aleucemia/linfoma de células T (ATL)

A ATL é uma forma muito agressiva de neoplasia da célula T (em maioria CD4"), resistente
a quimioterapia e geralmente fatal. Ela ocorre predominantemente na idade adulta e em individuos
afrodescendentes e desenvolve-se em aproximadamente 6,6% dos homens e 2,1% das mulheres
portadores do HTLV-1 (ARISAWA et al., 2000). Na Bahia, corresponde a um terco dos linfomas
T diagnosticados (HS, 1997). Muito embora a ATL seja geralmente relacionada a transmissao
vertical, o periodo de laténcia para seu desenvolvimento ¢ muito longo (BITTENCOURT; PRIM;
OLIVEIRA, 2006). No Brasil, a média de idade de desenvolvimento da ATL varia de 42 a 49 anos,
sendo inferior em uma década a encontrada no Japao (BITTENCOURT et al., 2007). Até o
momento, a ATL foi classificada em 5 formas clinicas: aguda, cronica, linfomatosa, smoldering
(indolente) e tumoral primaria de pele (BITTENCOURT et al., 2007; SHIMOYAMA, 1991). As
formas aguda e crdonica apresentam linfocitose, a qual ndo se observa nas outras formas clinicas

da ATL (SHIMOYAMA, 1991); Tabela 1.
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Tabela 1. As formas clinicas da ATL e suas caracteristicas proprias.

Tipos Linfocitose LASP Células em flor Orgios envolvidos
Smoldering Ausente > 5% Ocasionalmente  Pele ¢/ou pulmdes e/ou sangue (> 5%
<5%# de LASP no sangue periférico
considera-se Smoldering)
Cronica Presente Presente Ocasionalmente Qualquer 6rgdo, exceto osso, SNC e
TGI
Linfomatosa Ausente <1% Ausente Linfonodos e qualquer outro 6rgio
Aguda Niveis elevados  Presente Presente Qualquer 6rgdo + efusdes corporais
TPP Ausente <5% Ausente Apenas pele

LASP: linfécitos atipicos no sangue periférico; #, nos casos que ha menos de 5% de LASP, ¢ necessaria biopsia
comprovando linfoma; SNC: sistema nervoso central TGI, trato gastrointestinal; TPP —tumoral primaria de pele.
Adaptado da classificagdo de (SHIMOYAMA, 1991).

Na forma aguda e ocasionalmente nas formas cronica e smoldering da ATL, como
demonstrado na figura 5, linfécitos com nucleo polilobulado com cromatina homogénea e
condensada, além de nucléolo pequeno ou ausente e citoplasma basoéfilo, denominadas de células
em flor, podem aparecer no sangue periférico dos individuos portadores do virus (SHIMOYAMA,
1991). Adicionalmente a estas células, linfocitos atipicos (abnormal lymphocytes - Ably) com
morfologias distintas também sdo observados (TSUKASAKI et al., 1999) (Figura 5). Células em
flor também foram observadas em alguns portadores assintomaticos (YAMAGUCHI et al., 1988),
considerando estes como casos de pré-ATL. E importante ressaltar que ndo foram observadas

células em flor em outros tipos de linfomas ou leucemias.
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Figura 5. Linfocitos atipicos observados nos esfregacos de sangue periférico procedente de pacientes com DIH.
Coloragdo por Wright, X1000. A. Célula em flor pequena (protdtipo). B. Célula prolinfoicitoide. C. Célula
intermediaria. D. Linfocito com a cromatina condensada e niicleo marcadamente polilobulado: célula em flor. Fonte:
OLIVEIRA et al. (2010).

Segundo os critérios diagndsticos estabelecidos, considera-se ATL a partir da presenca de
5% ou mais células em flor no sangue periférico (TSUKASAKI et al., 2009). Deste modo, o
aparecimento destas células, ainda que em pequena percentagem, no sangue periférico dos
pacientes com DIH poderia indicar um estado de pré-ATL.

A patogénese da ATL ¢ pouco esclarecida, mas sabe-se que multiplos fatores podem estar
relacionados com o desenvolvimento de ATL: aqueles associados ao virus, como carga proviral
elevada, e aqueles associados ao portador (MORTREUX; GABET; WATTEL, 2003); (PROIETTI
et al., 2005). Assim como as outras formas de leucemia/linfoma, a ATL ¢ resultante da expansao
clonal de uma tnica célula progenitora (INOUE ef al., 1998; OHSHIMA et al., 1997), ocorrendo
proliferagao monoclonal principalmente dos linfocitos T CD4+ e CD25+.

No inicio da infec¢do pelo HTLV-1, existem multiplas populagdes de células infectadas

cada uma contendo o DNA proviral integrado em um local diferente do genoma do hospedeiro
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(populagao policlonal). Uma dessas populagdes adquire vantagem levando a proliferacao
monoclonal exacerbada com um unico local de integracdo do DNA proviral no genoma do
hospedeiro. A integracdo monoclonal proviral do HTLV-1 no genoma da célula hospedeira parece
ser randomica (SEIKI ez al., 1984). Uma vez integrado o DNA proviral, proteinas virais como Tax,
inicialmente, ¢ HBZ, posteriormente, sdo expressas ¢ induzem a proliferacdo e inibi¢do da
apoptose das células infectadas através da regulacao com fatores celulares envolvidos nessas vias.
O aumento do numero de células infectadas promovida por esses mecanismos esta relacionado
com a elevacdo da carga proviral (Figura 6) (MATSUOKA, 2005). Em resumo, a ATL se manifesta
quando acontece a expansao exacerbada de um unico clone celular neoplésico que adquiriu maior
capacidade proliferativa, o que se conhece como proliferagdo monoclonal (MATSUOKA; JEANG,
2007).

Especula-se que as células em flor sdo o resultado da transformagdo neoplasica pela
acumulagdo de alteracdes genéticas e epigenéticas na célula infectada, consequéncia da
proliferacdo continua e estimulada pelo provirus (YASUNAGA; MATSUOKA, 2007b); (FARRE
et al., 2008), figura 6.
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Figura 6. Mecanismo oncogénico do HTLV-I. (a) Apds a fusdo do envelope do virus, o core viral é introduzido, e 0
RNA viral transcreve-se em DNA. (b) O DNA viral dirige-se ao nlcleo da célula infectada, onde se integra a seu
DNA. Ha sintese de proteinas virais, como a tax, que estimula a proliferacdo dos linf6citos e inibe a apoptose. A
estimulacdo continua e prolongada pode levar a acumulagdo de mutagdes e a transformagdo maligna dos linfdcitos.
Fonte: FARRE et al., (2008).
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1.2.2 A mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) e
associagao com outras doengas

A HAM/TSP representa uma forma grave de mielopatia com paraparesia espastica
progressiva, associada a disturbios vesicais (OSAME et al., 1990; KAWAI et al., 1991), ocorrendo
geralmente suas manifestagdes na fase adulta do individuo portador do virus, ainda que casos
tenham sido descritos na faixa infanto-juvenil (PRIMO et al., 2005). Os pacientes com HAM/TSP
tém um prognoéstico ruim e aproximadamente 40% deles se tornam cadeirantes durante o curso

clinico da doenca (SAITO; MINEKI ef al., 2012).

1.2.3 A dermatite infecciosa associada ao HTLV-1 (DIH)

A dermatite infecciosa associada ao HTLV-1, DIH, sera descrita mais detalhadamente a
seguir, visto que o presente estudo trata de pacientes da faixa-etaria infanto-juvenil que manifestam
esta doenga.

Embora o HTLV-1 tenha sido inicialmente descoberto em 1980 (POIESZ et al., 1980), a
dermatite foi associada a infeccdo pelo HTLV-1 em 1990 por La Grenade e colaboradores, sendo
somente descrita 14 anos depois na Jamaica como uma forma diferente de eczema cronico (LA
GRENADE et al., 1998).

Em 1996, a doenca comecou a ser divulgada como dermatite infecciosa associada ao
HTLV-1 (DIH), quando 17 casos de dermatite infecciosa foram descritos por Sweet envolvendo
lesOes infectivas severas acometendo regides de orelha, face, couro cabeludo, pescogo e ombros.
De acordo com este autor, o inicio da doenca geralmente ocorre por volta dos 2 anos de idade,
raramente antes dos 18 meses de vida (SWEET; SERVY; KAROW, 1996).

Um menor numero de casos de DIH foi descrito em Trinidad e Tobago, Peru e Senegal
(SUITE et al., 1994; MAHE et al., 2005). Por outro lado, no Japéo, onde ¢ elevada a prevaléncia
da infeccdo pelo HTLV-1, s6 ha referéncia a dois casos de DIH na infancia que evoluiram para
ATL navida adulta (TSUKASAKI et al., 1994).

Algumas caracteristicas bacterioldgicas da dermatite infecciosa foram avaliadas
(WALSHE, 1967) e os critérios diagndsticos da DIH foram publicados em 1998 por La Grenade

e colaboradores baseados nos estudos anteriores e em experiéncia propria, onde estabeleceram os
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cinco critérios diagnosticos principais da DIH: 1. Eczema do couro cabeludo, axilas, virilhas,
pavilhdo auricular, regides retroauriculares, palpebras, pele paranasal e/ou pescoco; 2. Rinorréia
cronica e/ou lesdes crostosas no vestibulo nasal; 3. Dermatite cronica recidivante com resposta
imediata a antibioticoterapia e com recidiva ap06s suspensdo do tratamento; 4. Inicio precoce na
infancia; 5. Soropositividade para o HTLV-1.

No Brasil, muitos casos tém sido diagnosticados na Bahia, estado brasileiro que atualmente
conta com a maior casuistica da literatura depois da Jamaica (OLIVEIRA et al., 2012); (LA
GRENADE et al., 1998). Em estudo realizado em Salvador, Bahia, as areas mais envolvidas foram
0 couro cabeludo e as regides retroauriculares (100% dos casos) (OLIVEIRA et al., 2005).

Define-se a DIH como uma forma de eczema grave e recidivante que ocorre principalmente
em crianga, que em geral, pode ter sido infectada verticalmente pelo HTLV-1. Inicia-se ap6s os 18
meses de vida e raramente persiste até a vida adulta (GONCALVES et al., 2000). As lesdes sdo
eritematosas, escamativas e crostosas, sendo geralmente localizadas nas regides do couro cabeludo
e retroauriculares, pescoco, virilha, regido paranasal, axilas, ouvido externo e narinas. Esta

condi¢do estd geralmente associada com infecg¢des por Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus

beta haemolyticus (LA GRENADE et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Pacientes com DIH. A. Paciente do sexo feminino de 9 anos com lesdes escamo-eritematosas no couro cabeludo
e regido retroauricular desde 1 més de vida. B. Menina de 6 anos com doenca desde 1 ano de idade, lesdes eritematosas,
crostosas e escamosas has regides de dobra dos bragos. C. Menina com 9 anos de idade e papulas eritematosas e escamosas
disseminadas, além de foliculos papulares desde os 8 anos. D. Menina de 8 anos de idade com lesGes escamosas,
eritematosas e crostosas. E. Menino de 12 anos com lesdes crostosas nas narinas desde os 11 meses de idade. F. Menino
de 3 anos com DIH desde os 2, blefaroconjutivite bilateral com acometimento das sobrancelhas.

Embora as crostas nasais sejam um achado comum, elas podem estar ausentes em alguns
casos (OLIVEIRA et al., 2005).

Apenas dois estudos tém sido conduzidos a respeito das caracteristicas epidemioldgicas e
dermatoldgicas de uma série de casos de DIH com diagnéstico confirmado e positividade
soroldgica para o HTLV-1: um na Jamaica, no qual 50 pacientes foram avaliados, e outro na Bahia,
Brasil, envolvendo 42 casos (LA GRENADE et al., 1998); (OLIVEIRA et al., 2012).

Em estudo realizado na Jamaica, a DIH correspondeu a 10% dos casos de eczema infantil
(LA GRENADE et al., 1998). Nesse pais, a prevaléncia de portadores infantis de HTLV-1 em
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1991 foi de 1% e, acima dos 20 anos de idade, de 8,1% (MURPHY et al., 1991). Em 2000, 28
criancas portadoras do HTLV-1 foram acompanhadas durante 7,5 anos em média, e observou-se
que apenas uma desenvolveu DIH (apresentou carga proviral elevada), concluindo que, em
criancas infectadas verticalmente, a probabilidade de desenvolver essa infeccdo aos 4 anos de
idade é de 2% (MALONEY et al., 2000). Nesse mesmo estudo, que incluiu 181 filhos de
portadoras desse virus, foi observada uma taxa de transmissao vertical elevada, igual a 15,5%. A
frequéncia da DIH é maior no sexo feminino, variando de 60 a 65% (OLIVEIRA et al., 2005).

A patogénese da DIH é ainda desconhecida e ndo se sabe por que apenas algumas criangas
infectadas desenvolvem essa doenca, a maioria permanecendo assintomatica. Existe a
possibilidade de que o desenvolvimento dessa dermatite seja multifatorial, estando envolvidos
fatores genéticos e imunoldgicos e carga proviral elevada (LA GRENADE et al., 1998; PRIMO,
et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2009).

Segundo La Grenade et al. (1996), existe a possibilidade de que o desenvolvimento dessa
dermatite esteja ligado a fatores genéticos, desde que ja foram descritos casos de DIH/HAM-TSP
em mais de um membro da mesma familia (PRIMO et al., 2005; LA GRENADE et al., 1998).

1.2.3.1 - A DIH e sua associagao com outras doencas

Foi observado que pacientes com DIH podem manifestar HAM/TSP ainda na infancia ou
adolescéncia. O grupo de estudos sobre infeccdes pelo HTLV-1 na infancia e adolescéncia do
complexo HUPES-UFBA (Hospital Universitario Professor Edgar Santos da Universidade Federal
da Bahia) em parceria com pesquisadores do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM),
FIOCRUZ-BA, tém observado na crianga, casos de DIH que evoluiram para a forma infanto-
juvenil da HAM/TSP (PRIMO et al., 2005).

Os pacientes de DIH podem evoluir para ATL (HANCHARD et al, 1991);,
(BITTENCOURT ef al, 2001) e recentemente, um caso de manifestacdo simultanea de ATL e
HAM/TSP em uma adolescente com DIH foi descrito na Bahia (BITTENCOURT e FARRE,
2008).

Por outro lado, 35% dos casos com ATL, que apresentaram forma clinica tumoral primaria
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de pele! observados na Bahia, tém historia de eczema severo/grave na infincia, resistente a
tratamento e com comprometimento do couro cabeludo, compativel com o diagnostico de DIH.
Desses casos, 14% deles tém associagdo com HAM/TSP, o que mostra uma estreita correlagdo
entre estas patologias (BITTENCOURT; OLIVEIRA, 2005; BITTENCOURT et al., 2007). E
possivel que a DIH represente um indicador progndstico de condi¢des patologicas associadas ao
HTLV-1 que possam vir ocorrer mais tardiamente, na fase adulta do individuo portador. Contudo,
ainda se desconhece os fatores envolvidos no desenvolvimento de HAM/TSP e ATL em pacientes
com DIH.

Ainda que a ATL ocorra geralmente no adulto, h4 relatos na literatura de 24 casos
diagnosticados com ATL na infancia e adolescéncia (Figura 9); (BITTENCOURT et al., 2006)
apud (CARNEIRO-PROIETTI et al, 2006), cujas manifestagdes clinicas sdo, em sua maioria,
semelhantes as observadas no adulto. Seis tinham idade igual ou inferior a 10 anos na época do

diagnodstico (MAHE et al., 2004; VILMER et al., 1985).

! A forma tumoral primaria de pele ¢ uma das 5 formas clinicas da ATL e caracteriza-se por apresentar tumores

na pele e auséncia de linfocitose, hipercalcemia, envolvimento linfonodal e de outros orgdos internos
(BITTENCOURT et al., 2005).
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Tabela 1 - Casos da literatura de ATL ocorrendo na infincia e adolescéncia?6

N© Autores Idade/ Pele LN Baco MO SNC Sobrevida
sexo e/ou figado (anos)
1 Vilmer et al.77 1M + - - - - Vivo (8)
2 Foucar et al.”8 16/F + + + + - Obito (0,1)
3 Ikai et al.7? 10/F + - - - - Vivo (3,6)
4 Ratner et al.80 7/F + Obito(...)
5 Fort et al.8! 16/M - + + - Obito (0,2)
6 Blank et al.82 17/M - + + Obito(...)
7 Williams et al.83 12/M - + + -
8 Wilks et al.84 16/F + + + + - Obito (0,3)
9 Broniscer et al.85 16/F + + + + + Vivo(...)
10 Lin et al.86 12/F + + - + - Vivo (5)
11 Valle et al.57 15/M + + + Obito (0,2)
12 Lewis et al .88 13/M - - - - - Vivo (...)
13 Bittencourt et al.?9 18/F + + + - Obito (1,9)
14 Bittencourt et al. (comunicagado pessoal)* 9/M + - - - - Vivo (14)
15 Pombo de Oliveira et al.90+ 2/F + + + + Obito (2)
16 Pombo de Oliveira et al,90+ 18/M 4 + + + Obito (0,6)
17 Pombo de Oliveira et al.?0* 11/M + + + + Obito (4)
18 Pombo de Oliveira et al.90* 15/M + + - + Obito (0,2)
19 Pombo de Oliveira et al.90* 14/M + + e - Obito (0,5)
20 Pombo de Oliveira et al.%%* 16/F - + + - Obito (0,2)
21 Pombo de Oliveira et al.%0+ 16/F - + + - Obito (0,2)
22 Pombo de Oliveira et al.%0+ 7/M - + - - Vivo (3)
23 Mahé et al.3? 17/F + & - Obito (0,16)
24 Oliveira et al.9! 16/F - - - - Viva (1,4)

ATL = leucemia/linfoma de células T do adulto; LN = linfonodos; MO = medula dssea; SNC = sistema nervoso central; ... = sem referéncia.
* Integragdo viral de tipo monocional.
T Medula 6ssea envolvida em quatro casos.

Figura 8. Casos de ATL descritos na literatura que se manifestados na infancia e adolescéncia. Fonte:
BITTENCOURT et al., (2006).

1.2.3.2 - Ocorréncia de células em flor na ATL e na DIH

Ha cinco anos, o grupo de estudos sobre infecgdes pelo HTLV-1 na infancia e
adolescéncia do complexo HUPES-UFBA/CPqGM-FIOCRUZ vem acompanhando uma coorte de
pacientes com DIH e avaliando parametros clinicos, histopatologicos, hematoldgicos e
moleculares que possam vir a ser marcadores de evolu¢do da DIH para ATL e HAM/TSP.

No acompanhamento da coorte de pacientes com DIH foi recentemente observado de 1-
4% de linfocitos atipicos e/ou células em flor em esfregaco do sangue periférico (OLIVEIRA et
al., 2010); Figura 5. Uma vez que células em flor ja foram observadas em alguns portadores
assintomaticos (INOUE et al., 1998) e estes foram considerados como casos de pre-ATL, a
observagdo dessas células em pacientes com DIH pode vir a ser um marcador importante da

evolugdo para a ATL.
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Como a ATL se manifesta quando acontece a expansao exacerbada de um unico clone
celular neoplasico que adquiriu maior capacidade proliferativa (proliferagio monoclonal)
(MATSUOKA; JEANG, 2007), assim a detec¢ao de uma populacdo de linfocitos atipicos com
proliferacdo exacerbada e monoclonal (onde todas as células se originariam de uma tUnica célula

transformada) nesses pacientes, poderia ser um possivel marcador de evolugao de DIH para ATL.

1.3 O REARRANJO GENICO E A CLONALIDADE DOS LINFOCITOS T

Os linfocitos T originam-se de um precursor comum da medula 6ssea que se torna
comprometido com a linhagem dos linfocitos. Os progenitores das células T migram e completam
sua maturagdo no timo. A maturagao inicial € caracterizada pela proliferagao celular induzida por
citocinas, principalmente a IL-7, levando a um aumento acentuado do numero de linfocitos
imaturos. Essa maturagdo envolve a recombinacdo somatica dos segmentos de genes dos
receptores de antigenos e a expressao das moléculas do receptor de célula T (TCR) nos percussores
das células T. A expressao dos receptores de antigenos ¢ essencial para a sobrevivéncia e maturacao
dos linfocitos em desenvolvimento e para os processos de selecdo que levam a um repertdrio
diversificado de especificidades antigénicas (KNOECHEL et al., 2005).

Os TCRs podem estar formados pelas cadeias a, 3, y € 6. Estas sdo codificadas por genes
que inicialmente contém os segmentos V, J e D. Na maturagao dos linfécitos T no timo acontece a
recombinacdo somadtica destes segmentos génicos que envolve a jungdo do segmento V aos
segmentos recombinados DJ, ou diretamente a jungdo V e J em outros /loci. Esse processo de
recombinacdo génica ¢ mediado por um complexo de enzimas recombinases que inclui um
complexo linfocito-especifico RAG-1 e RAG-2 (Figura 9), (ABBAS et al., 2005).

Os genes das cadeias B e Yy do TCR tém sido os alvos preferencias para detec¢ao de células
T monoclonais, uma vez que o rearranjo génico para a cadeia TCR-a ¢ altamente complexo e o

gene das cadeias do TCR-0 estdo frequentemente deletados em linfocitos T maduros.
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Figura 9. Esquema simplificado do processo de rearranjo dos genes que codificam para as cadeias alfa, beta, delta e
gama do receptor de célula T (TCR). Fonte: Adaptado de ABBAS et al. (2005).

Para estudar a clonalidade das populagdes de linfocitos T circulantes (diferenciar uma
populacdo de linfocitos T policlonal de uma monoclonal), precisa-se recorrer a técnicas de biologia
molecular, pois ndo existem ferramentas morfoldgicas ou imunofenotipicas que consigam fazer
essa diferenciacdo. Segundo Assaf et al. (2000), através de tais técnicas pode-se fazer a analise da
presenca de populacdes de células T monoclonais através da deteccdo de rearranjos dos genes que
codificam para as diferentes cadeias do receptor dos linfocitos T (TCR). A analise do rearranjo dos
genes que codificam para o TCR vem sendo utilizada para diagnostico molecular de leucemia e
linfoma de células T em geral. Esta técnica baseia-se na amplificagdo por PCR de regides génicas
rearranjadas que codificam para as cadeias do TCR. Para esta analise sdo utilizados oligos
(primers) degenerados, capazes de amplificar muitos rearranjos ao mesmo tempo, o que permite
detectar um padrao de multiplas bandas para populagdes policlonais (policlonalidade) e um padrao
discreto, sem muitas ou até uma Unica banda, para populacdes oligoclonais e monoclonais
(monoclonalidade) (DISS et al., 1995; VAN DONGEN et al., 2003).

Sendo assim, acredita-se na possibilidade de que exista uma conversao do padrao policlonal
de expansao/proliferacdo dos linfocitos T infectados para o padrao monoclonal na evolucao de

DIH para ATL, respectivamente (ETOH et al., 1997); (BITTENCOURT; FARRE, 2008).
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1.3.1 Analise da integracdo proviral para avaliacdo da clonalidade de linfocitos T na
infeccdo pelo HTLV-1.

Na infecgdo pelo HTLV-1, existem duas estratégias especificas para analisar a clonalidade
de células infectadas: uma baseada na técnica de Southern Blot (SB) (TSUKASAKI et al., 1997)
e a outra baseada na amplificagdo por PCR, onde foram desenvolvidas a PCR invertida (TAMIYA
et al., 1995) e a PCR invertida e longa (ILPCR) (ETOH et al., 1997). Tanto o método SB como o
da ILPCR utilizam o principio de que o HTLV-1 integra o seu genoma proviral no genoma da
célula infectada e que esta integragdo ¢ randdmica, o que significa que, em cada célula infectada e
originaria de uma populagdo de células portadoras do DNA proviral, o local de integracao proviral
¢ diferente. Assim, todas as células de uma populagdo de linfocitos que prolifera seguindo um
padrdo monoclonal, onde todas as células provem de um linfécito infectado original, t€ém o DNA
proviral integrado no mesmo local do genoma, apresentando padrao de integracdo monoclonal.

Para a realizacdo do SB, necessita-se de quantidade significativa de DNA, que nem sempre
estd disponivel. Nesta estratégia se utiliza inicialmente uma enzima de restri¢do para cortar o DNA
humano a fim de que ndo existam alvos de restricdo no DNA proviral. Os fragmentos gerados sao
detectados com uma sonda contendo unicamente fragmentos do genoma viral. A visualizac¢do de
uma banda unica indica a presenca de um clone predominante abundante (padrdo monoclonal).

A PCR invertida ¢ mais sensivel e precisa de menos DNA para a sua realizagdo. Através
desta estratégia, gera-se um produto de PCR que, ao ser sequenciado, permite identificar a regido
do genoma humano onde o provirus se integrou.

Uma vez que as lesdes tumorais na pele de pacientes com ATL ndo apresentam um padrao
histologico carateristico e simulam a mesma histologia observada em outros linfomas cutaneos
nao associados ao HTLV-1, como a micose fungdide ou o linfoma anaplasico de grandes células
(BITTENCOURT et al., 2009), ambas as estratégias sao de grande utilidade para fazer diagnostico
diferencial de ATL em relacdo a linfomas cutdneos T. Este diagnostico diferencial ¢ muito
importante, principalmente em areas endémicas para o HTLV-1, pois o prognostico e o tratamento
sao diferentes nestas neoplasias.

Diferentemente do que ocorre na ATL, na DIH espera-se encontrar uma populagdo
policlonal de linfocitos T infectados (oriunda da proliferacao de diferentes clones infectados) e um

padrao de integragdo policlonal (policlonalidade dos linfocitos), pois em cada clone de células
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infectadas o DNA proviral pode ter integrado em uma regido diferente do genoma da célula

(GILLET et al., 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Padrdes de expansdo clonal de linfécitos T infectados. Os linfdcitos que tem integracdo do DNA proviral
em diferentes areas do genoma humano e que contem diferentes rearranjos nos genes que codificam para o TCR estéo
marcados em varias cores. (a) Expansdo policlonal: a populagdo linfocitéria origina-se de varios linfdcitos. (b)
Expansdo monoclonal: a populagdo linfocitaria origina-se de um unico linfocito que adquiriu capacidade proliferativa
maior que os demais e por isso todos tém o DNA proviral integrado no mesmo local e contém o mesmo rearranjo dos
genes gue codificam para o TCR. Fonte: adaptado de FARRE et al. (2008)
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1.4 AINTEGRACAO PROVIRAL DOS RETROVIRUS E DO HTLV-1

Para diferentes retrovirus, alguns estudos t€ém mostrado que a integracao viral no genoma
da célula hospedeira ndo ¢ totalmente aleatoria, mas que cada retrovirus parece possuir alvos
preferenciais no genoma humano (MITCHELL et al., 2004).

Cada retrovirus também tem como alvo uma caracteristica regido consenso de sequéncias
nucleotidicas repetidas no local da integracao (WU et al., 2005). As diferengas preferéncias de
cada retrovirus sdo determinadas por uma série de fatores conhecidos, incluindo propriedades da
integrasse viral (LEWINSKI et al, 2006), proteinas que auxiliam na adesdo ao DNA (AL-
MAWSAWI et al., 2006), proteinas celulares (BUSHMAN, 2003) e a estrutura da cromatina no
local da integracao (PRUSS et al., 1994; WANG et al., 2007). Por exemplo, sabe-se que o HIV
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tem um viés de integragao em direcdo aos genes, onde a integracdo ¢ direcionada as ilhas CpG e
aos sitios de iniciagdo de transcricdo dos genes (CIUFFI et al., 2006).
Para o HTLV-1 foi mostrado que in vivo hé influéncia seletiva para a distribui¢do gendmica

dos sitios de integragdo proviral em infe¢do persistente pelo HTLV-1 (MEEKINGS et al., 2008).

2. JUSTIFICATIVA

Este projeto iniciou-se apos a observagao de linfocitos atipicos, incluindo células em flor,
em filmes sanguineos de pacientes com DIH (OLIVEIRA et al., 2010). As células em flor sdo
caracteristicas das formas graves da ATL e também foram observadas em raros casos de portadores
assintomaticos adultos em percentagens de até 5%, sendo considerados como casos de pré-ATL
(YAMAGUCHI et al., 1988). Até¢ o momento, somente na Bahia essas células foram descritas na
faixa-etaria infanto-juvenil, em pacientes com DIH (OLIVEIRA et al., 2010). Uma vez que a ATL
apresenta padrdo monoclonal de integracdo proviral, este estudo pretende investigar se nos
pacientes com DIH que apresentaram células atipicas, também se observa o padrao monoclonal
caracteristico da ATL para proliferacdo dos linfocitos T infectados. Este tipo de padrdo de
integragdo nao foi antes observado em portadores na faixa infanto-juvenil.

Estudos mostram que no caso do desenvolvimento da ATL em portadores do HTLV-1, que
acontece a partir da quarta década de vida, o virus foi adquirido principalmente por transmissao
vertical (BARBOSA et al, 1999; POMBO DE OLIVEIRA et al, 1999). Deste modo, o
desenvolvimento de padrdo monoclonal nestes pacientes possivelmente acontece durante um
longo periodo a partir da infec¢cdo. Considerando que os pacientes de DIH, que desenvolvem esta
doenca na infancia e adolescéncia, adquiriram o virus também por via vertical, o desenvolvimento
deste padrao monoclonal ocorreria durante um menor tempo de convivéncia com o HTLV-1. A
observacao do padrao monoclonal na faixa infanto-juvenil poderia indicar que, em pacientes com
DIH, existem fatores que podem induzir precocemente o desenvolvimento da ATL.

Adicionalmente, ap6s o aparecimento de linfocitos atipicos e/ou células em flor,
ressaltamos a importancia da verificagdo da percentagem dessas células: se ela se mantém ou
apresenta oscilacdo no sangue periférico. Tal acompanhamento permitirda compreender se a

presenca de linfocitos atipicos flutua ao longo do tempo ou se corresponde a um fenomeno pontual.
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Ainda que ndo se conhegcam os mecanismos que levam ao surgimento das células em flor no sangue
periférico, a sua relagdo com as formas graves da ATL confere relevancia para um possivel
diagnostico de pré-ATL. A fim de compreender melhor a importancia clinica e diagndstica da
presenca desse tipo de linfocito atipico na evolucdo da DIH para ATL e sendo que estas células ja
foram observadas em assintomaticos na idade adulta (YAMAGUCHI et al., 1988), a sua presenga
também sera avaliada em um grupo de portadores assintomaticos da faixa-etaria infanto-juvenil
para avaliar se este fendmeno acontece também em portadores assintomaticos desta faixa-etaria,

ndo estando somente relacionado com a manifestacao de DIH.
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3. HIPOTESE DO ESTUDO

Na evolucao da DIH para a ATL pode existir conversao do padrao policlonal de expansao
dos linfocitos infectados pelo HTLV-1 para o padrao monoclonal. A presenca de células em flor
no sangue periférico de pacientes com DIH esta relacionada com o aparecimento de um clone
predominante, podendo ser observado um padrdo de integragdo proviral monoclonal através de

analise molecular.
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4. OBJETIVOS

Obijetivo geral:

e Determinar se a presenca de linfocitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico de
pacientes com DIH esté associada com a observagdo de um padréo de proliferacdo monoclonal
de linfécitos infectados pelo HTLV-1.

Obijetivos especificos:

1. Avaliar o rearranjo dos genes TCR-gama (TCRG) nos linfocitos T circulantes nos pacientes
portadores do HTLV-1 com DIH na presenca e auséncia de linfécitos atipicos e/ou células em
flor no sangue periférico;

2. Naqueles pacientes com DIH com linfécitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico,
analisar o padrdo de integracdo proviral (mono ou policlonal) das células infectadas e
identificar o local de integracdo do provirus no genoma do hospedeiro;

3. Acompanhar os pacientes da coorte com DIH e avaliar o aparecimento, a permanéncia ou a
flutuacdo da percentagem de linfocitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico;

4. Investigar se a presenga de linfocitos atipicos e/ou células em flor também pode ser observada

em portadores assintomaticos na faixa-etaria infanto-juvenil.
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5. METODOLOGIA

5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

O presente estudo inclui uma coorte composta por 31 pacientes com DIH, que tem sido
acompanhada clinica e laboratorialmente durante pelo menos seis anos (2006 - 2012) e um grupo
de 11 portadores assintoméaticos do HTLV-1, sendo estes individuos irmdos dos pacientes com
DIH que foram também acompanhados clinica e laboratorialmente pelo periodo de 1 ano (2011 —
2012). O grupo de portadores assintomaticos (GPA), assim como o de DIH, correspondem a
amostras de conveniéncia. Dos 31 pacientes incluidos, 9 também apresentam HAM/TSP.

A distribuicdo por sexo e idade de ambos 0s grupos esta representada na tabela 2. A coorte
com DIH foi composta por 20 individuos do sexo feminino e 11 do sexo masculino enquanto que
0 grupo de portadores assintomaticos esteve formado por 7 individuos do sexo masculino e 4 do
sexo feminino.

Todos os individuos incluidos neste estudo tiveram a sorologia para HTLV-1 investigada
por ELISA e confirmada por Western blot e PCR. O diagnostico de DIH foi realizado segundo
critérios pré-estabelecidos (LA GRENADE et al,, 1998; OLIVEIRA et al., 2005). Todos os
portadores apresentavam sorologia negativa para HIV e pertenceram a faixa-etaria infanto-juvenil.
Como citado anteriormente, todos os individuos incluidos no estudo foram acompanhados
clinicamente durante o periodo do estudo observando aspectos dermatologicos e neurologicos
relacionados com as doengas associadas ao HTLV-1 (LA GRENADE et al., 1998); (OLIVEIRA
et al., 2005).

Todos os 31 pacientes da coorte eram afro-descendentes e de classe socioecondmica baixa.
Dois dos 31 pacientes eram irmdos. Trés dos pacientes eram Orfaos e estavam residindo em
orfanatos ou como moradores de rua. Para esses pacientes, os dados do inicio da doenga, assim
como do periodo de amamenta¢do sao desconhecidos. Um paciente que tinha mae soronegativa
para o virus tinha historico de transfusao sanguinea. O periodo de amamentagao dos pacientes da
coorte com DIH variou entre 1 — 72 meses (média de 24,2 meses; informacdo de 28 pacientes).

Para o GPA este dado nao foi analisado.
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Tabela 2. Caracterizacdo da populacdo de estudo (coorte com DIH e grupo de portadores assintomaticos - GPA)

quanto a faixa-etaria e sexo.

Comparacgao dos grupos quanto a idade e sexo

Grupo Idade média  Idade mediana  Sexo*  n° de individuos % TOTAL
Coorte DIH 18,5 19 F 20 64.5 31
M 11 35.5 100
GPA 18,5 17 F 4 36.4 11
M 7 63.6 100

Obs.: As idades foram calculadas a partir da data de nascimento de cada individuo pertencente aos dois grupos até a data do
fechamento das coletas, que ocorreram até o ano de 2012. *F, sexo feminino e M, sexo masculino.

Ao final do ano de 2006 foi iniciada a investigacdo pela presenca de linfécitos atipicos e
células em flor no sangue periférico nos pacientes com DIH. Para isto, foram realizadas coletas e
filme sanguineo a cada 3 meses. Para fins do presente estudo, esta investigacdo e o
acompanhamento desses pacientes ocorreram até o inicio do ano de 2012, com excec¢édo de trés
pacientes que foram a Gbito antes desse periodo. Destes, dois em 2008, sendo um por cardite
reumatica (Paciente 18) e outro por insuficiéncia renal e sespsis (Paciente 14). O terceiro, em 2009,
por desidratacdo causada por diarreia (Paciente 6).

Durante o periodo de investigacdo, a cada duas coletas (correspondendo a cada 6 meses),
parte do material coletado foi utilizado para a realizacdo da extragdo de DNA e posterior analise
da clonalidade celular por PCR. Devido a dificuldade financeira das familias dos pacientes para
poder comparecer nas avaliacBes agendadas, ndo foi possivel obter material de todos 0s pacientes
em todas as coletas, resultando em 2 a 4 coletas por individuo por ano.

Os esfregacos sanguineos foram analisados no Servico de Anatomia Patoldgica do
HUPES-UFBA. Para as analises moleculares, realizadas no Laboratdrio de Patologia Experimental
(LAPEX) do CPgGM/FIOCRUZ, foram coletados até 20 mL de sangue periférico.

O acompanhamento dos portadores assintomaticos foi iniciado em 2011 para fins
comparativos com os resultados observados para os pacientes com DIH (Figura 11). Durante o
periodo de investigacdo, estes também foram avaliados segundo critérios previamente
estabelecidos para diagnostico de DIH, HAM/TSP E ATL (LA GRENADE et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2005; OSAME et al., 1990). Para este grupo, o numero de avalia¢des variou

entre 1 e 3 no periodo do estudo. A avaliagdo molecular iniciou-se em 2011, sendo que foram
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usadas amostras de DNA coletadas de maneira retrospectiva e amostras coletadas

prospectivamente.
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Figura 11. Esquematizacdo do desenho do estudo que foi realizado entre o inicio de 2011 ao inicio de 2013, quando
ocorreu o fechamento de todas as analises. Porém, todas as coletas foram realizadas no periodo que compreende o
final de 2006 ao inicio de 2012. De maneira geral, as coletas para realizagdo dos filmes sanguineos ocorreram a cada
3 meses (isto ndo se repetiu para todos os pacientes da coorte, pois alguns realizaram coletas em intervalos maiores),
enquanto que para as avalia¢des de clonalidade dos linfocitos, a cada 6 meses. LA, linfocitos atipicos; CF, células em
flor; TCRG, receptor de célula T, cadeia y (gama); ILPCR, PCR invertida e longa; GPA, grupo de portadores
assintomaticos.

5.2 ANALISE DO FILME SANGUINEO

A percentagem de linfocitos atipicos foi determinada entre 100 leucocitos contados por
analise microscopica em filme do sangue periférico corados com Wright. A identificagao dos

linfécitos atipicos foi baseada nos critérios morfoldgicos estabelecidos por Tsukasaki et al. (1999).
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5.3 SEPARACAO DE PMBCS PARA EXTRACAO DO DNA

Para separagdo das células mononucleares do sangue periférico (Peripheral Mononuclear
Blood Cells: PBMC) utilizou-se de 5 a 20 mL de sangue e Ficoll-Hypaque (Ficoll-Paque Plus-GE
Healthcare), pelo gradiente de densidade através da centrifugacdo. A obtencao de DNA gendmico
das células mononucleares foi feita utilizando-se um protocolo de tratamento com proteinase K,
realizando em seguida a sua extragdo através do QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN) seguindo as
recomendacoes do fabricante.

O DNA extraido do PBMC foi quantificado utilizando o equipamento NanoDrop (7Thermo
Fisher Scientific) de acordo com as instru¢des do fabricante. Valores da relagdo de absorbancias a

260nm e 280nm (260/280) proximos a 1,8 foram considerados satisfatdrios para o DNA extraido.

5.4 ANALISE DA CLONALIDADE DOS LINFOCITOS T POR TCRG

O estudo da clonalidade de linfocito T foi realizado pela analise do rearranjo dos genes que
codificam para a cadeia gama (y) do receptor de célula T (TCR). Esta estratégia baseia-se na
técnica de PCR utilizando oligos (primers) multiplos e degenerados que se ligam a genes que
codificam para as cadeias varidveis do TCR. Seguindo o protocolo descrito por Diss ef al. (1995),
as sequéncias de primers utilizadas foram Vyl: 5’-TCTGGG/CTCACACTCC/TCACTTC-3’;
VyII/IV: 5’-CTCACACTCC/TCACTTC-3’ e Jyl/2: 5’>-CAAGTGTTGTTCCACTGCC-3’. O
primer Vyl pode se ligar a todos os genes da familia Vyl; o primer VyIII/IV se liga a genes das
familias VyIIl e VyIV (genes V10 e V11) e o primer Jy1/2 é completamentar a VyI e VyII (Figura

13). O tamanho esperado dos produtos para esse set de primers esta entre 70-95 pares de bases

(pb).
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Figura 12. Esquematizacdo do rearranjo dos genes para cadeia gama do TCR. A. Organizag¢do dos genes que codificam
para a cadeia y do TCR e regides reconhecidas pelos primers utilizadas nas PCR para analise do rearranjo do mesmo.
B. Cadeia y do TCR rearranjada mostrando as posigdes em que o primer permite a amplificacao de regides dos genes
V-N-J. Fonte: DISS et al., (1995).

Para as PCR uitlizou-se 100 ng de DNA, 1 U de Taq polimerase, 10 ng de cada primer, 400
uM de dNTPs, 2,0 mM de MgCl, e tampao contendo Tris-HCI 20 mM (pH 8,4) / KCl>, 50 mM
num volume final de 50 uL. As reagdes foram amplificadas em termociclador Eppendorf com as
seguintes condi¢des de temperatura: 95°C por 5 minutos para desnaturacao do DNA, 55°C por 1
minuto para pareamento dos primers e 73°C por 1 minuto para extensdo do primer pela Taq
polimerase durante 40 ciclos.

Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%.
Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta. Esta avalia¢ao
foi realizada para todos pacientes em todas as coletas. Na visualizacdo de até duas bandas por
amostra com fragmentos de tamanho esperado entre 55 a 100 pares de bases foram consideradas
como padrao de amplificagdo monoclonal. A visualizagdo de multiplas bandas formando um rastro

foi considerada como padrao de amplificacao policlonal.
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5.5 ANALISE DA INTEGRACAO VIRAL POR ILPCR

Utilizamos a técnica do PCR invertido e longo (ILPCR) (ETOH et al., 1997), onde o DNA
gendmico humano ¢ digerido com EcoRI que ndo digere regides provirais do HTLV-1, mas apenas
sequencias do DNA humano; sendo ligado com T4 DNA ligase para causar self ligation (auto
ligacdo), e novamente cortado com a enzima M/ul que digere a regido pX do HTLV-1 (Figura 2).
Esta ultima digestao impede a amplificagdo do provirus, permitindo que o produto de PCR

(amplicon) possua regides viral e humana (Figura 13).

HTLV-I provirus
EcoRI Miul EcoRI

g > "ﬂ >

genomicDNA g yom B8 POl o pX 3-LTR genomic DNA

EcoRI digestion

' Ligation

Primerz [>

4 genomic DNA D
5-LTR ¥.LTR
' Long PCR

EcoRl
LTR genomic DNA LTR

Figura 13. Diagrama esquematico da ILPCR. O DNA gendmico foi digerido por EcoRlI e depois ligado com T4 ligase
para formar o DNA circular. Este DNA circular contém DNA gendmico flanqueado por sequéncia do provirus HTLV-
1. As setas indicam os primers utilizados na ILPCR. Uma vez que estes primers podem amplificar tanto DNAs
gendmicos flanqueados como o proprio provirus, o DNA circular foi digerido com Mlul para evitar a amplificagdo do
provirus. Fonte: ETOH ef al. (1997), Cancer Research.
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O DNA duplamente digerido ¢ utilizado como molde para PCR com oligonucleotideos
especificos 5’-TGTCTGGCCCTGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTG-3 e 5’-
AGTCTGGCCCCTGACCTTTTCAGACTTCTGTTTC-3’. Estes primers anelam-se as regides
US (posicdes 556-589) e U3 (posigdoes 8345-8378) da regido LTR do DNA proviral,
respectivamente. As reagdes foram amplificadas em termociclador Eppendorf com as seguintes
condigdes de temperatura: 92°C por 3 minutos para desnaturagdo do DNA, 55°C a 59°C (a
depender da otimizacdo da reacdo) por 30 segundos para pareamento dos primers e 72°C por 30
segundos para extensdo do primer pela Taqg DNA polimerase durante 40 ciclos. Os produtos de
PCR foram analisados em gel de poliacrilamida a 6% e corados com brometo de etidio apds
eletroforese.

Na presenca de bandas unicas (padrao monoclonal), estas foram purificadas com QlAquick
PCR purification kit (QIAGEN) e sequenciadas. Para as reagdes que produziram mais de um
produto (banda) de PCR, estes foram cortados do gel com auxilio de um estilete descartavel para
unico uso, sendo colocados em tubos Eppendorf separados e submetidos a purificagao utilizando
Gel Extraction QlAquick PCR purification kit (QIAGEN) segundo recomendacdes do fabricante.

Os produtos purificados também foram sequenciados.

5.5.1 Sequenciamento

Este processo baseou-se no protocolo de terminacdo de cadeia, também conhecido por
método de Sanger (SANGER et al., 1977) e foi realizado na Plataforma de Sequenciamento do
CPgGM. A reacdo para cada amostra sequenciada foi constituida de 0,75 uL de tampéo diluente,
1 uL de BigDye Terminator V3.1® (Life Technologies), 0,5 uM de primer e 6,25 uL de DNA
molde resultante da purificacdo. As condic¢des de amplificacdo foram: desnaturagéo inicial a 96°C
por 1 minuto, 30 ciclos de 15 segundos a 96°C (desnaturacdo), 15 segundos a 50°C (hibridizagéo)
e 4 minutos a 60°C (polimerizagao).

Em cada pogo contendo produto de sequenciamento foi adicionado 40 pL de isopropanol.
Incubou-se por 30 minutos em temperatura ambiente para a precipitacdo dos produtos de amplificagao.
Em seguida, centrifugou-se a placa por 45 minutos a 3600 rpm e descartou-se o sobrenadante.
Posteriormente, adicionou-se em cada poco 200 pL de etanol a 70% e centrifugou-se a placa por 20

minutos a 3600 rpm. Ao final, o sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi desidratado
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em temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras foram ressuspensas em 10 pL de formamida e
desnaturadas a 95°C por 5 minutos antes de serem sequenciadas no aparelho ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems).

As sequencias nucleotidicas obtidas a partir do sequenciamento dos produtos das reacdes
de ILPCR foram analisadas quanto a sua similaridade com sequencias presentes no GenBank
(bando de dados). Para isto, utilizou-se a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
disponivel na rede do Centro Nacional de Biotecnologia e Informacao (National Center for
Biotechnology Information - NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov). Assim, foi possivel identificar a
regido genomica onde o DNA proviral estava integrado, bem como o cromossomo em que ocorreu
tal integragdo. Produtos contendo apenas sequéncias humanas foram considerados como
inespecificos da reagdo de PCR. Produtos de PCR contendo sequencia unicamente viral também
foram desconsiderados, pois estes devem possivelmente ter sido originados por falha técnica da
segunda restricdo (digestdo com Mlul), a qual torna a molécula circular (resultado da etapa pos-
liga¢do) em linear. A molécula linear, por sua vez, deve possuir sequencia humana flanqueada por
sequencias virais em ambas as extremidades. Ao ocorrer a falha da Mlul, a molécula permanece
circular e, no momento da amplificagdo, os primers virais amplificam apenas regides do virus que
estdo flanqueadas por genoma humano, resultando num produto exclusivamente viral.

Deste modo, para que os resultados obtidos apos o sequenciamento fossem considerados
satisfatorios, as sequencias analisadas deveriam conter obrigatoriamente sequéncias nucleotidicas
humanas e virais, como resultado da técnica de ILPCR, a fim de identificar o sitio de integracao
do provirus do HTLV-1 no genoma do hospedeiro.

Esta técnica foi aplicada somente para os pacientes com DIH que apresentaram linfocitos
atipicos e/ou células em flor em esfregaco do sangue periférico a fim de observar a

monoclonalidade dos linfocitos.

5.6 CONSIDERACOES ETICAS

Os responsaveis legais das criancas e adolescentes consentiram a criopreserva¢do do
material bioldégico dos mesmos e as pesquisas aqui propostas, mediante assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, Anexo I), aprovado pela CONEP (registro 13097).
Também foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do CPqGM, FIOCRUZ.
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5.7 ANALISE DOS DADOS

Os dados de todos pacientes da coorte com DIH e dos portadores assintomaticos incluidos
no estudo estdo registrados em um banco de dados da ferramenta Microsoft Excel. As sequéncias
foram analisadas utilizando o programa Chromaspro 1.41 (BECKMAN et al, 2008).
Adicionalmente, os alinhamentos com sequéncias contidas em banco de dados foram realizados,
como comentado anteriormente, mediante a utilizagdo da ferramenta Blast (Basic Local Alignment
Search Tool), disponivel na rede do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a localizagdio cromossdmica, utilizou-se outra ferramenta
relacionada ao GenBank, o Ensembl Browser (www.ensembl.org) que permite a visualizagdo da
regido interrompida pelo DNA proviral no cromossomo humano. Pra esta busca, deve-se
primeiramente ter o arquivo da sequéncia a ser analisada em formato FASTA. Esta sequéncia ¢
adicionada ao campo correspondente para que seja comparada as sequencias similares as
sequencias de DNA humano e/ou viral do banco de dados. Uma vez encontrada, a sequéncia ¢

identificada e localizada no cromossomo correspondente.
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6. RESULTADOS

6.1 PRESENCA DE LINFOCITOS AT{PICOS E/OU CELULAS EM FLOR EM PACIENTES
COM DIH E PORTADORES ASSINTOMATICOS.

Na tabela 3 estdo apresentados os dados referentes a presenca de linfocitos atipicos e/ou
células em flor dos 31 pacientes incluidos no estudo, considerando todas as analises de filme
sanguineo realizadas durante o periodo de 2006 a 2012. Onze (35,5%) dos 31 pacientes
apresentaram linfocitos atipicos no sangue periférico e destes apenas 5 também apresentaram
células em flor em pelo menos uma das coletas realizadas ao longo deste periodo (Figuras 15 e
16).

Para o grupo de portadores assintomaticos (n = 11) incluidos no presente estudo, nenhum
destes apresentou linfocitos atipicos e/ou células em flor nos filmes de sangue periférico em

nenhuma das analises realizadas de 2011 a 2012.
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Tabela 3. Caracterizag@o da coorte com DIH quanto ao sexo e presenga ou auséncia de linfocitos atipicos e/ou células
em flor no sangue periférico.

Caracterizacdo dos pacientes da coorte com DIH

Paciente Sexo Ano de nascimento Linfécitos atipicos Células em flor
1 F 1997 - -
2 F 1995 - -
3 F 1998 - -
4% F 1988 - -
5* M 1997 P P
6t F 1987 - -
7 F 1990 - -
8 M 1993 - -
9 M 1989 - -
10 M 1991 - -
11%* F 1989 P -
12* F 1988 - -
13* F 1993 P -
14¢* M 1986 - -
15%* F 1995 P -
16* F 1991 P P
17 F 1998 P -
18* M 1994 P P
19 M 1996 - -
20 F 1989 - -
21 F 1993 P -
22 F 1996 P P
23 F 2005 - -
24%* F 1987 - -
25% F 2001 - -
26 M 2001 - -
27 M 1994 - -
28 F 1993 - -
29 M 1988 - -
30 F 2005 P P
31 M 1990 P -

TOTAL 11 5

T3

Legenda: “F”, para sexo feminino; “M”, sexo masculino; , sem linfocitos atipicos ou células em flor no sangue periférico; “P”
para presenca de linfocitos atipicos ou células em flor em sangue periférico. OBS.: A célula em flor é um tipo de linfocito atipico.
Pacientes que foram a 6bito: 6 em 2009 ¢ 14 e 18 em 2008. *Pacientes de DIH que manifestaram HAM/TSP. Para as coletas

realizadas, os dados sdo demonstrados a seguir nas figuras 15 e 16.



50

Os graficos da figura 14 mostram a percentagem de linfocitos atipicos e/ou células em flor,
por paciente, observados ao longo de todo o estudo. Ja para os graficos da figura 15, sdo mostradas
apenas as percentagens de linfocitos atipicos. Os valores apresentaram flutuagdo entre os
individuos e entre as diferentes coletas realizadas para cada um deles, com varia¢des de 1 a 4%
para presenca de linfocitos atipicos e/ou células em flor nos seus filmes sanguineos.

Nesses graficos estao apresentadas as amostras, identificadas por seus respectivos codigos,
que foram submetidas aos testes de TCRG — representadas por uma estrela verde - em cor preta -
e/ou aos testes de ILPCR seguido do sequenciamento — representadas pelo simbolo “*”” em cor
preta. A amplificac@o para andlise do rearranjo dos genes que codificam para o TCRG foi realizada
para todos os 31 pacientes da coorte com DIH em diferentes experimentos, independendo da
presenca ou auséncia de linfocitos atipicos e/ou células em flor no correspondente filme do sangue
periférico. Ja para os testes da ILPCR, seguido do sequenciamento, o critério para escolha das
amostras foi a presenca de linfécitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico. Os
resultados de cada técnica serdo apresentados e discutidos separadamente a seguir (subitens 6.2 e
6.3).

Foi possivel a realizacdo de ambos os testes (TCRG e ILPCR) para uma mesma amostra
para os seguintes casos: amostras 16-A, 16-B, 18-B e 22-A (Figura 14) e amostras 11, 15-A, 15-
B, 17-B e 21 (Figura 15). Analisando cada paciente individualmente, percebe-se que, em alguns
casos, algumas amostras ndo possuem codigo. Isto se deve ao fato de que esta pode ter sido a inica
amostra analisada dentro do grupo de todas as amostras do paciente (Ex.: Pacientes 11, 21 e 31,
figura 15) ou ao fato de ndo ter sido analisada em nenhum momento por limita¢cdes das amostras.

O principal motivo para a ndo realizag@o dos testes em algumas amostras foi a quantidade
de DNA ou a qualidade do mesmo, quando sua concentragdo era baixa ou inferior a necessaria
para realizagdo do teste. Por isso, nem todas as amostras, referentes a todas as coletas realizadas
durante o periodo de acompanhamento para cada paciente, foram submetidas as analises de TCRG
e/ou ILPCR e posterior sequenciamento.

A seguir, para cada paciente, foram demonstradas todas as coletas realizadas, sendo cada
uma identificada por um niimero inteiro em ordem crescente, representando a data de cada coleta

através do més e ano (Figuras 15 e 16).
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Figura 14. Percentagens de linfocitos atipicos (LA) e células em flor (CF) - valores demonstrados a esquerda dos
graficos (abscissa) - observadas no esfregaco do sangue periférico em 5 pacientes da coorte com DIH ao longo de
todas as coletas incluidas no estudo. Para as coletas, estdo apresentadas as suas respectivas datas, referente ao més e

ano. Os valores da percentagem de LA e CF estdo demonstrados a esquerda dos graficos (abscissa) e foram
determinados entre 100 leucécitos contados por analise microscopica em esfregaco do sangue periférico corados
com Wright. OBS.: “estrela verde” para as amostras que foram submetidas ao ensaio de TCR-gama e
amostras que foram submetidas a ILPCR e posterior sequenciamento para analise da integragdo viral.
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Figura 15. Percentagens apenas de linfocitos atipicos (LA) e sua flutuag@o ao longo de todas as coletas realizadas
para 6 pacientes que apresentaram tais células no esfregaco do sangue periférico. Os valores da percentagem de LA
estdo demonstrados a esquerda dos graficos (abscissa) e foram determinados entre 100 leucocitos contados por analise
microscopica em esfregaco do sangue periférico corados com Wright. OBS.: “estrela verde” para as amostras que
foram submetidas ao ensaio de TCR-gama e “*” para amostras que foram submetidas a ILPCR e posterior
sequenciamento para andlise da integracdo viral. OBS.: O cddigo das amostras 15-A, 15-B e 15-C, que estfo na
sequéncia 15-A = 15-C - 15-B no grafico, representam a ordem cronologica das analises e ndo a ordem cronologica

das coletas.
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6.2 ANALISE DA CLONALIDADE DOS LINFOCITOS T PELO REARRANJO DO
TCRG NOS PACIENTES COM DIH.

Como dito anteriormente, a amplificacdo para analise do rearranjo dos genes que codificam
para o TCR foi realizada para todos os 31 pacientes da coorte com DIH em diferentes
experimentos, independendo da presenga ou auséncia de linfocitos atipicos e/ou células em flor no
correspondente filme do sangue periférico. No total, foram analisadas 134 amostras que foram
coletadas em diferentes momentos do acompanhamento dos pacientes, mas aqui sO serao
demonstrados através de figuras alguns desses resultados (Figura 16). Para todas as 134 amostras
foi identificado padrao policlonal para o rearranjo dos genes da cadeia gama do TCR (TCRG),
indicando proliferagdo de multiplas populagdes de linfocitos T, caracterizado pela presenca de
multiplos produtos de PCR (Figura 16). Para esta andlise, o padrdo de proliferacao clonal dos
linfocitos T circulantes no sangue periférico desses pacientes ndo se associou ao aparecimento de
células atipicias nas referidas amostras, ndo sendo detectado, portanto, nenhum clone

predominante.
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Figura 16. Produtos de PCR obtidos na analise do rearranjo da cadeia gama do TCR. Géis de poliacrilamida a 10%
representativos. M, marcador (100 pb); linhas H>Oi e H>Of correspondem, respectivamente, as aguas inicial e final
utilizadas na reacao a fim de verificar contaminagao; C-, controle negativo realizado com DNA extraido de PMBC de
individuo ndo portador do HTLV-1 e sadio; C+, controle positivo realizado com DNA procedente de paciente com
forma aguda de ATL; A: as linhas 7 e 10 correspondem a pacientes da coorte com DIH que ndo apresentaram linfocitos
atipicos (LA) no sangue periférico; linhas 18-B, 13-A e 22-A correspondem a pacientes que apresentaram LA no
sangue periférico. Os pacientes 18 e 22 também apresentaram 2% de células em flor (CF) nesta coleta (Out 2007, vide
figura 15). B: as linhas 5-A até 5-E correspondem a diferentes amostras do paciente 5 que apresentaram em todas as
coletas de 1 a 4% de CF no sangue periférico (figura 15); C: Produtos de PCR obtidos na analise do rearranjo da
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cadeia gama do TCR nas coletas realizadas em 2012; linha 13-B corresponde a paciente que apresentou 2% de
linfocitos atipicos (LA) no sangue periférico; linhas 22-D, 5-F e 30-B sdo pacientes que apresentaram, além dos LA,
células em flor. D: linhas 11 e 17-B correspondem a pacientes com DIH que apresentaram LA no sangue periférico.
E: as linhas 15-A e 15-B correspondem as coletas 1 e 9 do paciente 15 (duplicatas), respectivamente, com presencga
de 1% de LA no sangue periférico (Figura 15). F: linhas 16-A (3% LA e 2% CF) e 16-B (2% LA e 1% CF)
correspondem as coletas 9 e 18 do paciente 16 (Figura 15). G: linhas 21 correspondem a coleta 5 (1% LA, figura 15);
linhas 31 correspondem a coleta 6 (1% LA, figura 15).

6.3 ANALISE DA INTEGRACAO PROVIRAL POR PCR INVERTIDA E LONGA (ILPCR)
E DOS PRODUTOS OBTIDOS NO SEQUENCIAMENTO PARA OS PACIENTES COM DIH
NA PRESENCA DE LINFOCITOS ATIPICOS E/OU CELULAS EM FLOR PRESENTES NO
SANGUE PERIFERICO ATRAVES DA FERRAMENTA BLAST

Para a avaliacdo da integragdo proviral por ILPCR foram incluidos apenas os 11 pacientes
da coorte que apresentaram linfdcitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico. Para estes
pacientes as amostras incluidas estdo identificadas nos graficos das figuras 15 e 16, demonstradas
por uma estrela verde. A escolha destas amostras se deu de acordo com a disponibilidade de DNA
na presenga de linfocitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico. Apos a realizagdo das
etapas de analise do perfil de clivagem por enzima de restri¢do, como descrito anteriormente na
metodologia, todas as amostras incluidas dos 11 pacientes mostraram amplificacdo por PCR e
serdo apresentadas através de figuras a seguir.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados e sequenciados para comprovacao de
conteudo de DNA humano e viral a fim de comprovar a integracdo proviral no genoma do
hospedeiro. Para as amostras que obtiveram mais de um produto de amplificagdo na mesma reagao
de PCR, as bandas foram individualmente cortadas do gel e submetidas a purificacdo. Para as
amostras de cada paciente incluidas neste estudo (vide figuras 14 e 15), esses procedimentos foram
repetidos e, em alguns casos, mais de um produto de PCR foi obtido, totalizando 50 produtos de
PCR sequenciados. Nas figuras 18, 21, 23 e 24 estdo circuladas em azul as bandas que tiveram
integracao proviral confirmada por sequencias humana e viral em sua composi¢do, e em vermelho,
as que possuiam apenas sequencia humana ou apenas sequencia viral, ndo sendo confirmada
integracdo proviral para as referidas amostras. As demais amostras circuladas em amarelo foram
sequenciadas, mas a qualidade da sequéncia ndo permitiu andlise pelo BLAST. A seguir, estdo

demonstrados para cada paciente os resultados de ILPCR e, para alguns pacientes, o alinhamento
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da sequéncia analisada utilizando a ferramenta BLAST para a identificagdo de sequencias humanas
e virais, além da localizagdo cromossomica.

Nos pacientes 11, 18 e 21 foi analisada somente uma amostra para cada um deles
representada pelos seguintes codigos: 11, 18-B e 21, respectivamente (Figura 17). Para estas
amostras foi observado um tnico produto de PCR e em todos os casos foi observada a presenca de
sequéncias de DNA humano e viral através da anélise do alinhamento das sequencias pelo BLAST

(Figura 18).

1 M 18B M 21

Figura 17. Produtos de PCR obtidos por PCR invertida para os pacientes 11, 18 e 21. Estes foram visualizados em
gel de acrilamida a 6% e purificados. Os produtos obtidos correspondentes as bandas circuladas em azul apresentaram
integragdo proviral confirmada por sequencias humana e viral em sua composi¢do. M, marcador molecular (100 pb);
11, 18-B € 21 com um tnico produto de PCR.
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias realizado através da ferramenta BLAST para o paciente 11 e 21. A.
Identifica¢do da sequéncia humana (seta preta) contida no produto de PCR para o paciente 11. B. Identificacdo da
sequéncia proviral (seta azul) contida no produto de PCR para o paciente 11. C. Identificacdo da sequéncia humana
contida no produto de PCR para o paciente 21. Observam-se as sequéncias génicas humana (A) e da regido LTR do
HTLV-1 (B). Obs. O alinhamento para o paciente 18 ndo estd demonstrado aqui, porém a integragdo proviral foi

comprovada.
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A analise das sequéncias mostrou que os cromossomos onde o0 DNA proviral foi integrado
foram: cromossomo 1 para o paciente 18, cromossomo 12 para o paciente 21 e cromossomo 15

para o paciente 11 (Figura 19).

Paciente 11

Chromosome 15: 66,588,586-66,751,757

Assembly exceptions i
chr. 15 923 [N ge5. 2 TP ge6.1 TTT q26.3 ]

PILZ e _qlLZ |

Assembly exceptions HSCHR1S_1_CTG4 HSCHR15_1_CTGE HG371,

Paciente 18

Chromosome 1: 41,699,949-42,699,948

chromosome 1

I Fxnnrt Imana

Paciente 21

Chromosome 12: 61,579,861-61,769,330

chromosome 12| (G T 77 TR T T ©7 SN < WEINOT 07 O NG T NN

Figura 19. Localizacdo do sitio de integragdo do DNA proviral (caixa retangular vermelha) nos respectivos
cromossomos dos pacientes 11, 18 e 21, avaliados com padrdo monoclonal.

Para o paciente 15, foram analisadas trés amostras: 15-A, 15-B e 15-C (verificar que no
grafico, as amostras encontram-se em ordem de coleta, mas seus codigos se referem a ordem
cronologica das andlises, figura 15). Ocorreu amplificacdo de mais de cinco produtos de PCR para
a amostra 15-A, dois produtos para a amostra 15-B e um Unico produto para a amostra 15-C

(Figuras 21A e B).
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Figura 20. A. M, marcador molecular (100 pb); amostras de coletas do paciente 15: 15-A e B produziram multiplas
bandas. B: M, marcador molecular (100 pb); amostra 15-C teve um tnico produto de PCR. OBS.: O paciente 15
apresentou linfocitos atipicos ndo caracterizados como células em flor (figura 15).

O produto circulado em azul para a amostra 15-A, mais os dois produtos circulados em
azul e amarelo para a amostra 15-B e o tnico produto circulado em vermelho para a amostra 15-
C foram sequenciados. Porém, através da analise pelo BLAST, observou-se integracdo proviral
apenas nos produtos circulados em azul para as amostras 15-A e 15-B, através da presenga de
sequencias humana e viral em sua composi¢do. Para ambas as amostras ocorreram 1% de LA no
sangue periférico (Figura 15). O sequenciamento do unico produto da amostra 15-C (circulado em
vermelho) ndo constatou integracdo proviral por apresentar apenas sequencia humana em sua
composi¢do. A localizagdo cromossdmica para as amostras 15-A e 15-B ocorreu no mesmo
cromossomo 1 (Figura 21), porém os sitios de integragdo foram diferentes, mostrando que nao

correspondem ao mesmo clone proviral.

Chromosome 1: 38,241,384-38,380,006

Assembly exceptions

chromosome 1 | |

Assembly exceptions | HGHES_PATCH HSCHR1_1_CTG31 HSGHRL 3 CTG31

HG1472_PATCH 1 HSCHR1_2_CT G31 HG1293_PATCH

HG1252_PATCH HG1471_PATCH
HG1287_PATCH HE147:

Figura 21. Localizagdo cromossomica para a amostra 15-A. Ocorreu integragdo do provirus no cromossomo 1 do
paciente.
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Para o paciente 16 foram analisadas duas amostras: 16-A e 16-B (ver grafico da figura 14).
Para a amostra 16-A foram amplificados dois produtos de PCR e para a amostra 16-B ocorreu
amplificacdo de trés produtos. Esses 5 produtos de PCR foram sequenciados, mas apenas quatro
tiveram qualidade para andlise pelo BLAST, sendo um para a amostra 16-A (banda circulada em
vermelho) e trés para a amostra 16-B (bandas circuladas em vermelho, figura 22). Contudo, os
alinhamentos feitos no BLAST mostraram exclusivamente sequencias virais em sua composicao,

ndo sendo constatada integracdo proviral neste paciente.

M 16-B 16-B 16-B 16-A

Figura 22. Produtos de PCR purificados em gel de poliacilamida a 6% para duas amostras do paciente 16: 16-A ¢ 16-
B. As bandas circuladas em vermelho apenas mostraram sequencias virais, ndo constatando integracdo proviral em
cromossomo humano.

No paciente 17 foram analisadas duas amostras: 17-A e 17-B (ver grafico na figura 15).
Para a amostra 17-A ocorreu amplificacao de cinco produtos de PCR (1 produto circulado em azul
e 4, em amarelo, Figura 23B) e para a amostra 17-B foram amplificados quatro produtos
(circulados em amarelo, Figura 23). Todos os produtos de ambas as amostras foram sequenciados,
mas apenas um deles, da amostra 17-A (banda circulada em azul), mostrou sequencias do DNA
humano e viral, constatando integragao proviral do HTLV-1 no cromossomo 20 deste paciente. Os
demais 4 produtos da amostra 17-A, em amarelo, ndo tiveram qualidade satisfatoria para o

sequenciamento.
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M 17B 17B M 17B M 1A17-B

Figura 23. Produtos purificados de PCR em gel de poliacrilamida a 6% para o paciente 17 para as amostras 17-A e
17-B. M, Marcador molecular (100pb). A. Produtos de PCR para a amostra 17-B. B. Produtos de PCR para as amostras
17-A e 17-B. O produto circulado em azul apresentou sequencias humana e viral, mostrando integragcdo do provirus
no cromossomo 20 deste paciente.

Os produtos sequenciados da amostra 17-B ndo tiveram similaridade significativa
encontrada em nenhuma das sequencias obtidas para comparacdo com os clones do BLAST.
Portanto, os resultados do sequenciamento ndo foram satisfatorios, o que impediu concluir a
analise desta coleta. Deste modo, ndo foi possivel realizar o alinhamento para identificar a
integragao proviral para esta amostra.

Para o paciente 22, quatro amostras foram analisadas: 22-A, 22-B, 22-C e 22-D (a amostra
22-B e 22-D nao demonstraram amplificacao para ILPCR, sendo que para a amostra 22-D s6 houve
amplificacdo no teste do TCRG como demonstrado anteriormente na figura 16, ver também grafico
na figura 14). Na amostra 22-A ocorreu amplificagdo de um tnico produto de PCR (Figura 24A)
€ 0 sequenciamento mostrou sequencias humana e viral, evidenciando integracao proviral no
cromossomo 3. Para a amostra 22-C, cinco produtos foram amplificados (Figura 24B). Todos estes
produtos foram sequenciados e também demonstraram integra¢do proviral pela observagdo de
sequencias humana e viral através da analise das sequencias pela ferramenta BLAST. Contudo,
para estes cinco produtos da amostra 22-C, a integracao proviral ocorreu em trés cromossomos: 1,
8 € 19 (o cromossomo 1 foi identificado para os dois produtos de maior tamanho da amostra 22-

C, porem os sitios de integracdo foram em locais diferentes). Estes dados sugerem que diferentes
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clones foram responsaveis pela proliferagao/expansao clonal do virus no sangue periférico desse
paciente e por isso ndo foi constatada a monoclonalidade dos linfocitos T circulantes ou a presenca

de um clone majoritario dentro da amostra analisada.

A B
M 22-C
56°C

M 22-C 22-C 22-C

Figura 24. Gel de poliacrilamida a 6% de produtos de PCR purificados para amostras do paciente 22: 22-A ¢ 22-C.
M, Marcador molecular (100 pb) A. Unico produto de PCR da amostra 22-A com sequencias humana e viral, que
mostrou integragdo do provirus no cromossomo 3. B. Cinco produtos de PCR da amostra 22-C com sequencias
humanas e virais, mostrando integragdo do provirus em trés cromossomos diferentes.

E por fim, para o paciente 30 ocorreram trés produtos de PCR para apenas uma amostra
analisada: 30-A (Figura 25). Os trés produtos foram submetidos ao sequenciamento, mas apenas
um demonstrou sequencias humana e viral (banda circulada em azul), comprovando integracao
proviral no cromossomo 10 deste paciente. Nos outros dois produtos analisados (circulados em

vermelho) foram observadas apenas sequencias humanas.
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Figura 25. Gel de poliacrilamida a 6% para 3 produtos de PCR purificados do paciente 30 para sua Uinica amostra
analisada, 30-A. M, Marcador molecular (100 pb). Em azul, produto mostrou sequencias humana e viral no
sequenciamento. Os demais, em vermelho, possuiram apenas sequencias humanas.

Os produtos de ILPCR para os pacientes 5, 13 e 31, que ndo foram demonstrados aqui
através de figuras, tiveram rendimento abaixo de 5 ng/uL na sua quantificacdo, o que prejudicou a
andlise do resultado do sequenciamento. Sendo assim, consideramos os resultados do
sequenciamento nao satisfatdrios, o que impossibilitou concluir acerca da integracdo proviral para
as amostras analisadas desses pacientes.

Em resumo, foi possivel avaliar a preseng¢a de sequencias humanas e/ou virais nos produtos
da ILPCR em 8 dos 11 pacientes incluidos neste analise. Dos 8, em 7 pacientes foram detectadas
sequencias do DNA humano e viral na mesma sequéncia analisada. No outro paciente somente
foram detectadas sequencias do HTLV-1.

Nestes 7 pacientes (11, 15, 17, 18, 21, 22 e 30), através da analise de pelo menos um dos
produtos de PCR obtidos, com o auxilio da ferramenta BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov),
observou-se que para as sequencias detectadas corresponderam a integragdo proviral e ndo a
amplificacdo inespecifica.

Destas 7 amostras, para os pacientes 11, 15, 17, 18, 21 e 30 observou-se a identificacao de
um unico clone predominante nos produtos de PCR em pelo menos uma das coletas avaliadas.

Para o paciente 15, o clone detectado em cada uma das duas amostras avaliadas ndo foi o mesmo.
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Nesses casos, 0 DNA proviral ndo interrompeu regides codificadoras para genes humanos. Sabe-
se por enquanto que, para o paciente 11 (cromossomo 15), o provirus se integrou na regido do gene
da MAP2K1 (proteina quinase 1 ativadora de mitose).

A seguir, a tabela 4 resume os resultados para a ILPCR e o sequenciamento com BLAST

dos pacientes da coorte com DIH que foram submetidos a estas analises.

Tabela 4. Resumo para os resultados das técnicas de ILPCR e do sequenciamento com BLAST para os pacientes

com DIH que apresentaram linfocitos atipicos e/ou células em flor nas PBMCs.

N2 produtos

Cdédigo/ N° de produtos com Integracao N* de clones
Grupo Paciente & % LA/CF P . . & . ¢ Cromossomo majoritdrios
Amostra sequenciados  sequencias proviral
na amostra
H+V
11 11 2/0 1 1 SIM 15 1
15-A 1/0 +de5 1 SIM
+del
15 15-B 1/0 2 1 SIM
LA 15-C 3/0 1 0 NAO - -
17 17-A 2/0 5 1 SIM 20 1
17-B 1/0 4 * NAO - -
21 21 1/0 1 1 SIM 12 1
16 16-A 3/2 1 0 NAO - -
16-B 2/1 3 0 NAO - -
18 18-B 0/2 1 1 SIM 1 1
cF 22-A 0/2 1 1 SIM 3 1
2y 22-B 0/2 0 0 NAO - -
22-C 1/0 5 3 SIM 1,8,e19 +del
22-D 2/1 0 0 NAO - -
30 30-A 3/2 3 1 SIM 10 1

Obs.: LA, linfécitos atipicos; CF, células em flor; H + V, sequencia humana e viral; H, apenas sequencia humana; V,
apenas sequencia viral; “*”, sequencias sem similaridade no BLAST; “-, sem dados.
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7. DISCUSSAO

Na literatura, existem sete relatos de evolucdo de DIH para ATL (HANCHARD et al.,
1991; TSUKASAKI et al., 1994; MAHE et al., 2004; BITTENCOURT & FARRE, 2008) e alguns
podem ser destacos a seguir: trés casos referidos como provavel DIH, no Japéo, evoluiram apos
varios anos para ATL (TSUKASAKI et al., 1994); Mahé et al. relataram um caso de DIH em que
0 paciente, aos 17 anos, apresentou quadro de ATL de forma cronica, falecendo devido a infecg¢des
bacterianas multiplas (MAHE et al., 2004); em 2008, foi descrito um caso de DIH na Bahia que
evoluiu para HAM/TSP e forma indolente de ATL, na qual se comprovou integracéo proviral do
HTLV-1 em biopsia de pele (FARRE et al., 2008). O estudo do padrdo de expansdo clonal é de
grande importancia para detectar casos pre-ATL nos portadores assintomaticos e casos de
evolucdo de DIH para ATL. Por isso, a identificacdo precoce de clonalidade de células T no sangue
periférico dos portadores assintomaticos com linfocitos atipicos no sangue é um alerta adicional
para detectar precocemente o surgimento de ATL nesses casos (SALES et al., 2005).

Entre o final de 2006 até 2012, investigou-se a presen¢a de células atipicas em filmes de
sangue periférico em pacientes da nossa coorte a fim de compreender a possivel evolugdo de DIH
para ATL. Em 11 pacientes com DIH, células atipicas foram observadas, ocorrendo em mais de
uma coleta. Porém, suas percentagens eram flutuantes e, em nenhum caso, as percentagens foram
crescentes. E importante destacar que nenhum deles teve diagnostico de ATL nem apresentou
alguma lesdo cutanea suspeita de linfoma. Frisando também que as percentagens destas células
com atipias se mantiveram baixas (0-4%), quando se considera como critério diagnostico para a
ATL um minimo de 5% dessas células no sangue periférico (somente em um paciente, e para uma
coleta, chegaram a 4%).

Uma vez que a ATL se desenvolve durante um longo periodo de tempo entre a aquisi¢ao
do virus, que geralmente ocorre durante a amamentacao (GALLO et al., 1994) e seu diagnostico,
que geralmente ocorre na quinta década da vida, a pesquisa sobre a importancia da presencga destas
células na evolugdo de DIH para ATL requer um periodo mais longo de acompanhamento dos
pacientes. Também ndo podemos descartar que, nos pacientes com DIH (que pertencem a faixa
infanto-juvenil), existam um clone ou clones celulares infectados e majoritarios, porém que
cresgam lentamente e que apresentem as atipias. Estes clones ndo parecem ter grande capacidade

proliferativa porque sendo observariamos aumento progressivo em quantidade de células durantes
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as analises realizadas no periodo do estudo.

De qualquer modo, uma vez que a literatura considera pré-ATL aqueles portadores
assintomaticos que apresentam células em flor no sangue periférico (YAMAGUCHI et al., 1988),
os pacientes de DIH com tais células no sangue periférico também poderiam ser considerados
como casos de pré-ATL que precisam de uma maior atencao clinica. A observacao da flutuacao
nas percentagens de células atipicas ainda ndo ¢ compreendida quanto a sua causa e
desenvolvimento nesses pacientes. Ela pode estar relacionada com multiplos fatores, entre eles a
pressdo exercida pelo sistema imune sobre um mesmo clone, que controle a sua populagdo ou que
possa levar ao desaparecimento de clones presentes e aparecimento de novos clones (SAITO;
MINEKI et al., 2012), ou até relacionada com a sensibilidade do método de detecg¢ao nos filmes
sanguineos, dada a pequena percentagem em que estas células foram observadas.

Existem relatos isolados de linfocitos atipicos em pacientes com DIH e dermatite atopica
(LA GRENADE et al., 1998; MALONEY & WEINBERG, 2004). Linfocitos atipicos, nao
identificados como células em “flor” e ndo caracterizados morfologicamente foram detectados em
10/45 (22,2%) pacientes com DIH e em 5/35 (14,3%) pacientes com dermatite atopica (LA
GRENADE et al., 1998). Em outro estudo realizado com 28 criangas HTLV-1 positivas, sete dessas
desenvolveram dermatite seborréica e quatro apresentaram anemia. Nessas criancas, a carga
proviral foi mais elevada do que nas criangas HTLV-1 positivas sem essas patologias. Quatro
dessas criangas apresentaram linfocitos atipicos no sangue periférico (acima de 3,0%), mas a carga
proviral foi semelhante a das criangcas sem linfocitos atipicos. Esses linfocitos ndo foram
caracterizados como células em “flor” (MALONEY & WEINBERG, 2004).

A presenca de células em flor em criangas e adolescentes com DIH, doenca com elevada
carga proviral, pode ser considerada como indicativo de maior risco para o desenvolvimento de
ATL comparado a ocorréncia dessas células em portadores adultos assintomaticos (OLIVEIRA et
al., 2010). Por outro lado, nos casos incluidos no presente estudo, o periodo de infecgao € curto,
incluindo crianga com 7 anos de idade. De acordo com Shimoyama et al. (1991), casos com 5%
ou mais de linfocitos atipicos no sangue periférico do individuo portador do HTLV-1, mesmo que
ndo apresente manifestacdo clinica da doenca, deve ser considerado como paciente de ATL
smoldering (SM). Contudo, no presente estudo observamos até 4% de linfocitos atipicos
detectados em apenas uma ocasido ou coleta, sendo um evento pontual e, portanto, nao

considerando estes pacientes como ATL forma SM.
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Dados de estudos paralelos realizados com estes pacientes mostram que no periodo do
presente estudo os pacientes com linfocitos atipicos e/ou células em flor ndo apresentaram
linfocitose elevada. A linfocitose de mais de 5.000 linfocitos/I*> ¢ caracteristica das formas mais
graves da ATL que apresentam altas percentagens de linfocitos atipicos e células em flor
(BITTENCOURT et al.,, 2007). Uma vez que estas células atipicas foram reportadas em uma
percentagem de portadores adultos do HTLV-1 (SHIMOYAMA, 1991) incluimos um grupo de
portadores assintomaticos na faixa infanto-juvenil. Nao detectamos estas células em nenhum
assintomatico. Porém, o niimero amostral foi menor que no grupo com DIH e precisaria ser
aumentado para poder avaliar a relagdo da presencga destas células atipicas nesta faixa etaria com
o grupo de pacientes. Ainda que o acompanhamento do grupo dos portadores assintomaticos tenha
sido menor, este grupo apresenta uma mediana de idade similar a coorte com DIH e, portanto, a
probabilidade do aparecimento destas células atipicas poderia ser a mesma que no grupo dos
pacientes com DIH, uma vez que se trata de um fendmeno independente da manifestagao de DIH
e relacionado com o tempo de infecgdo. A distribui¢do por sexo ¢ diferente entre o grupo com DIH
e dos portadores assintomaticos, pois como previamente reportado, a frequéncia da DIH é maior
no sexo feminino (OLIVEIRA et al., 2005). Este fato precisa ser observado no momento de
estabelecer o grupo controle de portadores assintomaticos para descartar viés por fatores
hormonais (GABET et al., 2000).

O fato de, nos pacientes com ATL, existir um clone de linfocitos T infectado majoritério e
que isto leve a observacao de um padrao monoclonal quando ¢ analisado o rearranjo dos genes da
cadeia gama do TCR no DNA extraido do PBMC, avaliamos se este padrdo ja era observado em
pacientes com DIH que apresentaram linfocitos atipicos no sangue periférico. Analisando os
resultados do TCRG, pudemos observar que os padrdes obtidos foram policlonais mesmo para
aqueles pacientes que apresentaram atipias nos filmes sanguineos. Entdo, se existe um clone que
comega a apresentar maior populacdo nestes pacientes com presenca de linfocitos atipicos ou
células em flor, esta populagdo deve ser ainda muito pequena para ser detectada por esta técnica.

E importante ressaltar que para a analise do rearranjo dos genes da cadeia gama do TCR
(TCRG) avaliam-se todos os linfocitos da amostra, independentemente se estes estejam ou ndo
infectados. Isto dilui os clones de linfocitos infectados entre todos os linfocitos presentes na
amostra, podendo dificultar essa detec¢do para possiveis populacdes majoritarias, porém pequenas.

Deste modo, os dados obtidos pela técnica de avaliagdo de rearranjos do TCRG nao permite
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relacionar os resultados obtidos a presenga de células em flor e linfécitos atipicos em sangue
periférico em pacientes com DIH que possuam a presenca de um clone majoritario infectado. A
experiéncia do nosso grupo na avaliacdo destes rearranjos na ATL valida esta técnica para detecgao
de clones majoritarios no sangue periférico em pacientes até¢ com a forma smoldering da ATL, que
nao apresentam linfocitose e onde raramente se observam células em flor e linfocitos atipicos no
sangue periférico. Deste modo, os resultados aqui mostrados sugerem que com esta técnica nao
podemos afirmar a presenca de clones majoritarios relacionados com a presenca de células atipicas
no sague periférico, sendo necessaria a aplicagdo de técnicas mais sensiveis para aprofundar o
estudo.

Visando utilizar uma estratégia que avaliasse unicamente as células infectadas na amostra
composta pelas PBMCs, os pacientes com linfocitos atipicos e/ou células em flor foram
submetidos a analise da integracdo proviral por PCR invertido (ILPCR). A outra técnica
disponivel, Southern Blot (SB), apesar de também detectar células infectadas através da
hibridizacdo por sonda contendo a sequéncia viral, requer maior quantidade de DNA nas amostras
para que a analise seja satisfatoria, o que limita o seu poder de deteccdo. Além disso, esta técnica
ndo permite a identificacdo do local onde ocorreu a integracdo proviral, ndo permitindo avaliar o
possivel impacto das sequencias humanas interrompidas na transformacéao da célula infectada. O
SB, embora capaz de detectar populacdes clonais de células T em diversos tipos de linfoma,
também apresenta baixa sensibilidade, requer longo periodo para a execucdo, exige grandes
quantidade de DNA de alta qualidade e a utilizacdo de sondas radioativas, dificultando sua
utilizacdo como ferramenta de diagnoéstico (DISS et al., 1995; ASSAF et al., 2000; SALES et al.,
2005). Por tais motivos, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi e tem sido aplicada
para este fim.

Submetemaos, por isso, 0s 11 pacientes que apresentaram atipias em seus filmes sanguineos
a investigacdo da integracdo proviral pela técnica de ILPCR. Observou-se padrdo monoclonal em
7 deles apds a comprovacao por sequenciamento da presenca de sequéncias humanas e virais no
produto analisado em pelo menos uma das amostras avaliadas por paciente. Para o paciente 15
foram analisadas duas amostras e o clone detectado em cada uma das duas amostras avaliadas néo
foi 0 mesmo. Localizamos, também no cromossomo, o local onde a integracdo do provirus
aconteceu. Porém, a investigacdo dos impactos desta integracdo nas sequéncias humanas onde o

provirus foi inserido encontra-se em andamento.
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Os individuos soropositivos para o0 HTLV-1 assintomaticos que apresentam integracéo
monoclonal do DNA proviral nos linfocitos do sangue periférico sdo considerados como casos de
pre-ATL (TSUKASAKI et al., 1999) e essa condicdo ocorre em cerca de 1,7% - 2% dos portadores
(IMAIZUMI et al., 2005). Sendo assim, em nosso estudo, consideramos os 7 (22,6%) pacientes
com DIH que apresentaram integracdo monoclonal do DNA proviral em linfocitos do sangue
periférico como casos de pré-ATL.

Através da analise da localizacdo cromossémica, observou-se que ndo houve um padrdo
comum de integragdo do DNA proviral e este ndo interrompeu regides codificadoras para genes
humanos na maioria dos pacientes, embora todos os pacientes tenham manifestado a DIH e ainda
apresentaram linfdcitos atipicos e/ou células em flor no sangue periférico. Curiosamente, para 3
pacientes ocorreu integragdo no cromossomo 1, mas em regides distintas (Tabela 4). Apenas para
um paciente (paciente 11), o provirus se integrou na regido do gene da MAP2K1 (proteina quinase
1 ativadora de mitose). Este gene esta localizado no cromossomo 15 do ser humano e da origem a
proteina das familias quinase que atuam como ativadoras da mitose. A quinase é uma proteina
reguladora de sinais extracelulares e age como ponto integrante para multiplos sinais bioquimicos
para desencadear a cascata de quinases também no interior da célula. E componente essencial para
a transducdo de sinal, estando envolvida em diversos processos celulares como proliferagéo,
diferenciacdo, regulacdo e desenvolvimento da transcricdo (CHOI et al., 2012). Este gene
desempenha papel crucial na divisdo celular, o que contribui para a proliferacdo e aumento da
populacdo de células.

Com a avali¢c@o de varias amostras para um mesmo paciente, pretendiamos estudar se na
presenca de um clone majoritario, este se mantinha no tempo. Nas amostras disponiveis isto nao
foi possivel ser observado ora por falta de material ou bom resultado da técnica nas diferentes
amostras para um mesmo paciente. As dificuldades técnicas com a realizagdo desta metodologia
ocorreram principalmente na etapa de sequenciamento, o que dificultou obter melhores resultados
para alguns pacientes e a comparacdo de varias amostras para outros, que permitisse 0
acompanhamento dos clones.

A técnica de ILPCR apresenta algumas limitacdes, pois se trata de uma técnica puramente
qualitativa, que requer DNA em concentra¢des adequadas para conclusdo da analise e os produtos
obtidos sdo dificeis de sequenciar por conta do rendimento da reagdo anterior. Esta dificuldade se

deve ao fato de que partimos de um fragmento de DNA que passou por duas reacdes de restri¢ao,
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limitando suas quantidade e qualidade para submeté-lo a PCR e finalmente a reagdao de
sequenciamento.

A avaliagdo desses clones ¢ importante para o acompanhamento junto as manifestacdes
clinicas e hematologicas de cada paciente.

Nos pacientes em que se observou padrao monoclonal pela técnica de ILPCR,
diferentemente observou-se padrao policlonal na analise do rearranjo do TCRG. Esta diferenca
pode estar relacionada com o fato de que a técnica de analise do rearranjo avalia a clonalidade de
todos os linfécitos presentes na amostra. Ja a técnica de ILPCR avalia unicamente os linfocitos
infectados pelo HTLV-1.

A deteccdo de padrdes de integracdo monoclonais em pacientes com DIH ndo foi ainda
reportado na literatura, sendo este achado inédito. E, portanto, um resultado relevante deste
trabalno a observacdo de clones majoritarios em portadores da faixa infanto-juvenil que
apresentam menor tempo de convivéncia com o HTLV-1 que os pacientes com ATL. Porém, o
impacto na evolucdo da DIH na presenca de clones majoritarios, ainda que pequenos, necessita de
aprofundamento em estudo. Ndo se deve negligenciar a presenca de células em "flor" e de
integracdo proviral do HTLV-1 j& na infancia e adolescéncia em pacientes com DIH, e que
juntamente com elevada carga proviral, poderiam indicar maior risco para o desenvolvimento de
ATL. Sendo assim, sugere-se que estudos com acompanhamento mais longo da coorte séo
necessarios para poder estabelecer este risco.

Por outro lado, ndo temos como relacionar estes dois fendmenos, pois pela limitagdo destas
técnicas ndo temos como afirmar que o clone majoritario observado na técnica de ILPCR
corresponde as células em flor ou linfécitos atipicos observados no filme sanguineo. A técnica da
ILPCR ¢ qualitativa e ndo quantitativa, e esta € outra das limitacdes do estudo.

Utilizando um sequenciamento de alto rendimento para mapear e quantificar os sitios de
inser¢do do provirus, Bagham e colaboradores (2014), assim como Gillet (2013) conseguiram
identificar a clonalidade da populacdo de células T infectadas pelo HTLV-1 em pacientes com
estrongiloidiase e DIH, através da contagem dos diferentes clones e a abundancia de cada um
deles. Constatou-se que ha forte selegdo para a proliferagdo de clones majoritarios e abundantes,
que provavelmente sejam os principais responsaveis pelo desenvolvimento de doengas associadas
ao virus (BANGHAM; COOK; MELAMED, 2014); (GILLET et al., 2013). Futuramente,

pensamos na possibilidade de submeter nossas amostras a esta técnica para avaliar quais clones
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estdo em proliferacdo e abundancia, acompanhando as manifestacdes clinicas e evolugdo desses
pacientes para a ATL.

Para complementar este estudo, sugere-se incluir na avaliacdo de clonalidade por ILPCR
um grupo de pacientes com DIH sem células atipicas no sangue periférico como grupo controle,
pois, como comentado, para pacientes com forma smoldering da ATL ¢é possivel a observagao de
clones majoritarios em portadores que ndo apresentam atipias no sangue periférico. E importante
destacar que a deteccdo de um padrdo moclonal ndo significa a presenca de um clone tnico.

Linfocitos atipicos no sangue periférico foram vistos em cerca de 1/3 dos 215 portadores
japoneses no estudo de coorte Myazaki. A média de idade desses pacientes foi de 62,5 anos. Nesse
estudo houve uma correlagao positiva entre elevada carga proviral e a presenca de células atipicas
Miyazaki (HISADA et al., 1998), o mesmo tendo sido observado posteriormente por Kamihira
(KAMIHIRA et al., 2003).

E importante comentar que as causas de morte dos trés 6bitos ocorridos nos pacientes
incluidos neste estudo, um dos quais foi submetido a autopsia, ndo apresentou alguma relagdo com
leucemia/linfoma.

As observagdes do presente trabalho também reforcam a discussdo de que, segundo
Bittencourt et al., (2006) ¢ aconselhdvel que se faga sorologia para o HTLV-1 em todos os casos
de eczema severo em criangas e adolescentes em uma area endémica para HTLV-1. A manifestagdo
de ATL nao se restringe somente a faixa adulta Também em criangas portadoras do HTLV-1 podem
ser detectados fendmenos carateristicos desta grave neoplasia. Deste modo, os casos de DIH
devem ser acompanhados com exames dermatolégicos, neuroldogicos e moleculares
periodicamente.

Embora a carga proviral ndo seja o foco principal do nosso estudo, é importante ressaltar
que pode existir correlacdo ou influéncia no desenvolvimento da DIH e na HAM/TSP para 0s
pacientes da nossa coorte que manifestaram ambas as doencas na faixa infanto-juvenil. Elevada
carga proviral tem sido também observada em pacientes adultos com HAM/TSP (MANNS et al.,
1999) e recentemente foi demonstrado que os pacientes com DIH apresentam carga proviral mais
elevada quando comparados aos portadores assintomaticos adultos e aos pacientes adultos com
HAM/TSP (PRIMO et al., 2009).

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a DIH é uma doenca grave, pois

além de causar problemas dermatoldgicos e neuroldgicos, pode representar fator de risco para o
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surgimento mais precoce de ATL. Entre as limitacdes do presente estudo destacam-se: pequeno
tempo de seguimento, e a ndo realizacdo do teste de integracdo viral em todos os pacientes com
linfocitos atipicos. Como perspectivas, consideramos aprofundar as analises dos locais de
integracdo no genoma do hospedeiro com auxilio da bioinformatica.
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8. CONCLUSOES

1 - A andlise do padrao de clonalidade do TCR-gama revelou policlonaidade para todos os
pacientes com DIH, mesmo entre aqueles que apresentaram LA e/ou CF no sangue periférico, ndo
sendo detectado um clone majoritario circulante através dessa técnica;

2 — A analise através da técnica e ILPCR mostrou que podem existir clones majoritarios
circulantes na presenga de LA e/ou CF, sendo observado padrio de integragao proviral monoclonal
em 7 dos 11 pacientes com DIH que apresentaram tais células em esfregago do sangue periférico.
Porém, ndo se constatou padrdo comum no local da integragdo do provirus no genoma do
hospedeiro;

3 — Observou-se que a presenga de LA e/ou CF em pacientes com DIH ndo ¢ um fendémeno
pontual, pois ocorrem flutuagdes nas suas percentagens sem aumento aparente;

4 — Nao foram detectadas CF e LA em sangue periférico dos pacientes assintomaticos.
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ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PACIENTE INDEX DE DERMATITE INFECCIOSA (DIH)

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE OU DO RESPONSAVEL PARA
CONTINUACAO NA EXTENSAO DO PROJETO SOBRE PATOGENESE DAS DOENCAS
ASSOCIADAS AO HTLV-1 NA INFANCIA E ADOLESCENCIA.

Nome do paciente:

Nome do responsavel, quando menor:

Endereco:

Tel.: Grau de parentesco: Data: / /

Eu entendo que sendo portador do virus denominado HTLV-1 e de dermatite infecciosa associada a
esse virus e ou mielopatia associada ao HTLV-1, consinto em continuar participando como paciente
na extensio do projeto anterior, agora denominado PATOGENESE DAS DOENCAS
ASSOCIADAS AO HTLV-1 NA INFANCIA E ADOLESCENCIA, com o acréscimo de estudos
genéticos imunolodgicos e de biologia molecular. Ja fui esclarecido (a) anteriormente que essa doenga
¢ de longa duracao e de dificil tratamento e que podera no futuro evoluir para outras doencas como a
leucemia/linfoma e mielopatia e por isto deverei serda acompanhado (a) regularmente e por tempo
indeterminado nos ambulatorios de Dermatologia e de Neuropediatria do Complexo Hospitalar
Universitario Prof. Edgard Santos. Permito ser examinado clinicamente de 6 em 6 meses ou antes
caso apresente intercorréncias e que sejam retirados de 20 a 30ml. de meu sangue para coleta de
células 6 em 6 meses ou de 12 em 12 meses e feita biopsia da lesdo em atividade para esclarecimento
diagnostico. As células do sangue e da pele serdao usadas para estudo das células (avaliagdo da resposta

citotdxica e imunoregulatoria dos linfocitos T) e extracdo do DNA para avaliacdo da expressdo génica

viral de TAX e HBZ), estudos genéticos, da carga viral e da clonalidade de linfocitos e, se houver

monoclonalidade dos linfocitos, para realizar a pesquisa do tipo de integragao viral, no sentido de
melhor esclarecer a natureza da minha doenca e de sua possivel evolugao para linfoma/leucemia.
Permito que seja feita documentacdo fotografica, mas que em caso de publicagdo minha identidade
ndo seja revelada e que seja protegida a minha identificagao.

Permito que este material seja guardado em banco de DNA no Laboratério LAPEX da FIOCRUZ,
segundo as disposigdes vigentes, € que venha a servir posteriormente para estudos genéticos humanos.
Estou ciente que esse material s6 podera ser utilizado em outros estudos ap6s nova autorizagdo minha

e do respectivo Comité de Etica em Pesquisa.

Permito também participar de um estudo sobre manifestacdes oculares e do ouvido interno na minha

doenca, o que devera trazer beneficios para mim.



Fui informado (a) também que a minha participagdo neste projeto de pesquisa ¢ totalmente voluntaria
e gratuita, sem 6nus da minha parte e de que a minha recusa nesta participacdo nao implicara em
nenhuma restricdo ao meu atendimento médico ou ao de meus parentes que ja estejam participando
e, também, que mesmo assinando esse termo de consentimento eu poderei retirar essa permissao em
qualquer momento sem puni¢des ou perda dos beneficios a que temos direito. A decisao de abandonar
o estudo ndo acarretard em prejuizo para os meus atendimentos futuros. Os riscos durante a realizacao
dos exames sdo riscos pequenos e sera prestada toda assisténcia médica necessaria durante a

realizagdo dos mesmos ou em suas nao previstas complicagoes.

Durante a participagcdo no projeto de pesquisa, serei acompanhado regularmente no sentido de
detectar precocemente as outras doengas associadas a esse virus, receberei aconselhamento e
tratamento adequado apds o diagndstico. Além disso, a minha participacdo neste estudo ajudara os
médicos a aprenderem mais sobre os efeitos do virus HTLV-1 nos portadores de dermatite, o que
permitira que eu/ou outras pessoas beneficiem-se no futuro, pois, esse estudo podera contribuir para

esclarecer fatores de risco associados a outras doengas relacionadas ao virus HTLV-1.

A minha identidade confidencial e caso algum resultado do estudo venha a ser publicado, ndo seremos
proprietarios de quaisquer informagdes decorrentes deste estudo e ndo poderemos solicitar que estas

informacgdes sejam retiradas dos dados do estudo, pois elas serdo absolutamente andnimas.

Qualquer duvida ou complicag@o que ocorra no transcurso desse estudo, nds poderemos contatar com
a Dra. Maria de Fatima Santos Paim de Oliveira, no Setor de Dermatologia do Ambulatorio
Magalhaes Neto (Tel.: 71 3283-8360) ou com o Dr. Eduardo Martins Netto, Coordenador do Comité
de Etica em Pesquisa, da Maternidade Climério de Oliveira — UFBA (Tel.: 71 3283-9275 ou 3283-
9211).

NO CASO DE VOCE TER DIFICULDADE PARA LER (Sim [J ou Nao [), O ESCRITO ACIMA,
DEVE ATESTAR TAMBEM QUE O(A) DR(A). ,
QUANDO DA LEITURA PAUSADA DESSE DOCUMENTO, ESCLARECEU TODAS SUAS
DUVIDAS E PARA CONCORDAR EM PARTICIPAR DO ESTUDO, VOCE DEVERA COLOCAR
ABAIXO A IMPRESSAO DO SEU DEDO POLEGAR.

/ /
Assinatura ou impressao digital do representante legal Data

/ /
Assinatura do pesquisador Data

/ /

Assinatura do “pesquisando” quando capaz Data



