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Dedicatoria

Mensagem de Paulo

“Ainda que eu fale a lingua dos homens e dos anjos, se ndo tiver amor/caridade, sou
como um bronza que soa, ou como um cimbalo que tine. E ainda que eu tivesse o dom da
profecia e conhecesse todos os mistérios q toda a ciéncia, e tivesse toda a fé, até o ponto

de transportar montes, se ndo tivesse amor/caridade, ndo seria nada. E ainda que
distribuisse todos 0s meus bens no sustento dos pobres e entregasse 0 meu corpo para
ser queimado, se ndo tivesse amor/caridade, nada disto me aproveitaria’.

O amor/caridade é paciente, é benéfico; o amor/caridade nao é invejoso, ndo é temerario;
nao se ensoberbece, ndo é ambicioso, ndo busca 0s seus proprios interesses, ndo se
irrita, ndo suspeita mal, ndo folga com a injustica, mas folga com a verdade; tudo
desculpa, tudo cré, tudo espera, tudo sofre.

O amor/caridade nunca ha de acabar, mas as profecias passaram, as linguas cessardo e
a ciéncia sera abolida. Com efeito, imperfeitamente conhecemos e imperfeitamente
profetizamos. Mas, quando vier o que é perfeito, sera abolido o que é imperfeito.
Quando eu era menino, falava como menino, apreciava como menino, discorria como
menino. Mas, quando me tornei homem feito, dei de mao as coisas que eram de menino.
NG6s agora vemos como por um espelho, sem enigma; mas entdo veremos face a face.
Agora conhecgo, em parte; mas, ento, ei de conhecer perfeitamente, como eu mesmo sou
conhecido.

Agora, pois, permanecem estas trés coisas: a fé, a esperanga e o amor/caridade; porém o
maior deles é o amor/caridade.” (1 Corintios 13)

A Deus, a forga mais esplendorosa que existe, que me da forgas todos os
dias, me ensina a amar e aprender com 0s meus proprios erros, por estar
presente nas horas de tristes e alegres. E por permitir que estudos sejam
realizados em prol da humanidade.
Obrigada pela nova chance de aprender e auxiliar, sem julgar nenhum

irmao.
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“A gente pode morar numa casa mais ou menos,
Numa rua mais ou menos,

Numa cidade mais ou menos,

E até ter um governo mais ou menos,

A gente pode dormir numa casa mais ou menos,
Comer um feijdo mais ou menos,

E ter um transporte mais ou menos,

E até ser obrigado a acreditar mais ou menos no futuro.

A gente pode olhar em volta
E sentir que tudo esta mais ou menos.

Tudo bem.

O que a gente ndo pode,
Mesmo,nunca, de jeito nenhum.
_E amar mais ou menos,

_ E sonhar mais ou menos,

E ser amigo mais ou menos,

E namorar mais ou menos,

E ter fé mais ou menos,

E acreditar mais ou menos.

Se néo, agente corre o riso de se tornar
Uma pessoa mais ou menos.”

(Chico Xavier)

Ao meu marido Marcos, pelos momentos de companheirismo, estimulo e amor.

A memoria de meu pai, Oswaldo, e a minha mae, Neide, que foram e séo o pilar
de minha educacéo e do que sou.
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deste trabalho.
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MONTANHEIRO, P. Quantificacdo da Carga Proviral (DNA e RNA) do HTLV-1
pela PCR em Tempo Real e Comparacdo do Perfil de Citocinas entre ELISA e
PCR em Tempo Real. 2007. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Na cidade de Sao Paulo, cerca de 50 mil pessoas sao portadoras do HTLV-1. O
HTLV-1 é o agente causador da paraparesia espastica tropical/mielopatia
associada com o HTLV-1 (TSP/HAM) e os mecanismos desta patogénese sao
obscuros. A TSP/HAM é considerada uma doenca imuno-mediada e algumas
citocinas, podem estar associadas, com a desmielinizagdo da membrana de
mielina da coluna espinhal, provavelmente, estimuladas pela presenca de
antigenos virais. A PCR em tempo real € uma técnica utilizada para a deteccéo de
citocinas e apresenta maior sensibilidade na expressao de mRNA e carga proviral
do HTLV-1. Objetivos: Deteccdo de citocinas pelas técnicas sorologicas e de
biologia molecular (PCR em tempo real) que auxiliaram no aconselhamento e
avaliacao de pacientes infectados pelo HTLV-1, além de uma avaliacdo da carga
proviral dos pacientes com infec¢do pelo HTLV-1. Casuistica: Grupo I: individuos
soronegativos para HCV, HIV-1 e HTLV-1 (Controle); Grupo II: pacientes HTLV-1
assintomaticos; Grupo lll: pacientes com TSP/HAM. Observamos que o INF-gama
apresenta-se alterado na infeccdo HTLV-1, sendo um dos fatores mais
importantes da evolugdo para TSP/HAM, ambos os ensaios apresentaram o
mesmo resultado. A carga proviral pode ser um marcador de progressao para a
TSP/HAM. A interagdo complexa existente entre o HTLV-1 e as células
responsaveis pela liberacdo de citocinas e beta-quimiocinas proé-inflamatoérias,
assim como elementos de ativagao celular, resultam na ativagdo imunolégica. Isto,
lentamente, pode levar ao processo inflamatério crénico que atua diretamente no
micro ambiente neuronal e/ou membrana de mielina da coluna espinhal, em
alguns portadores de HTLV-1. Com a persistente ativacao do sistema imunolégico,
este processo provocard destruicdo das células gliais e dos neurdnios, dando

inicio ao processo de desmielinizagao.

Palavras Chave: Citocinas. Quimiocina. mRNA. carga proviral. HTLV-1.
TSP/HAM. PCR real time
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MONTANHEIRO, P. Human T lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) DNA proviral
load quantification and immunological markets among healthy carries and HTLV-1-
associeted myelopathy/tropical spastic paraparesis (TSP/HAM) patients. Doctorate
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2007.

The HTLV-1 virus is the agent which causes the Tropical Spatic Paraparesy/
HTLV-1 associated Myelopaty (TSP/HAM) and the mecanisms of this
pathogenesis are still unclear. The TSP/HAM is considered to be an Immuno-
mediated disease and some citokines may be associated with the spine cord
neural cells demyelinization, probably, stimulated by the presence of some viral
antigens. The Real time PCR is a metod used to citokines detection and shows a
higher sensitivity in the mRNA and proviral load expression of this virus.
Objectives: citokines detection through serological and molecular biology
techniques that helped in the adivising and evaluation of HTLV-1 infected patients.
casuistics: Group I: seronegative individuals for HCV, HIV-1 and HTLV-1 ( control);
group II: asyntomatic HTLV-1 patients; Group Ill: TSP/HAM patients.
we have observed INF-gamma has different levels in HTLV-1 infection, being one
of the most important factors to the TSP/HAM evolution, both essays showed the
same result. The proviral load could be an important marker to the TSP/HAM
progression. The complex interaction present between HTLV-1 and the responsible
cells for citokines and proinflammatory beta-chemokines releasing, as well as the
cell activation elements, result on the immunological activation. This, through an
ongoin and slowly way, may lead to a cronic inflammatory process which acts
straightly at the neural micro enviroment and/or the spine cord myelin membrane,
in some HTLV-1 carriers. With the persistent activation of the Immune system, this
process will provoke neronal and glial damage, starting the demyelinization
process.

key words: citokines, chemokines, mRNA, proviral load, HTLV-1, TSP/HAM, real
time PCR.
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1 INTRODUCAO

As retroviroses sao importantes causas de morbidade e mortalidade
humana, tornando-se pandemias nas Ultimas duas décadas. Entre essas
retroviroses, o virus linfotropico de células T humana do tipo 1 (HTLV-1) e tipo 2
(HTLV-2) pode apresentar um carater de persisténcia viral e existir, no hospedeiro,
na forma silenciosa, durante varias décadas.

O HTLV apresenta caracteristicas micro e macro epidemioldgico.
Calcula-se que 10 a 20 milhées de pessoas estejam contaminados no mundo
(EDLICH et al., 2000), e o Brasil apresenta cerca de dois milhdes de pessoas
infectadas pelo HTLV-1, correspondendo em até 2% de infectados em banco de
sangue em algumas regides do pais (PROETTI et al., 2002)

Na histéria natural nos individuos portadores do HTLV-1, o
desenvolvimento da doenga pode iniciar apds, aproximadamente, 30 a 40 anos de
infeccdo, em cerca de 5% dos portadores, levando as doencas crbnicas e
progressivas, como a paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao
HTLV-1 (TSP/HAM) e a leucemia de células T do adulto (ATL) (POIESZ et al.,
1980; HINUMA et al., 1981; BLATTNER et al., 1982; YOSHIDA et al., 1984).

Os fatores que contribuem no desenvolvimento das patogéneses
envolvem a interacdo virus/hospedeiro, especificamente sistema imunoldgico.
Porém, os eventos imunoldgicos promovidos pelo HTLV-1 nado estdo bem
esclarecidos, acreditam que a resposta celular desencadeada pelas células T
CD8" seja crucial para a progressdo da doenca. Fatores imunes e virais como:
producéo de citocinas e quimiocinas, citotoxidade, reagdes cruzadas, carga viral e
fatores genéticos (HLA A2*) sao discutidos como iniciadores da patogénese
TSP/HAM (OSAME, 2002; OLINDO et al., 2005). Varias hipdteses sao sugeridas
para explicar qual o papel da resposta imune, da carga viral e da carga genética
no processo imunopatolégico da TSP/HAM.

As células T CD4" também sao importantes no processo da

patogénese. As citocinas e quimiocinas sdo potentes proteinas envolvidas em
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processos inflamatorios, recrutamento de células e destrui¢do tecidual. Com base
nas hip6teses sobre o desenvolvimento da TSP/HAM, as células T CD4" e CD8"
migrariam para o interior do sistema nervoso central (SNC), onde a interacao
promoveria a produgédo de citocinas e quimiocinas, provocando a inflamacgéo e a
constante destruicao de uma regido especifica do SNC.

A carga proviral do HTLV-1 pode ser considerada um marcador de
progressao para a TSP/HAM. Sabe-se que os individuos TSP/HAM apresentam
carga proviral superior ao portador (MONTANHEIRO et al., 2005), porém observa-
se que na maioria desses pacientes, apés um tempo de doenca, permanecem
indetectavel.

Para entender a resposta imune na infeccdo HTLV-1 e na patogénese da
TSP/HAM, o presente estudo avaliou a producao de citocinas pré-inflamatérias (IL-
2, IL-4, IL-10, IL-12 p70, TNF-oo e INF-y), B-quimiocinas (MIP-1a, MIP-1B e
RANTES) e a quantificagdo da carga proviral do virus, em pacientes infectados
com HTLV-1 e com TSP/HAM.
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REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

Em meados dos anos 70, no Japao, foram descritos alguns casos de
leucemia de células T humanas (ATL) em individuos supostamente infectados por
um retrovirus (TAKATSUMI et al., 1976; UCHIYAMA, 1977). Em 1980, o virus
linfotrépico de células T humana do tipo 1 (HTLV-1) foi caracterizado como o
primeiro retrovirus humano (POIESZ et al., 1980). Hinuma et al, (1981) isolaram o
HTLV a partir de linhagem celular continua de linfocitos T periféricos e das células
do linfonodo de um paciente portador do linfoma cutdneo de célula T.
Posteriormente, o virus foi associado a doengas neurolégicas como a paraparesia
espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV (TSP/HAM). Subsequentemente,
testes soro-epidemiolégicos e moleculares comprovaram que a ATL apresentava
correlagdo com o HTLV-1 (POIESZ et al., 1980; HINUMA et al., 1981; BLATTNER
et al., 1982; YOSHIDA et al., 1984).

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae que €
caracterizada por possuir duas fitas simples de RNA (COFFIN, 1996; CANN e
CHEN, 1996), transcriptase reversa (enzima capaz de transcrever RNA em DNA
viral) e insercdo no genoma do hospedeiro, constituindo o provirus (TEICH, 1982).

Novos tipos de HTLV (HTLV-3 e HTLV-4) foram isolados recentemente
em populagdes do sul de Camardes que apresentam contato com primatas nao
humanos (WOLFE et al., 2005; CALATTINI et al., 2005). O HTLV-3 apresenta
origem recente a partir do virus linfotrépico de células T em simios tipo 3 (STLV). O
HTLV-4 nao foi identificado como equivalente ao STLV, sendo distinto,
filogeneticamente, dos HTLVs conhecidos. Nao ha relatos que os HTLV-3 e 4
podem ser transmitidos entre seres humanos e se sdo capazes de desencadear

doencas em seus portadores (WOLFE et al., 2005).
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Os HTLV-1 e 2 compartilham entre si cerca de 65% de homologia em
suas seqléncias de nucleotideos (SODROSKI, 1992), dependendo da regiao
analisada, o que determina a codificacdo e a sintese de diversos produtos génicos
semelhantes. A variabilidade genética observada entre essas linhagens tem levado
a descricao de subtipos e a construcao de arvores filogenéticas que representam
relagdes evolutivas entre eles (CANN e CHEN, 1996). Este fato justifica a alta taxa
de reacgOes cruzadas, observadas com soros de pacientes infectados por um tipo
de virus linfotropico de células T humanas, quando colocados a reagir com
extratos virais de outro tipo viral (SODROSKI, 1992).

O HTLV-1 é classificado em quatro subtipos (A-D). O subtipo A,
cosmopolita, € o mais disseminado e encontrado em muitas populacdes e areas
geograficas e compreende quatro grupos moleculares, o japonés, o0
transcontinental, o da Africa do Norte e do Leste (VIDAL et al., 1994;
HEMOMIMAS., 2006). Parece que nao existe relagdo entre o subtipo viral e a
doencga causada pelo virus, sendo a variabilidade genémica do HTLV-1 é muito

mais dependente da sua origem geografica (CASSEB et al., 2006).

2.2 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HTLV

2.2.1 ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

O HTLV apresenta uma construgdo complexa, consistindo de um
envelope, um nucledide e um nucleocapsideo e, é constituido de particulas virais
esféricas a pleomorficas (virions), cujo tamanho é de, aproximadamente, 80 a 100
nandmetros de diametro (Figura 1). Sua organizacao genémica € composta por um
core central eletrodenso, que contém duas copias de acido ribonucléico (RNA) de
fita unica com 8,8 e 9 quilobases de tamanho, com enzima transcriptase reversa

(RT). O envelope € composto de uma proteina de superficie extracelular e uma
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proteina transmembrana que atravessa esta estrutura e ancora na proteina de
superficie (glicoproteinas). Junto com a membrana do envelope, existe uma matriz
protéica. A proteina Gag estd adicionada de um &cido graxo. O capsideo, de
simetria icosaédrica, € composto pelas proteinas codificadoras do gene gag e
constitui o cerne da particula viral (FRANCHINI, 1995, WYCUFF, 2001) (Figura 2).
Pode-se observar que a glicoproteina viral externa (gp 46), projeta-se na superficie
viral sob a forma de 72 espiculas, que se ancoram nas demais estruturas virais por
meio da glicoproteina transmembranica (gp 21) (SCHUPBACH, 1989).
Caracteristicamente, como todos os retrovirus do tipo C, as particulas
virais de HTLV-1 e HTLV-2 podem ser visibilizadas pela ultramicroscopia, sendo
liberadas através de fendbmenos de brotamento junto a membrana plasmatica da
célula infectada (Figura 1). Ao contrario da infeccdo pelo HIV-1, ndo séao
detectadas com facilidade particulas virais, livres, de HTLV-1/2 no sangue ou em
outros fluidos biolégicos de individuos infectados, acreditando-se, assim, que as

particulas virais sejam, exclusivamente, associadas aos linfocitos infectados.

Figura 1. Estrutura das particulas virais infectando um linfécito T (Microfotografia de
autoria de Olga Pfeilsticker, ICB, UFMG).
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gp46
gp21

RNAuviral

p55

Figura 2 — Estrutura da particula viral do HTLV. Onde: p19 = proteina 19; p24 = proteina
24; gp46 = glicoproteina 46; gp21 = glicoproteina 21 e p55 = proteina 55.

2.2.2 GENOMA DO HTLV

O provirus do HTLV-1 revela que o mesmo € constituido por 9032
nucleotideos (SEIKI et al., 1983), tendo, nas por¢des finais, uma regido chamada
de longa repeticao (LTR), cujas seqiéncias sao fundamentais na integracdo do
DNA proviral no DNA cromossémico do hospedeiro e também para sua regulacao
transcripcional do genoma do HTLV (Figura 3) (CANN E CHEN, 1996). Possui os
genes gag, pol e env, uma sequéncia préxima a extremidade 3’ conhecida como
regidao pX. Esta regido pX apresenta os genes reguladores tax e rex, e estes
contém uma sequiéncia de 1585 nucleotideos (GREENE et al., 1986).
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Figura 3 — Esquematizacdo do genoma do HTLV-1 e HTLV-2.

As estruturas do envelope, do core e da transcriptase reversa do HTLV-1
sao codificadas por genes denominados env, gag e pol, respectivamente. A regiao
gag compreende os nucleotideos 802 a 2019 do genoma viral. Esta regido, quando
codificada, da origem a proteina da matriz de 19 kDa (p19), a proteina do capsideo
de 24 kDa (p24) e a proteina do nucleocapsideo de 15 kDa (p15).

A regidao LTR se apresenta como duas regides idénticas localizadas nas
extremidades 5’ e 3’ do genoma proviral e contém seqiéncias regulatorias que
atuam na integracao e expressao proviral.

O gene gag esta localizado entre os nucleotideos 802 a 2019 do genoma

HTLV-1. Esta regido é inicialmente traduzida como precursor poliprotéico e a sua
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clivagem origina as proteinas Gag maduras: a proteina da matriz de 19 kDa (p19),
a proteina do capsideo de 24 kDa (p24) e a proteina do nucleocapsideo de 15 kDa
(p15). Essas proteinas sao rearranjadas para formar os componentes principais da
estrutura do virus maduro. A p24 tem alta similaridade, quanto a sequéncia de
aminoacidos do HTLV-1 e HTLV-2, o que resulta em consideravel reatividade
cruzada nos testes soroldgicos. A p19 possui baixa similaridade na seqiiéncia de
aminoacidos, resultando em pouca reatividade cruzada entre os dois virus (NAN et
al., 1988).

O gene pol, localizado na posi¢cao 3' do gene gag, entre os nucleotideos
2497 a 5187, codifica uma proteina de 296 nucleotideos, a transcriptase reversa,
fundamental para a transcricdo do RNA viral em DNA e sua incorporagdo no
genoma da célula hospedeira, além de codificar a RNAse, a endonuclease e a
protease. A protease é codificada por nucleotideos localizados na parte 3’ da
regiao gag e na parte 5’ da regido pol. Assim, a sintese da protease é feita como
parte do precursor poliprotéico gag, acompanhado por desvio de leitura
ribossomal. A protease é responsavel pelo processamento dos produtos gag e pela
sua prépria clivagem, para gerar a molécula de protease madura.

A p12 é uma proteina de 12 kDa, codificada pelo gene ORF | (Open
Region Frame) do genoma do HTLV-1. Ela pode interagir com as cadeias 3 e y do
receptor para IL-2 (IL-2R) e é possivel que esta ligacéo altere a sinalizagao deste
receptor, ocasionando alteracbes na via de sinalizacdo por IL-2R, sem a
necessidade da presencga desta citocina no meio extracelular. De fato, a continua
ativagcao da via de sinalizacao por IL-2R esta correlacionada com a independéncia
de IL-2 das células T, transformadas pelo HTLV-1 em cultura “in vitro”
(FRANCHINI, 1995; JOHNSON et al., 2001).

A Tax e a Rex sao proteinas com fungdes regulatérias do genoma viral,
sendo que ambas sdo codificadas pela regido pX do HTLV-1. O gene rex,
responsavel pela codificagdo da proteina p27 (que € reguladora péds-
transcripcional da sintese de proteinas estruturais do virus e de outra proteina),
nao apresenta definida sua fungao principal (RIMSKY et al., 1988). A proteina rex,

do HTLV-1, poder exercer as fungbes da proteina rev no HIV-1, até mesmo
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substituindo-a. Porém, a rev do HIV-1 ndo consegue substituir a rex no sistema
HTLV-1, dados estes que nao foram detalhados (GREENNE et al., 1990;
JOHNSON et al., 2001).

A Tax é uma fosfoproteina nuclear de 40 kDa com 353 residuos de
aminoacido, localizada entre a regidao U3 e a LTR (BEIMLING e MOELLING, 1992;
PACA-UCCARALERTKUN et al., 1994) e regula, indiretamente, a transcricdo do
genoma proviral, ao interagir com fatores de transcricdo celular e induz sua ligagao
a sitios especificos na LTR do HTLV-1, ativando sua transcrigao. Ao interagir com
proteinas regulatérias celulares, a Tax pode induzir, a expressdao de genes
celulares (FRANCHINI, 1995; FERREIRA et al., 1997). O gene tax codifica a
proteina p40'™, transativadora da regido U3 do segmento LTR do genoma viral e
também de genes da célula eucaridtica infectada, tais como os que codificam a
cadeia o do receptor da IL-2 (CDgs), a prépria IL-2, a IL-1, a IL-3, a IL-6, a TGF-,
fator de crescimento de granulécitos (GM-CSF), a c-fos, a c-sis, a c-myc, a
proteina relacionada ao paratorménio, entre outros (GREENE et al., 1986;
BALLARD et al., 1988; GREENE et al., 1989).

A atividade transativadora de genes celulares, da proteina p40'®*, da-se
por vias intracelulares que envolvem fatores de transcricdo como NF-kB e SRF
(LANOIX et al., 1994; SUZUKI et al., 1993). O unico gene, até entdo descrito como
tendo a sua transcricdo inibida pela Tax € o gene que codifica a cadeia da
polimerase B, uma enzima envolvida no reparo do DNA (FRANCHINI, 1995;
FERREIRA et al., 1997; JOHNSON et al., 2001). A Tax favorece a sinapse
neuroldgica de célula a célula, e sua expressao proporciona um sinal intracelular
sinérgico com a ICAM-1 causando polarizacdo dos microtubulos das células T,
demonstrando que ndo esta presente apenas no nucleo da célula infectada
(NEJMEDDINE et al., 2005).

Recentemente, observaram similaridade nas variagcdes das sequiéncias
dos genes rex e tax, onde as variagcbes de aminoacidos do gene rex sdo maiores
que do gene tax. H& uma coincidéncia nas regides da tax e rex, sendo o segundo
cédon da Rex corresponde ao terceiro cdédon da Tax. Isso leva a supor que a

proteina Rex pode resistir a maiores mudangas de aminoacidos que a proteina
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Tax, demonstrando que a proteina Tax apresenta uma estabilidade evolutiva e é
mais conservada que a proteina Rex (McGIRR e BUEHURING, 2006).

O gene env, localizado na regido 5180 a 6647, € responsavel pela
codificacao das glicoproteinas externas do envelope (a precursora gp61/68 e sua
derivada gp46) e da proteina transmembrana (gp21) (HALL et al., 1994). O env
contém uma seqiéncia de nucleotideos que é clivada no inicio do processo de
maturagdo viral. Um dominio amino terminal corresponde a uma glicoproteina
externa gp21, que é clivada na regidao carboxi-terminal, resultando em uma
proteina transmembrana com 21 KDa e outra externa de 46 KDa.

As gp46 e gp21 tém importante papel na entrada do virus HTLV na
célula alvo e também na inducao da producédo de anticorpos neutralizantes contra
este virus. A LTR do HTLV-1 apresenta 754 nucleotideos, responsaveis pelos
sinais iniciais e terminais da transcricao, assim como pela integracao do genoma
retroviral ao DNA da célula hospedeira. As seqUéncias que, imediatamente,
flanqueiam o LTR tém importante papel, no inicio da sintese do DNA proviral, a
partir do RNA gendmico (HASELTINE et al., 1985).

2.3  CICLO DE REPLICACAO VIRAL

O HTLV-1 entra em contato com as células do sistema imune,
preferencialmente, os linfécitos T CD4" e CD8* (eventualmente mondcitos). O
receptor de membrana celular GLUT1, um transportador de glicose, inicia o ciclo
de replicagao viral (TAKENOUCHI et al., 2007; OVERBAUGH, 2004; MANEL et al.,
2004; MANEL, 2003; POEISZ, 2002). Apds, ocorre a fusdao da membrana do
HTLV-1 com a proteina transmembranica, e o cerne viral & introduzido no
citoplasma da célula infectada. A transcricao do genoma viral de RNA para DNA

ocorre pela enzima transcriptase reversa e 0 genoma viral é inserido no nucleo da
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célula hospedeira (Figura 4). Este processo marca o inicio da fase tardia onde séao
sintetizadas proteinas virais.

Apés a ligagdo com a célula alvo, ocorre a exposigao do coere viral, com
a transcrigdo do genoma viral RNA em DNA, pela transcriptase reversa (RT).
Quando a transcricdo do DNA estda completa, o core se rompe, permitindo a
entrada do DNA viral no nucleo celular e sua integracdo ao DNA genbmico
humano.

O genoma viral integrado passa a ser denominado DNA proviral e foi
passivo de replicagdo quando a célula sofrer mitose. A partir deste momento,
comega a sintese do RNA viral pelos mecanismos de reprodugéo celular, tendo
como molde o provirus integrado. Os RNAs transcritos sdo processados em
mRNAs e no genoma viral.

Com este processo, as proteinas virais sao sintetizadas e ocorre 0 inicio
da montagem e brotamento dos virions, levando parte da membrana celular para a
formacédo de seus envelopes virais, compostos por duas camadas de lipideos e
uma de proteina.

Outro modo de transmiss&o ocorre pelo contato célula a célula, a partir
de outras células infectadas (IGAKURA et al., 2003) (Figura 5). A proteina viral Tax
favorece uma reprogramagdo na célula infectada, promovendo a expressdo de
proteinas de adesado celular e producdo de moduladores imunes na célula
infectada para a ndo infectada. Depois do encontro da molécula de adeséo, as
proteinas virais sado transportadas por microtubos, e particulas do core viral, infecta
a nova célula, passando a ser hospedeira do HTLV-1 (DERSE & HEIDECKER,
2003). Apo6s a integracdo, a replicagdo pode ocorrer por mitose, havendo
possibilidade de um erro em 10° cépias virais (NIEWIESK & BANGHAM, 1996).

34



Tese de Doutorado - Patricia Ap. Montanheiro

Integracédo

vvvvvvvvvvvvv

Transcricao

Splicing

RNA o\ ."
Genomico

i R g

Transcricao

N
N >

Figura 4. Esquematizacéo da replicagdo do HTLV-1.
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Figura 5. Esquematizagéo do modo de replicagdo do HTLV-1, por célula a célula.
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2.4 DOENCA RELACIONADA AO HTLV-1

A TSP/HAM ¢é definida como uma doenca que provoca a desmielinizacao
crbnica progressiva na medula espinhal, usualmente de inicio insidioso, que
acomete de 1 a 2% dos portadores de HTLV-1. Esta associada a um grau variavel
de disfungdes esfincterianas e sensitivas, que afeta mais mulheres do que
homens, geralmente na quarta e na quinta década de vida (GESSAIN et al., 1985;
OSAME et al., 1986). Estima-se que 10 (exatamente 0,96%) de 1000 pacientes
podem desenvolver TSP/HAM, ap6s décadas de infeccdo e com idade de,
aproximadamente, 43 anos de idade (KAPLAN et al., 1990; OSAME et al., 1990;
UCHIYAMA, 1997).

Em 1985 foi constatada a presenca de anticorpos IgG contra o virus
HTLV-1 no soro de 65% dos pacientes com quadro de mielopatia na Martinica.
Esse quadro neuroldgico foi denominado de paraparesia espastica tropical (TSP),
sugerindo, que o HTLV-1 poderia ser o agente causador desta sindrome
(GESSAIN et al.,, 1985). No mesmo ano, estes achados foram confirmados em
pacientes na Jamaica e da Coldmbia (RODGERS et al., 1985). Em 1986, Osame
et al. (1986) relataram doenca semelhante no sul do Japéao, classificando como
mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM) (OSAME et al.,, 1986). Em seguida,
verificou-se tratar da mesma doenca (HAM e a TSP), e foi denominada de
TSP/HAM (ROMAN & OSAME, 1988).

Nas regides tropicais e subtropicais apresenta cerca de 40% a 60% das
mielopatia de origem indeterminada (GESSAIN e GOUT, 1992; OSAME et al.,
1992). No Japéo, o risco de desenvolver TSP/HAM nessas areas endémicas para
ATL, € de um para cada 1000-2000 portadores do virus, enquanto que no Caribe e
na América do Sul varia de 1 a 5%. As mulheres sdo mais acometidas que os
homens, numa relacdo de 2:1. No Japédo, cerca de 25% dos casos tinham

antecedentes de transfusdo sanguinea, onde o risco de TSP/HAM, apds receber
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produtos celulares contaminados com HTLV-1, foi de 30% ao final de trés anos
(ROSENBLATT et al., 1988).

No Brasil, foram relatados casos suspeitos de TSP/HAM em Fortaleza-
CE, sem a pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1 (COSTA et al., 1989). Em Séao
Paulo - SP, anticorpos contra HTLV-1 foram identificados em 37,5% dos pacientes
atendidos com mielopatias crénicas, de origem obscura (MARTINS-CASTRO et al.,
1989). Em Salvador, foi confirmado que 50% dos pacientes que com TSP/HAM
apresentavam anticorpos anti-HTLV-1 (GOMES et al., 1999).

A TSP/HAM ¢é caracterizada por paraparesia espastica nos membros
inferiores, evoluindo com graus variaveis de disfungdo vesical, além de disturbios
de sensagdes sensitivas (OSAME et al., 1990). Os principais sintomas observados
séo dificuldades na marcha, fraqueza e espasticidade nos membros inferiores,
além de disturbios esfincterianos (GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1985).

Do ponto de vista histopatolégico (Figura 6), existe 0 comprometimento
da medula espinhal toracica, com espessamento leptomeningeo e atrofia medular
em diferentes graus. Os achados histopatoldgicos incluem infiltragcao linfocitaria
perivascular, desmielinizacdo, degeneracdo axonial e das células gliais. A
intensidade da reacao inflamatoria esta relacionada com a duracédo da doenga, ou
seja, com o tempo da doenca (GESSAIN et al., 1992; IWASAKI, 1993), e o
processo de desmielinizacdo pode ser mediado por mimetismo molecular (LEVIN
et al., 2002; KALUME et al., 2004; GARCIA-VALLEJO et al., 2005).

A intensidade da reacdo inflamatéria pode esta relacionada com a
duragao da doencga, ou seja, na fase inicial, ocorre um processo meningo-mielitico
com proliferagdo capilar e infiltrado linfomonocitario  acometendo,
predominantemente, a regido toracica da medula espinhal. Progressivamente,
ocorre uma degeneracao da substancia branca, particularmente, do trato cortico-
espinhal lateral, com pouco envolvimento da substancia cinzenta (lwasaki et al.
1993).

Segundo Iwasaki et al. (1993) e Yoshioka et al. (1993), os casos mais
avancados da patogénese ocorreram em individuos com longo tempo de

TSP/HAM (longa duragéo) e observaram que o processo de degeneracao acaba
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predominando sobre a inflamacdo. Relatos definem que ha persisténcia de
atividade inflamatéria ap6s longos periodos (CASTRO-COSTA et al.,, 2002;
IWASAKI et al., 2004).

Figura 6. Desmielinizagdo medular pelo virus HTLV-1: individuo saudavel (esquerda) e um
paciente com TSP/HAM (direita).

As células T e mondcitos sdo encontrados em alta porcentagem nesta
regido, acredita-se que a migracdo celular € devido a producdo de diversas
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, mas nao foi encontrada evidéncia de
malignidade nas células migratérias (MURPHY et al., 1988; PICCARDO et al.,
1988; WU et al., 1993; LEVIN e JACOBSON, 1997). Porém, as células
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inflamatérias podem envolver a parede vascular acarretando vasculite e gliose
perivascular (AKIZUKI et al., 2001; ROSENBLUM et al., 1992).

O predominio de anormalidades na coluna lombar da medula toracica
pode ser explicado pelo processo hemodinamico do fluxo sangliineo desta regiao
(JOHNSON, 1998). No encéfalo de pessoas com TSP/HAM, observam-se areas
de inflamagédo perivascular na substancia branca central e, menos comum, no
cérebro e no tronco encefalico (ELLISON et al., 1998). Aye et al. (2000), sugeriram
que as alteragdes inflamatorias se estendem em todo o sistema nervoso central.

Apesar da TSP/HAM ser uma doenca de baixa letalidade, a possibilidade
de levar a incapacidade permanente, a torna um sério problema de saude publica.
Outras caracteristicas neuroldgicas encontradas na TSP/HAM séao: contragdes e
fraqueza dos membros inferiores, disturbios urinarios e perturbagbes sensoérias
toracicas (GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1985).

Nos aspectos clinicos véarios estratégias terapéuticas estdo sendo
utilizadas, como o uso de corticoides, antivirais, INFs etc, porém, sem nenhuma
melhora imunolégica. O uso de corticéides no tratamento da TSP/HAM tem sido
utilizado desde a descoberta da doenca. Os corticoides reduzem a celularidade
liquérica e diminuir a quantidade de virus no sistema nervoso central (SNC)
(MONTANHEIRO et al., 2005; LEZIN et al., 2005). O INF-a atua na agao antiviral e
imunomoduladora da droga, podendo inibir a producdo de citocinas inflamatérias
(NAKAGAWA et al., 1996; FENG et al., 2003; IZUMO et al., 1996). Os antivirais
tém sido aplicados na infeccdo pelo HTLV, sendo que os inibidores de
nucleosideos da transcriptase reversa foram os primeiros a serem estudados. A
zidovudina e lamivudina, monstraram pequenos beneficios na sintomatologia e
carga viral (TAYLOR et al.,, 2006), porém com efeitos colaterais. Todas as
estratégias de tratamento, a diversidade dos métodos de avaliagédo, dos centros de
estudos, ndo permitem uma concluséo precisa sobre o tratamento da TSP/HAM.

Varios fatores influenciam no desenvolvimento da patogénese. Entre
eles encontramos os riscos relacionados a carga proviral (MONTANHEIRO et al.,
2005; OLINDO et al., 2005, NAGAI et al., 1998), a protecao vinda de certos alelos
HLA (DRB1*0101 versus HLA-A*02 e HLA-CW*08) e subgrupos da Tax HTLV-1
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(SABOURI et al., 2005). Osame (2002), considera que fatores celulares e
hormonais podem estar envolvidos na patogénese da TSP/HAM (OSAME, 2002).
Além disso, polimorfismo no gene do receptor de vitamina D pode estar associado
com o desenvolvimento da TSP/HAM (SAITO et al., 2005), enquanto que o
polimorfismo no promotor da interleucina-10 afeta a carga proviral e o risco de
desenvolver a patogénese (SABOURI et al., 2004).

Vine et al. (2002) estudando a populacao do Sul do Japao, verificaram
que 58 sitios de polimorfismo em 39 HLA e identificaram trés fatores genéticos que
desenvolvem e influenciam o risco da TSP/HAM. O promotor do alelo 863 HLA
desenvolvem a TSP/HAM, SDF + alelo 801 A3’'UTR e IL-15 alelo 191 C protegem
contra a TSP/HAM

Porém, o risco do desenvolvimento da TSP/HAM esté envolvido com trés
hipéteses imunoldgicas que levam a desregulacdo do sistema imunoldgico,
provocando uma constante inflamacdo: a citoxicidade direta, auto-imunidade e
dano celular circundante (Figura 7) (TAYLOR et al., 1998; OSAME et al., 1999;
NAGAI et al., 2000; JACOBSON, 2002; OSAME et al., 2002; LEVIN et al., 2002).
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Figura 7 — Hip6teses imunoldgicas para o desenvolvimento da TSP/HAM. Sendo: A) auto
imune — contra antigenos de células gliais; B) citotoxicidade colateral —
citocinas sobre as células gliais; e C) citotoxidade direta — células gliais
infectadas pelo HTLV-1 (Taylor et al.,1998).

Na teoria da citoxicidade direta, as células gliais infectadas pelo HTLV-1
expressariam antigenos virais de superficie e células T citotoxica CD8* especificas
cruzariam a barreira hematoencefalica e destruiriam as células gliais infectadas,
através da atividade citotoxica direta ou por liberagdo de citocinas (IJICHI e
OSAME, 1995; IJICHI et al., 1996; LEVIN e JACOBSON, 1997; JOHNSON, 1998;
NAKAMURA, 2000; FURUKAWA et al., 2003). Além disso, linfocitos CD4*

infectados pelo HTLV-1 parecem resistir a apoptose, o que contribui para a
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cronicidade do processo inflamatério (HAMASAKI et al., 2001). Numa variante da
teoria citotdxica, a resposta inflamatéria seria dirigida contra células nervosas
infectadas pelo HTLV-1, em que existiia uma linhagem neurotropica do virus.
Entretanto, parece nao haver diferencas significantes entre o virus recuperado de
pacientes com ATL e TSP/HAM (GREENBERG et al., 1989, XU et al.,, 1996,
WATANABE, 1997; WATANABE et al., 2004).

A teoria da auto-imunidade, um antigeno do hospedeiro seria confundido
com algum antigeno do HTLV-1 acarretando no processo inflamatério auto-imune
com lesdo neural. Recentemente, foi identificada a proteina neuronal hnRNP-A1
que apresenta reacao cruzada com a proteina viral Tax, configurando processo de
mimetismo molecular. A teoria imunomediada pode justificar a associagcao de
manifestacdes auto-imunes sistémicas nos pacientes com TSP/HAM (RODGERS-
JOHNSON et al., 1990; GESSAIN e GOUT, 1992; MELO et al., 1994; FURUYA et
al., 1998; LEE et al., 2005; MOSLEY et al., 2005).

A terceira teoria, do dano circundante, envolve linfécitos T CD4*
infectados e linfocitos T citotéxicos CD8" especificos anti-Tax que migrariam para o
interior do SNC, onde a interagdo promoveria a produg¢ao de citocinas, inflamacéao
e a destruicdo tecidual (HOLLSBERG e HAFLER, 1995, NAGAI & OSAME, 2002;
OSAME, 2002; ARAUJO et al., 2005; SILVA, 2006; KUBOTA et al., 2003; GOON et
al., 2003; NAGAI e OSAME, 2003; SAKAI et al.,, 2001; URETA-VIDAL, 2001)
(Figura 8).
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Figura 8 — Resumo das teorias sobre o surgimento da TSP/HAM.

2.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA INFECGAO HTLV-1

Algumas citocinas liberadas em resposta a infecgao viral pertencem a
familia de proteinas intimamente relacionadas, denominadas quimiocinas. As
quimiocinas sdo uma familia das citocinas, estruturalmente homologas, que
regulam a migracao e estimulam o movimento dos leucdcitos do sangue para os
tecidos. Elas sao polipeptideo de 8 a 12 kD contendo duas algas dissulfeto
internas e foram identificados, cerca de 50 quimiocinas diferentes. Existem quatro
familias de quimiocinas que se diferem pelos residuos de cisteina (CC, CXC, C e
Cx3C) (YOSHIE, 2006).

As duas principais familias sdo: CC que apresenta residuos de cisteinas
adjacentes e a CXC com seus residuos separados por um aminoacido (BACON et

al., 2002). As quimiocinas envolvidas em reacgdes inflamatorias sao produzidas por
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leucécitos em resposta a estimulos externos, e as quimiocinas que regulam o
trafego celular através dos tecidos sao produzidas constitutivamente por varias
células nesses tecidos.

Estas sao sintetizadas por fagécitos e outros tipos celulares, como
linfécitos T CD8" e macréfagos. As quimiocinas estdo relacionadas tendo por base
sua sequiéncia de aminoacidos (70 a 130 aminoacidos), atuando como agentes
quimicos para as células fagocitarias, recrutando mondcitos, neutréfilos e outras
células efetoras do sangue periférico para os locais de infecgdo. Alguns tipos de
quimiocinas também funcionam no desenvolvimento dos linfocitos, na migracéao e
no crescimento de novos vasos sanguiineos (AHMED e BIRON, 1999).

As células que apresentam infeccao pelo virus HTLV-1 conseguem ser
imortais e expressar, em seus clones, o receptor de quimiocina CxCR4 (YOSHIE
et al., 2002). As quimiocinas MIP-1a, MIP-1B (macrofagos inflamatérios que
liberam a proteina inibitéria) e RANTES sao ligantes naturais dos receptores
CCR1, CCR3, CCR5. O receptor CCR5 ¢ usado pelo HIV-1 na infecgao da célula
alvo e, por este motivo, as quimiocinas competem o HIV-1 pelo mesmo sitio de
ligacao (AHMED e BIRON, 1999). Assim, existem varios virus que interferem na
acao das quimiocinas e as utilizam, como utilizam seus receptores, para suprir
suas proprias necessidades (AHMED e BIRON, 1999).

O HIV-1 possui capacidade de induzir a producdo, em grandes
quantidades, de quimiocinas, como RANTES, MIP-1a, MIP-1B e outras, que sao
ligantes naturais de receptores CC-quimiocinas e CCR-5 (PORTER et al., 1998).
Estas proteinas inflamatérias tém capacidade antivirais e sao produzidas por
mondcitos, células T CD8" e, também, por células matadoras naturais — “Natural
Killer” (NK), durante a evolugdo da TSP/HAM (COPELAND et al., 1996; OLIVA et
al., 1998; UMEHARA et al., 1996; ROSSI e ZLOTNIK, 2000).

A infecgdo pelo HTLV-1 tem um carater latente e induz a ativagéo de
células, as quais respondem por meios de multiplos mecanismos da resposta
imune. Diante disso, varios estudos tém sido desenvolvidos para compreender o0s
fendmenos que levam os individuos assintomaticos a desenvolverem alguma

patologia e outros permanecem assintométicos ao longo da vida.
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Varias estratégias estdo sendo investigadas, para correlacionar os
mecanismos imunopatolégicos e imunoprotetores, com o desenvolvimento das
diferentes formas clinicas da infeccdo. No entanto, a natureza e os mecanismos
pelos quais se manifestam ainda sao desconhecidos. Alguns parametros como
alta carga proviral (NAGAI, 2001), a constante linfoproliferagédo espontanea in vitro
(SAKAI et al., 2001), aumento das células T CD8* especificos e altos titulos para
HTLV-1, tanto no soro quanto no fluido cerebral (GRETEN et al., 1998) parecem
estar associados com a presenca da TSP/HAM (AKIZUKI et al., 1987; KITZE et
al., 1998) e sao utilizados por muitos pesquisadores para a avaliacao da evolugao
clinica dos pacientes infectados. A principio, acreditava-se que células T CD4"* do
sangue periférico representavam o alvo primario para a infecgdo pelo HTLV-1.
Atualmente, sabe-se que outras populagdes celulares também sdo susceptiveis a
infec¢cdo pelo HTLV-1.

Neste contexto, estas células proliferam espontaneamente e expressam
varias citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adesao que poderiam favorecer a
migracéo direcionada dos linfocitos T CD4" infectados, do sangue periférico para o
sistema nervoso central (SNC) (GRANT et al., 2002). No SNC, os astrécitos e as
células T CD4" representam as células infectadas com produtos virais em seu
citoplasma bem como o DNA proviral integrado ao genoma celular analisado por
meio de técnicas de hibridizagcdo ou PCR in situ. A expressao génica viral dentro
do SNC promove a ativagao de linfécitos T e migragao de mondcitos, e resulta na
criacdo de um micro-ambiente favoravel a acdo citotoxica de células T CD8”
especificas para antigenos do HTLV-1 associado as moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I).

Assim, a expressdo da Tax pode causar uma producao exagerada de
TNF-a resultando no aumento na expressdao de MHC-I, reducédo no influxo de
glutamato, destruicdo de oligodendrécitos, desmielinizagdo e conseqlientemente
neurotoxicidade. Outros fatores podem estar contribuindo com a desmielinizacao
da TSP/HAM como a expressao viral, a desregulacao da expressao de citocinas, a
producdo de anticorpos especificos anti-HTLV-1 e infiltracdo de linfécitos T CD8”

citotoxicos (CTL) e macréfagos ativados no SNC.
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Alguns autores defendem a hipotese de que células T CD8” citotoxica
assumem um importante papel no desenvolvimento da TSP/HAM. Essas células,
além de exercerem sua fungdo citotdéxica nas células infectadas, secretam
citocinas essenciais para a manutencao da resposta inflamatéria (JACOBSON et
al., 1990; KOENING et al., 1993). O aumento da expressao de citocinas, tais
como INF-y e TNF-a, nos compartimentos afetados durante a infec¢ao viral,
acompanhado da manutencéo do processo inflamatério, pode ser um controlador
importante na ativagdo de linfocitos T CD8" auto-reativos e/ou da perda da
tolerancia a auto-antigenos (BILLAU et al., 1990; HORWITZ et al., 1997).

Esses possiveis mecanismos auto-imunes poderiam ser desencadeados
por meio de uma reacao cruzada de antigenos virais derivados da fagocitose de
particulas virais, ou células apoptéticas infectadas pelo HTLV-1 ou por infeccao
direta das células dendriticas com conseqliente processamento € apresentacao
dos antigenos virais no contexto das moléculas de MHC-I. A ativacao celular que
ocorre no sangue periférico quanto no liquor foi avaliada por meio de marcadores
de ativacdo celular especificos para linfécitos, mondcitos e neutrdfilos em
pacientes com TSP/HAM e mostrou aumento nas varias populacdes celulares
(IJICHI et al., 1989; JACOBSAN, 1988; UMEHARA et al., 1993). Estudos prévios
demonstraram uma correlagdo entre carga de DNA proviral e a freqliéncia de
linfécitos T CD8" efetores e de memdria especificos anti Tax em pacientes com
TSP/HAM. Esses dados sugeriram que a resposta mediada por CTLs Tax
especificas estaria ligada diretamente aos niveis de carga de DNA proviral (NAGAI
et al, 2001).

As células T CD8" apresentam reservatério celular adicional para o
HTLV-1 “in vivo”. Além disso, através da citometria de fluxo mostrou que os
linfécitos T CD8” séo células que, predominantemente, se expandem durante a
estimulacdo espontanea in vitro (HANON et al.,, 2000). Estas observacoes
sugerem que a resposta mediada pelas CTLs especificas ndo seria o Unico evento
responsavel pela alta carga proviral, sendo a expansao celular um fator importante
na contribuicdo da carga proviral total presente no sangue periférico € no SNC
durante a doenga neuroldgica.
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Em um modelo proposto, o evento inicial da progressao da TSP/HAM
teria a participacdo de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-1b, IL-6, INF-y,
TNF-a, e IL-15. Essas citocinas produzidas por células T, macréfagos e micrdglias
ativadas, seriam de grande importancia na desmielinizacdo neuronal (GRANT et
al., 2002). Assim, embora a maioria dos trabalhos, sugere que o estabelecimento
de um padrao de resposta imune citotéxica esteja associado ao desenvolvimento
da TSP/HAM, outros autores sugerem que mecanismos inerentes a imunidade
humoral também podem estar na patogénese TSP/HAM (CASSEB et al., 2007;
CASTRO-COSTA et al., 2006).

Deste modo, a ativagao persistente de elementos da resposta imune,
tais como a estimulacao de linfécitos T CD4" e T CD8, a expressao de moléculas
de adesao e receptores na superficie de linfécitos e monécitos e a producéo de
fatores sollveis como citocinas e quimiocinas, favorecem a migracao direcionada
de células infectadas ou nédo para o Sistema Nervoso (OSAME, 1999). No tecido
nervoso, as células produzem fatores que amplificam a resposta antiviral contra
células infectadas presentes no SNC. Algumas células infectadas séao
imortalizadas, o que aumenta sua permanéncia no local e amplifica os
mecanismos efetores da resposta imune. Esse complexo sistema de interagdes
celulares favorece o estabelecimento de um ambiente inflamatorio por uma alta
producdo de citocinas do tipo 1. A producdo de INF-y pelos linfécitos T CD4™,
ativa a producao de TNF-a pelos monécitos e macréfagos, tais como micréglias, o
que produz um efeito neurotdxico e, consequentemente, a desmielinizacao.

Acredita-se que a integracdo do genoma HTLV-1 ocorra em 3% a 15%
das células mononucleares (CMN) de pacientes com TSP/HAM. Uma elevada
relagdo associada de CD4*/CD8", com a presenca de ativagdo nas células de T e
com alto nivel de expressao do haplétipo DR foram encontradas na maioria desses
pacientes. Estes dados concordam com a idéia de que a carga proviral do HTLV-1
€ importante para o aparecimento dos sintomas neurolégicos (GESSAIN et al.,
1990; NAGAI et al., 1998; MANNS et al., 1999).

A auto-imunidade pode contribuir, diretamente, para a patogénese da
TSP/HAM, junto com a carga proviral do virus. No modelo auto-imune, a infec¢ao
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pelo HTLV-1 provocaria a ativagcao de células T auto-reativas, que migrariam para
o SNC, com secrecao de citocinas, iniciando-se o processo inflamatério, com
destruicdo tecidual (HOLLSBERG e HAFLER, 1995). O DNA proviral do HTLV-1 foi
detectado apenas no nucleo de linfocitos que se infiliraram na medula espinhal e
esta ausente nos neurdnios e células da glia. Isto indica que a desmielinizacéao na
TSP/HAM nao é resultado da infeccao viral de oligodendrécitos ou células
neuronais e sim agao do sistema imunolégico (HARA, 1994).

Além destas respostas ao HTLV-1, observamos a resposta de citocinas
e PB-quimiocinas. Estas proteinas inflamatérias revelam capacidade antiviral
durante a evolucao da TSP/HAM (COPELAND et al., 1996; OLIVA et al., 1998;
UMEHARA et al.,, 1996). Estudos mostraram que pacientes com TSP/HAM
apresentaram elevado numero de células T CD8" no sangue periférico e que
clones destas células secretam INF-y e TNF-a.. Além disso, as células T CD8",
especificas para o HTLV-1, sdo importantes fontes de mediadores soluveis pro-
inflamatorios, que podem contribuir significativamente para a patogénese da
TSP/HAM (SHIMAMOTO et al., 1996).

Outros estudos sugerem que ha aumento de IL-2 nos individuos HTLV-1
assintomaticos. Os pacientes TSP/HAM apresentaram aumento em TGF-B, TNF-a
e INF-y. Por outro lado, nos pacientes com ATL, estas citocinas encontravam-se
em niveis baixos (MURPHY et al., 1989; TENDLER et al., 1991; UMEHARA et al.,
1998; HENRY, 1995).

Além de possuir caracteristicas liticas, as CTL, ou outras células
mononucleares, sdo fontes importantes de mediadores pos-inflamatérios soluveis,
que podem contribuir, significativamente, para a patogénese da TSP/HAM
(HOFFMAN et al., 1992). O HTLV-1 aumenta a secrecao de IL-6 em cultura de
células da microglia, em humanos, mas nao apresentaram estimulo para a
liberagdo de IL-1 em mondcitos ou células da microglia. Assim, TNF-o e IL-6 tém
sido implicados no processo inflamatério de desmielinizagédo e gliose, sendo
proposto, que células da microglia humana e mondcitos infectados e ativados pelo
HTLV-1 poderiam ter um papel na patogénese da TSP/HAM (NAGAI et al., 1995).
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A ativacdo dos CTL e das células infectadas pelo HTLV-1 proporcionam
uma migracdo para o SNC e infectam células neurais. Algumas células CD8"
citoliticas podem reconhecer antigenos virais nas células do SNC infectadas pelo
HTLV-1, causando uma desmielinizacdo. Entretanto, ndo ha como ter uma acao
especifica contra as células do SNC. A presenca de INF-y, na infecgéo pelo HTLV-
1, seu reconhecimento pelas células T CD8", e as citocinas secretadas pela
microglia, como o TNF-a e IL-6, sdo tdxicas para a membrana de mielina
(JEFFERY et al., 1999; DAENKE et al., 1996).

Resumidamente, a interacdo do HTLV-1 com as células hospedeiras,
resulta em ativacao celular, gerando um processo inflamatério crénico na medula
espinhal que apéds varios anos, leva a leséo e destruicdo da membrana de mielina.
Ap6s o inicio da agressdao da membrana, aparece o primeiro sintoma da
desmielinizagdo provocada pela TSP/HAM. Acredita-se que um dos mecanismos
pelo qual o HTLV-1 desenvolve a mielopatia seja, a alta producao de citocinas e
diversos fatores envolvidos, como B-quimiocinas e aumento da expressao de
moléculas de adesao, decorrentes da ativagao celular. Com a migracao de células
inflamatoérias para o SNC, comeca a liberacdo, em alta quantidade de INF-y,
atuando nas células responsaveis pela produg¢do do TNF-a. Desta forma, o TNF-a
pode ser altamente toxico para as células infectadas pelo HTLV-1 e para a
membrana de mielina, levando a sua destruigdo. Lee et al. (2002), sugeriram que o
INF-y regula a producdo de IL-10, IL-12 e IL-18 nos pacientes com doencgas
infecciosas.

Com a analise da expressdo de citocinas inflamatérias, verifica-se
aumento da populagao celular Th1 nos individuos HTLV-1 assintomaticos e com
TSP/HAM. Assim, as moléculas de sinalizacao celular envolvendo a producao de
citocinas sdo importantes na infeccao pelo HTLV-1 diferenciando as células T
“naives” em células T auxiliares efetoras (NISHIURA et al., 2004).

Os mecanismos auto-imunes podem existir como ocorréncia de uma
auto-ativacdo das células T com os antigenos do SNC, ou pela infeccdo das
células T, resultando na auto-reativacdo destas células no SNC, onde encontram

seus antigenos, com consequente resposta imune especifica e desmielinizagédo. A
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existéncia de uma heranga genética, como a presenga de alguns haplétipos HLA,
pode ter alguma implicacao na suscetibilidade do hospedeiro (USUKU et al., 1988;
GODOQY et al., 1994; UCHIYAMA, 1997; MANNS et al., 1998; JEFFERY et al,,
1999).

Apesar de existirem, até o presente momento, muitas informacdes
relacionadas aos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento da
TSP/HAM, os fatores envolvidos ainda permanecem obscuros. Outra possibilidade
seria a desregulacao do sistema imune causado pela presenga do HTLV-1.

2.6 MARCADOR DE RISCO NA INFECGAO HTLV-1: CARGA PROVIRAL

Em muitas infec¢bes virais, a carga viral pode indicar a taxa de
replicacdo, infectividade e indicar a possibilidade de causar danos ao hospedeiro,
nos diversos periodos da infecgdo. Isto tem sido demonstrado, com a carga
plasmatica do HIV-1, onde esta correlacionada com a progressao para a Aids e a
resposta ao tratamento retrovirais (MELLORS et al., 1997).

Com base na importancia da carga proviral em algumas viroses, estudos
estdo sendo realizados sobre a importancia da carga proviral na infeccdo pelo
HTLV-1 e sua progressao para TSP/HAM (MONTANHEIRO et al., 2005; NAGAI et
al., 1998). Porém a maior dificuldade ocorre pelo longo periodo de incubagédo do
virus e pela baixa incidéncia do desenvolvimento da doenca (< 5%) (KAPLAN et
al., 1990).

A auséncia ou baixa formacao de particulas virais no plasma torna-se
dificil detectar a viremia plasmatica. Deste modo, a carga proviral do HTLV-1 é
detectada na célula mononuclear do sangue periférico (CMN). Normalmente, a
carga proviral € baixa nos individuos assintomaticos do que nos pacientes com
doencas relacionadas ao HTLV-1. Porém existem sobreposicées de valores entre

0S grupos assintomaticos e sintomaticos. A carga proviral do HTLV-1 é importante
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na transmissao sexual ou vertical do virus, além do tempo de exposi¢cao ao fator de
risco (relacao sexual ou aleitamento materno) (NAGAI et al., 1998).

Na TSP/HAM, correlacionou a carga proviral com a progressao da
doenca especialmente com a fraqueza muscular. Embora a deteccdo da carga
proviral no sangue periférico esteja associada com a TSP/HAM, essa nao é a Unica
condicdo de diagnosticar ou prognosticar a patologia (NAGAI et al., 1998,
MATSUZAKI et al., 2001).

No liquor a carga proviral € um importante dado para definir a
progressdao da TSP/HAM. Pois, as células infectadas pelo HTLV-1 no sistema
nervoso central (SNC) sdo importantes na patogénese da doencga, acelerando o
processo inflamatério local (LEZIN et al., 2005).
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OBJETIVO
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune ao virus HTLV-1, através da dosagem de
citocinas e quimiocinas. Além de quantificar a carga proviral do HTLV-1 nos
individuos assintomaticos e com TSP/HAM.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar a resposta imune especifica do HTLV-1 e na patogénese TSP/HAM,
quantificando as citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 p70, INF-y e TNF-a pela
técnica ELISA;

e Quantificar a expressdao de mRNA de INF-y e TNF-a pela PCR em tempo

real;

e Avaliar a resposta imune na producao de  quimiocinas RANTES, MIP-1a e
MIP-1 B, pela técnica ELISA ;

e Determinar a carga proviral (DNA) do HTLV-1 circulante no sangue
periférico.
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METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

Nos ultimos dez anos, uma coorte foi criada no Instituto de Infectologia
"Emilio Ribas" (IIER) com finalidade estudar a histéria natural da infeccao pelo
HTLV-1 e HTLV-2 em Sao Paulo e a co-infecgcdo com outros agentes virais como
o HIV e virus da hepatite C (HCV). Esse Servico conta com especialista na area
de infectologia, neurologia, nutricao e fisioterapia. Os varios projetos de pesquisa
am andamento foram aprovados pelo CEP do IIER e os aspectos éticos foram
adequadamente abordados. Durante esse periodo, cerca de 550 pacientes foram
investigados e identificados para HTLV-1, HTLV-2, HIV-1 e HCV. Estes individuos

servirdo de base para o recrutamento desse estudo.

4.1.1 CRITERIOS DE AVALIACAO DOS PACIENTES

Critérios de inclusao

Individuos adultos, acima de 18 anos de idade, diagnéstico de infecgao
retroviral por ELISA e confirmados por WB e/ou PCR. Nos casos de TSP/HAM o
critério de classificagao foi o de Osame (WHO), com diagndstico confirmado por

neurologista especializado em neuro-infectologia.
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Critérios de exclusao

Mulheres gravidas, pacientes em uso de immunossupressores ou

insuficiéncia renal ou hepatica, neoplasias ou doengas autoimunes.

4.1.2 ASPECTOS ETICOS

Apés aprovacao do CEP, termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) foi obtido todos voluntarios que aceitaram participar desta pesquisa
(Anexo 1). Somente individuos que assinaram o TCLE poderdo participar deste
estudo.

4.2 METODOLOGIAS

421 CULTURA E ESTIMULAGAO DE CELULAS

Para andlise especifica de cada paciente, as células de cada individuo
foram cultivadas com meio RPMI enriquecido com soro AB (basal) e adicdo do
mitdgeno fitohemaglutinina (PHA). Com a finalidade de avaliarmos a produgéo
espontanea de citocinas, cada ensaio foi acompanhado de cultura sem mitdégeno
(estimulo espontaneo), recebendo apenas meio de cultura enriquecido.

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas através de
puncao venosa em tubo com ACD e/ou EDTA. Centrifuga-se o sangue por 10
minutos a 1000 rpm para se obter o “buff-coat” e foram diluidos em salina
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isoténica (1/2), e depois, colocado sobre uma solugdo de “Ficoll-Hypaque” de
densidade 1.076 e centrifugado por 20 minutos a 2000rpm. As células foram
separadas por meio de aspiragao, com pipeta Pasteur, e lavadas trés vezes com
RPMI, por 10 minutos a 1000 rpm. Apds a ultima lavagem, as células foram
ressuspensas em 1ml de RPMI, sendo depois coradas com azul tripan, para
avaliagdo da viabilidade celular. As células foram contadas no aparelho Cell Dyin,
e ajustada para uma concentragdo de 2x10° céls/ml. Apds isso, as células foram
plagueadas em placa de microtitulagcdo de 24 alvéolos, utilizando-se apenas meio
de cultura (estimulo espontaneo) e estimuladas pela PHA a 2,5ug/ml por 24 horas,
onde foram mantidas em estufa a 37 °C e 100% de umidade relativa, com
atmosfera constante de 5% de CO;, ao final de cada cultura foram colhidos os
sobrenadantes e guardados em freezer —70 °C. Estes sobrenadantes foram
descongelados antes da dosagem de citocinas pelo método de ELISA “in house”.
Ap6s a retirada do sobrenadante, as células foram ressuspensas,
lavadas e colocadas em eppendorf para obtencao do pellet celular e congelados a

—70 °C até extracdo do mRNA celular para detec¢cdo da PCR em tempo real.

4.2.2 DOSAGEM DE INTERLEUCINAS E (-QUIMIOCINAS EM
SOBRENADANTES DE CULTURA

As interleucinas IL-2, IL-12, IL-15, TNF-a e INF-y foram quantificadas
pelo método imunoenzimatico (ELISA) de captura “in house” pelo kit DuoSet (R&D
Systems, Minneapolis, EUA). O ensaio foi realizado conforme informacdes do
fabricante.
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4.2.3 QUANTIFICACAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA A DETECCAO DE
CITOCINAS

Isolamento do RNA e transcricao reversa

O mRNA foi extraido das CMN e padronizado para aliquotas de 2 x 10°
células. A extracdo foi realizada pelo uso de um conjunto de reagentes (RNase
Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo as instrucbes fornecidas pelo
fabricante. Ap6s extracdo do mRNA, foi realizada a retrotranscricao pelo kit
comercial (SuperScript Qiagen, Valencia, CA, EUA).

“Primers”

Os primers convencionais para a deteccao de citocinas IL-2, INF-y e

TNF-a, foram com base nas seguintes sequiéncias, publicadas anteriormente:

IL-2
F:5" CAACTCTTGTCTTGCATTGCAC;
R: 3’'GTTTCAGATCCCTGTAGTTCCA;

TNFo

F 275: CCCAGGGACCTCTCTCTAATC;
R358: ATGGGCTACAGGCTTGTCACT;
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INF-y
F464: CTAATTATTCGGTAACTGACTTGA;
R538: ACAGTTCAGCCATCACTTGGA;

B-actin
F976:GGATGCAGAAGGAGATCACTG;
R1065: CGATCCACACGGAGTACTTG;

Ensaio da PCR

Para uma reacao de 50 pl, utilizamos sondas marcadas “Syber Green”
(Invitrogen, ), as condicbes dos reagentes foram seguidas pelas instrucbes do
fabricante. As condi¢cdes do ciclo térmico foram as seguintes: 10 minutos em 94°C
para incubacéo, 45 ciclos de amplificacao a 94°C por 15 segundos e 60°C por 60
segundos. A fluorescéncia foi monitorada durante a temperatura de anelamento a
60°C. Para curva-padrdo da PCR em tempo real, utilizamos o0 mRNA do gene da

B-actina.

4.2.4 QUANTIFICACAO DA CARGA PROVIRAL (DNA) DO HTLV-1

Extragao celular

O DNA gendmico foi extraido das CMN e padronizado para aliquotas de
2 x 10° células. A extracdo do DNA foi realizada através de uma coluna de silica
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(Kit GFX Armesham Pharmacia, EUA). A concentracdo de DNA extraido foi
quantificado através de corrida eletroforética e verificado com gel de agarose 2%.

Primers e sondas marcadas

Os primers convencionais € as sondas marcadas com a fluorescéncia
FAM-5 e TAMRA-3' (“TagMan”), foram com base nas seguintes seqiéncias,

publicadas anteriormente:

HTLV-1 (primers foram baseados no gene tax):

HTLV-1 TagMan probe 5 FAM-TCCTCCAGGCCATGCGAAATACTC-3TAMRA.
F 5-CAATCACTCATACAACCCCCAA-3

R 5-TCTGGAAAAGACAGGGTTGGG-3

Albumina

Alb-S (5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3')

Alb-AS (5'-AAACTCATGGGAGCTGCT GGTT-3")

Alb TagMan probe (5'-FAM-CCTGTCATGCCCACACAAATCTC TCC-TAMRA-3')

Ensaio da PCR

Para uma reacdo de 25ul, utilizamos 1,5u da template de DNA, e
adicionados 0,50 uM cada primer HTLV-1, 0.41 uM de TagMan probe, 250 uM
dATP, 250 uM dGTP, 250 uM dCTP , 500 uM dUTP, 4 mM MgClI2, 2.5 U de Taq
polimerase platinium, 50 mM KCL, e 10 mM Tris HCL ( pH 8,3 ). A reagédo do
ensaio de PCR em tempo real foi realizada em uma microplaca de 96 wells, onde

utiizamos 16 alvéolos para curva-padrdo e o restante para as amostras de
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pacientes (ensaios realizados em duplicatas). As condi¢des do ciclo térmico foram
as seguintes: 10 minutos a 95°C para incubacgéao, 45 ciclos de amplificagao (95°C
por 15 segundos e 60°C por 30 segundos). A fluorescéncia foi monitorada durante

a temperatura de anelamento a 60°C.

Quantificacao da carga proviral do HTLV-1

A quantidade de DNA proviral de HTLV-1 foi calculada seguindo a férmula:
nimero de coépias de HTLV-1 (Px) por 2x10° CMN = [(nimero de cépias de
Px)/(nimero de cépias de Albumina / 2)] x 2x10°.

4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar os resultados obtidos pela densidade optica (DO) do
aparelho, transferimos os valores para o programa “Prisma 3.0”. Utilizamos os
testes “T test anoway” e Teste nao-paramétrico de “Mann-Whitney”. Quando o
valor de “p” foi < que 0,05, a analise foi considerada estatisticamente significante.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DOS PACIENTES COM INFECGCAO PELO HTLV

Entre julho de 1997 a margo de 2007, 553 individuos foram atendidos no
Ambulatério de HTLV e fazem parte dos individuos de estudo para avaliagdo da
possibilidade de infeccédo pelo HTLV-1/2. Resumidamente, esses pacientes foram
submetidos aos testes de triagem, ensaio imunoenzimatico “in vitro” (ELISA) e
“Western Blot” (WB), para HTLV-1/2, HIV-1, virus da hepatite B (HBV) e virus da
hepatite C (HCV). Os individuos positivos para HTLV-1 foram confirmados pela
Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR).

Um total de 305 portadores de HTLV-1 foi identificado. Setenta e trés
apresentaram TSP/HAM e 232 eram portadores HTLV-1 assintomaticos. Dos
pacientes com TSP/HAM, 11 apresentavam co-infecgdo pelo HCV, quatro com
HTLV-1/HIV-1/HCV. Dos pacientes assintométicos, 17 com co-infec¢ao pelo HCV,
12 pelo HIV-1 e 21 com tripla co-infecgao (HTLV-1/HIV-1/HCV). Além disso, trés
individuos apresentam infeccdo pelo HTLV-1, HTLV-2 e HIV-1, destes dois
apresentam, ainda, infecgao pelo HCV.

Os individuos desta triagem que s&o negativos HTLV-1 e HIV-1
(incluindo também pessoas com HBV e/ou HCV), fizeram parte do grupo controle
deste trabalho.
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5.2 CARGA PROVIRAL DE HTLV-1

Para esta analise, os individuos foram separados em dois grupos:
assintomatico e com TSP/HAM (Anexo 2). A carga proviral do HTLV-1 nas CMNs
foi quantificada em 273 individuos. Os assintomaticos constituiram um total de 200
individuos, sendo 117 mulheres com média de 43 anos (+ 13,4), contagem celular
de 1015 cellssmm® CD4* e 560 cel/mm3 de CD8* 83 homens com
aproximadamente 39 anos, 1040 cel/mm® CD4* e 652 cell/mm?® CD8*.

O grupo TSP/HAM composto por 73 individuos (50 mulheres com média
de 47 anos de idade e 1416 cel/mm?® CD4* e 674 cel/mm® CD8*) e 23 homens com
média de 48 anos e 916 cel/mm?® de CD4* e 661 cel/mm?® de CD8*; nove individuos
apresentavam co-infeccdo HIV-1, sendo de dois sdo mulheres e a média de 41
anos com 1140 células T CD4* e 877 células T CD8" (Tabela 1 e Figura 9). A
idade que os pacientes desenvolveram TSP/HAM foi entre 30 a 37 anos, e o tempo
para o desenvolvimento de TSP/HAM foi de 8,5 anos para as mulheres, 12 anos
para os homens.

Grande parte dos individuos assintomaticos apresentou carga proviral
indetectavel (abaixo de 10 cépias/10* CMN) (Figura 10). Por outro lado, os
individuos com TSP/HAM revelaram carga viral aumentada em comparacdo ao
grupo assintomatico (p<0,0001), e subdividindo o grupo pelo tempo de TSP/HAM,
nao houve diferenca estatistica na carga proviral (Figura 11).
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HTLV-1 assintomaticos TSP/HAM
mulheres homens mulheres homens
n. 117 83 50 23
Idade (ano)
média / DP 43 (£ 13,4) 39 (£ 11,5) 47 (£ 11,8) 48 (£ 11,7)
Células T CD4* 1015 1040 1416 916
JOr T 3
[Biféi’n‘t’i‘f'grfr;‘?/o) (273-1165) (619—-2315) (816—1915) (644 —1077)
Células T CD8; 560 652 674 661
[Bifézn‘t’l‘f'g %) (374—738) (452 —1105) (412—-822) (374 —865)
Tempo de doenca
TSP/HAM B B 8.5 12
méd|a, ano (4:6 - 13:3) (5s9 - 23:1)
(percentil 25 — 75%)
Carga proviral
v 6 98 93 870 516
meédia, copias/2x10” cells (0—121) (0 — 95) (130 — 998) (262 — 745)

(percentil 25 — 75%)

Tabela 1. Dados demograficos dos individuos assintomaticos e TSP/HAM (nGmero de
individuos, sexo, idade, células T CD4" e células T CD8"), utilizados na
quantificagao da carga proviral de HTLV-1.
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Figura 9. Contagem de células T CD4* e CD8* (cel/mm?®), nos grupos: assintomaticos e
TSP/HAM na quantificacdo da carga proviral de HTLV-1.
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Figura 10. Carga proviral dos individuos HTLV-1 assintomaticos e com TSP/HAM.
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Figura 11. Analise da carga proviral dos pacientes com TSP/HAM pelo tempo de evolugao
da doenga. Dados preliminares.

5.3 ANALISE DA CARGA PROVIRAL DE HTLV-1 AO LONGO DO TEMPO

Os pacientes retornam periodicamente (semestral e/ou anual) para
consultas e exames de rotina. Com isso, foi possivel realizar, em individuos a
carga proviral ao longo dos nove anos de seguimento.

Para esta analise, foram selecionamos pacientes com, pelos menos, cinco
coletas ao longo dos anos. Um total de 43 pacientes preencheu esse critério,
sendo 17 individuos assintomaticos (cinco homens com co-infec¢ao pelo HIV-1) e
12 mulheres. Dos pacientes com TSP/HAM, foram inclusos 26 individuos, sendo
12 homens (cinco infectados pelo HCV e trés infectados pelo HIV-1) e 14 mulheres
e entre elas uma possui HCV (Tabela 2).
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Os individuos assintomaticos apresentaram carga proviral estavel ao longo
da infecgao (Tabela 2). Os quatro individuos assintomaticos apresentaram queda
na carga proviral (n% 3, 4, 5 e 10) e cinco permaneceram indetectaveis (n°: 1, 9,
11, 12 e 15) (Figura 12). Ja nos pacientes com TSP/HAM houve aumento na carga
proviral, com excec¢ao de um paciente que permaneceu indetectavel (n? 42), e dois
que apresentaram queda progressiva da carga proviral (n®: 28 e 32) (Figura 13).
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Figura 12. Andlise da carga proviral do HTLV-1 longitudinal dos individuos assintomaticos.

68



Tese de Doutorado -

Patricia Ap. Montanheiro

Carga proviral

Sexo TSP HIV  HCV 0 17 meses 29 meses 39 meses 48 meses
1 M POS POS 0 0 0 8 3
2 M POS -- 0 207 63 32 554
3 F - POS 255 160 16 0 0
4 F -- -- 223 223 159 154 102
5 F -- -- 1672 1670 1113 782 132
6 M POS POS 297 106 418 0 160
7 F -- -- 0 168 52 135 39
8 M POS POS 77 24 6 144 0
9 F - - 0 0 12 0
10 F -- - 450 400 230 57
11 F -- -- 0 29 0 0
12 F -- -- 4 4 5 1
13 M POS -- 167 167 490 129
14 F -- -- 202 38 365 202
15 F - - 0 5 0 0
16 F - - 0 53 152 0
17 F - POS POS 2 77 72 0
18 M TSP - - 656 926 185 495 292
19 F TSP -- - 369 458 282 549 0
20 M TSP -- -- 291 414 450 2414 1450
21 F TSP -- -- 77 77 0 22 39
22 M TSP -- POS 473 516 276 607 624
23 M TSP -- POS 65 192 819 451 914
24 M TSP POS POS 973 1615 1522 910 1272
25 M TSP -- -- 1792 1232 528 4456 3056
26 M TSP -- -- 504 275 635 57 60
27 F TSP -- -- 581 171 811 875 660
28 F TSP -- -- 503 474 222 245 16
29 M TSP POS POS 113 99 0 0 66
30 M TSP - - 311 322 360 591
31 F TSP - POS 889 880 64 466
32 M TSP -- -- 125 110 116 0
33 M TSP POS - 1094 668 760 109
34 F TSP -- -- 0 231 125 299
35 F TSP - - 20 158 83 22
36 F TSP - - 3 140 318 78
37 F TSP -- -- 1533 2102 1939 710
38 F TSP - - 0 613 397 782
39 F TSP - - 293 60 119 173
40 F TSP -- - 0 3 180 0
41 M TSP -- -- 262 409 220 161
42 F TSP -- POS 0 0 0 0
43 F TSP -- -- 5203 3294 3261 1045

Tabela 2. Dados gerais da analise longitudinal dos individuos assintomaticos e TSP/HAM.

69



Tese de Doutorado - Patricia Ap. Montanheiro

4100+

2100+ N ¢
2020 v

1 020' ] >

c()pias/2x104 cels

[ ]

>

>

*

- .
e o o oo

20+ LM L) Sees? oo
20T .

10

0 17meses 29meses 39meses 48 meses
TSP/HAM
Analise Longitudinal

Figura 13. Andlise da carga proviral longitudinal dos pacientes com TSP/HAM.

5.4 CARGA PROVIRAL NO LiQUOR

Quatorze individuos com TSP/HAM (11 mulheres e trés homens) acima
de 50 anos (excecdao de uma mulher com 26 anos) tiveram o LCR analisado em
conjunto com as CMNs, porém, ndao houve amplificacdo do DNA em quatro
pacientes (Tabela 3). Em geral, a carga proviral estd aumentada no LCR, com
excecao de dois pacientes (Figura 14).
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Ne HCV CMN* Liquor**
1 Negativo 349 0

2 Negativo 461 0

3 Negativo 648 263
4 Negativo 44 439
5 Negativo 0 464
6 Negativo -- 565
7 Negativo 296 848
8 Negativo - 1576
9 Negativo 0 5079
10 Negativo 33 4777
11 Negativo 55 0
12 Negativo 115 0
13 Positivo 0 0
14 Negativo 1626 0

Tabela 3. Comparacao entre a carga proviral do HTLV-1 nas células mononucleares do
sangue periférico (CMN) e liquor (LCR) em pacientes com TSP/HAM. HCV —
virus da hepatite C; CMN — células mononucleares do sangue periférico; *
CMN - valores em numero de copias/10000 células; ** numero de copias/mL.
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Figura 14. Quantificacdo da carga proviral dos pacientes TSP/HAM nas CMN e nas
células do LCR.

5.5 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Para esta andlise, trés grupos foram estudados: grupo controle com 32
individuos (HTLV-1 e HIV-1 negativos), sendo 12 homens e 20 mulheres; grupo
HTLV-1 assintoméatico com 68 individuos, sendo 22 homens e 46 mulheres; e
grupo TSP/HAM com 44 pacientes, sendo 21 homens e 23 mulheres (Tabela 4). A
média de idade foi de 42 anos para os individuos controle e assintomatico e 47
anos para os pacientes com TSP/HAM. A média da contagem de células T CD4"
e CD8* foram, respectivamente, 798 e 985 cels/mm® no grupo controle, 979 e 600
cels/mm?® no grupo assintomatico e 1662 e 740 cels/mm?® no grupo com TSP/HAM.
As células T CD8* apresentaram valores superiores a 500 cels/mm?®, com exce¢éo
de trés mulheres do grupo assintomatico que apresentaram células T CD8" inferior
a 250 cels/mm?® (179, 199 e 248), porém, com células T CD4* superior a 600
cels/mm?® (983, 1194 e 649, respectivamente). O grupo TSP/HAM apresentou
namero absoluto de células T CD4+ mais elevado que o grupo controle (p=0,02)
(Figura 15).
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Controle Assintomatico TSP/HAM
(32) (68) (44)
Mulheres/homens 20/12 46/22 23/21
Idade (ano)
_ 42 (£ 9) 42 (+12) 47 (+10,0)
média / SD
Células T CD4*
i lis/mm? 798 980 1662
media, cefis/mm (472 — 1169) (668 —1189) (771 — 1462)
(percentil 25 — 75%)
Células T CD8"
média, cells/mm?® 985 600 740
_ (644 —1354) (356 —805) (506 — 840)
(percentil 25 — 75%)
Tempo de doenca
TSP/HAM 10,2
média, ano (5,2 -18,2)

(percentil 25 — 75%)

Tabela 4. Dados demograficos, nimero de células T CD4" e células T CD8*, dos
individuos controles, HTLV-1 assintomaticos e TSP/HAM.
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Figura 15. Contagem de células T CD4" e T CD8" nos grupos para analise de citocinas e
quimiocinas pelo ensaio de ELISA e expressdo de mRNA de citocinas pela
PCR em tempo real.

Producéo de IL-2 pela CMN detectada por ELISA

Na dosagem de IL-2, o grupo controle, assintomatico e com TSP/HAM,
apresentaram um aumento quando submetidos ao estimulo pela PHA (p<0,0001),
como biologicamente seria o esperado (Figura 16). Isso demonstrou que o0s
grupos apresentaram um comportamento semelhante a resposta espontanea e
pela PHA.

74



Tese de Doutorado - Patricia Ap. Montanheiro

1500
£=0.0026 Emm Espontaneo
Emm Estimulo PHA
10004
E
2
500+
0- Controle Assintomatico TSP/HAM
*p<0,0001 *p<0,0001 *p<0,0001
IL-2
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 25 (0 — 9,5) 526 (167 — 919)
HTLV-1 assintomatico 69 (0 —-70) 600 (243 — 965)
TSP/HAM 166 (3,5 - 169) 563 (221 — 851)

Figura 16. Produgéo de IL-2 pelas CMN entre individuos controle, pacientes infectados

pelo HTLV-1 assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-
75%.

O grupo assintomatico esta aumentado em comparagdo ao grupo
controle na producao espontanea (p=0,002). Embora sem diferenca estatistica,
parece existir uma alta liberagdo espontanea de IL-2 no grupo com TSP/HAM.

Esses resultados sdo importantes porque demonstraram que a linfoproliferagao
observada na infeccao pelo HTLV-1 foi independente da presenca da IL-2.
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Producéo de IL-2R pela CMN detectada por ELISA

Na produgao espontanea e pela PHA, nao houve diferenga estatistica

entre os trés grupos analisados. Porém, os assintomaticos apresentaram uma

melhor resposta quando estimulados pela PHA, embora, estatisticamente nao
significante (Figura 17).

1500+
mmm Espoéontaneo
mmm Estimulo PHA
1000
£
o))
o
500
0- Controle Assintomatico TSP/HAM
IL-2R
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 131 (30 — 207) 503 (138 — 849)
HTLV-1 assintomatico 140 (12— 186) 696 (289 — 1000)
TSP/HAM 133 (5 — 200) 603 (271 — 1024)

Figura 17. Producéo de IL-2R pelas CMN entre individuos controle, pacientes infectados
pelo HTLV-1 assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-
75%.
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Produgéo de INF-y pela CMN detectada por ELISA

Na dosagem de INF-y (Figura 18), o grupo controle e assintomatico
estdo aumentados na presenca da PHA sobre a producao espontanea (p<0,0001

e p=0,0002, respectivamente). Porém, o grupo TSP/HAM nao apresentou essa

diferenca (p=0,72) demonstrando que o aumento de INF-y ocorreu

espontaneamente e permanece estavel quando estimulado pela PHA.

p=0,02

p=0,006
4000+
p<0,0001
p=0,0005 p=0,008

30004 EEm Espontaneo
HEm Estimulo PHA

pg/mL

Controle

Assintomatico TSP/HAM
*p<0,0001 *p=0,0002
INF- gama
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 106 (0 - 177) 1044 (264 — 1044)

HTLV-1 assintomatico 1089 (9 — 1989) 1888 (895 — 2681)

TSP/HAM 1764 (805 — 2681) 1734 (717 — 1734)

Figura 18. Produgéo de INF-y pelas CMN entre individuos controle, pacientes infectados
pelo HTLV-1 assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-
75%.
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Na analise entre grupos (Figura 18), observamos aumento de 10 vezes
no assintomatico em comparagdo ao controle (p= 0,0005) e de duas vezes no
grupo TSP/HAM em comparagcdao ao assintomatico (p=0,008) na producao
espontanea. Quando estimulado pela PHA, houvee aumento de duas vezes nos
assintomaticos em comparacao ao controle (p= 0,006).

Producéao de TNF-a pela CMN detectada por ELISA

Na dosagem de TNF-o, houve um aumento na producéo pela PHA em
comparagdo a produgdo espontanea, nos grupos controle, assintomatico e
TSP/HAM (p<0,0001, p<0,0001 e p=0,002, respectivamente) (Figura 19).

Os niveis de produgdo TNF-- foram duas vezes aumentados no grupo
assintomaticos quando comparado ao grupo controle, espontaneamente e pela
PHA (p=0,02 e p=0,04, respectivamente). No grupo com TSP/HAM, ndo se
observou alteracdo em comparacao ao assintomatico. Porém, quando comparado
ao controle, houve um aumento de trés vezes na produg¢ao espontanea (p=0,001)
e duas vezes na producao pelo estimulo PHA (p=0,04) (Figura 19).
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p=0.04
4000~ p=9.001
i p=0,04 mEmm Espontaneo
) B Estimulo PHA
3000+
|
£
S 2000+
Q.
1000-
0 Controle Assintomatico TSP/HAM
*p<0,0001 *p<0,0001 *p=0,002
TNF - alfa
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 559 (146 — 915) 1721 (820 — 2445)
HTLV-1 assintomatico 1099 (337 —1562) 2243 (1522 — 2920)
TSP/HAM 1456 (559 — 2250) 2321 (2040 — 3082)

Figura 19. Producdo de TNF-oo pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1
assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.

Producéo de IL-4 pela CMN detectada por ELISA

Na producédo de IL-4 (Figura 20), houve aumento nos grupos controle
(p<0,0001) e assintomatico (p=0,0003) estimulo PHA sobre a producao
espontanea. No grupo com TSP/HAM, ndo se observou essa significancia,
embora, ha um aumento na média dos grupos de quatro vezes da PHA sobre a

producdo espontanea. Os grupos apresentaram um padrdo semelhante sem a
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presenca de estimulo, e h4 um aumento de duas vezes nos pacientes com
TSP/HAM nos demais grupos, porém sem significancia estatistica. A producao de
IL-4 teve um aumento de duas vezes no grupo assintomatico em relagdo ao grupo
com TSP/HAM, e o grupo controle estda aumentado (duas vezes) em relacao aos
assintomaticos, porém sem significancia estatistica.

500+
EEE Espontaneo
4004 B Estimulo PHA
E 3001
D
2 200
100
0_
Controle Assintomatico TSP/HAM
*p<0,0001 *p=0,0003
IL-4
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 9(0-3,5) 194 (0 — 250)
HTLV-1 assintomatico 9(0-2) 127 (0 —101)
TSP/HAM 18 (0-17) 86 (0- 95)

Figura 20. Produgéo de IL-4 pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1 assintomatico e
com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.
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Producao de IL-10 pela CMN detectada por ELISA

Na dosagem da IL-10, nos grupos: controle, assintomatico e TSP/HAM
tiveram resultados semelhantes na produgao espontanea e no estimulo com PHA.
Nao ha diferenga estatistica entre os grupos analisados (Figura 21).

2000+
B Estimulo espontaneo
BN Estimulo PHA
15004
-
£
S 1000+
o
500+
0_
Controle Assintomatico TSP/HAM
*p=0,0003 *p<0,0001 *p=0,0002
IL-10
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 151 (0 — 305) 463 (108 — 723)
HTLV-1 assintomatico 146 (0 — 274) 596 (261 — 869)
TSP/HAM 205 (10 — 321) 544 (261 — 838)

Figura 21. Produgao de IL-10 pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1 assintomatico
e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.
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Producéo de IL-12 p70 pela CMN detectada por ELISA

Na dosagem da IL-12 p70, o grupo controle apresentou uma producao
aumentada na estimulacdao pela PHA (p=0,02), porém essa producdao nao foi

modificada nos grupos infectados pelo HTLV-1. Nao ha diferenga estatistica entre
0s grupos analisados (Figura 22).

200
B Espontaneo
BN Estimulo PHA
150
_|
£
Fe)) 100
o
50+
o_
Controle Assintomatico TSP/HAM
*p=0,02
IL-12 p70
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 0,5(0-0,5) 40 (0- 39)
HTLV-1 assintomatico 42 (0 - 15) 49 (0-15)
TSP/HAM 38 (0 —6) 22 (0-6,5)

Figura 22. Producdo de IL-12 p70 pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1
assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.
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5.6 DOSAGEM DE CITOCINAS PELA PCR EM TEMPO REAL

As citocinas INF-y e TNF-a foram quantificadas pelo uso da técnica de
PCR em tempo real, utilizando o kit Syber Green. Valores abaixo de 10 cépias/10*
CMN foram considerados indetectaveis.

Os grupos foram divididos em: grupo controle com 29 individuos (HTLV-
1 e HIV-1 negativos), grupo HTLV-1 assintomético com 47 individuos e grupo
TSP/ (Tabela 4).

Expressdo de mRNA/TNF-a. pela CMN detectada pela PCR em Tempo Real

O grupo controle e TSP/HAM apresentaram expressdo de mRNA
semelhante no estimulo PHA e espontédneo. O grupo assintomatico apresentou
diminuicdo na expressao de mRNA quando comparado ao controle (duas vezes)
porém, sem significancia estatistica. H4 aumento de duas vezes no grupo

TSP/HAM com o assintomatico (p=0,05) (Figura 23) na producao espontanea.
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p=0,005
50000 — A
5 E Espontaneo
< 40000- B Estimulo PHA
o
§ 30000
a
o
»  20000-
o
o
‘§ 10000+
0_
Controle assintomatico TSP/HAM
Expressao mRNA de TNF alfa
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 6524 (288 — 5041) 13940 (405 - 11980)
HTLV-1 assintomatico 3932 (325 — 5586) 7779 (862 — 6519)
TSP/HAM 5391 (23 — 3341) 12450 (230 — 3596)

Figura 23. Expressdo de mRNA de TNF-a dos grupos controle, HTLV-1 assintomatico e
TSP/HAM pela PCR em tempo real. Valores em média e percentil 25-75%.

Expressao de mRNA/INF-y pela CMN detectada pela PCR emTempo Real

Na expressdao de mRNA de INF-y (Figura 24), o grupo assintoméatico
apresentou abundante expressdo de mRNA do INF-y quando estimulado pela
PHA. Quando comparado com o controle, houve aumento de 15 vezes na
producao espontanea (p=0,01) e de trés vezes no estimulo pela PHA, porém sem
significancia estatistica. No grupo TSP/HAM ha aumento de quatro vezes em

relagao ao assintomatico na expressao espontanea de nRNA do INF-y (p<0,0001).
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15000- L
% p=0,01 p<0,0001 B Esponténeo
<O EEm Estimulo PHA
=)
E 10000
4
a
3
L 5000
(=%
0
o
0_
Controle assintomatico TSP/HAM
Expressao mRNA de INF-gama
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 49 (0 —14) 1026 (66 — 1175)
HTLV-1 assintomatico 709 (2 - 20) 3392 (18 — 3857)
TSP/HAM 2953 (162 — 3874) 3270 (78 — 4478)

Figura 24. Expressao de mRNA de INF-y dos grupos controle, HTLV-1 assintomatico e
TSP/HAM pela PCR em tempo real. Valores em média e percentil 25-75%.
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5.7 DOSAGEM DE B3-QUIMIOCINA PELO ENSAIO ELISA

Na analise de RANTES, o grupo assintomatico apresentou aumento

em comparagao ao grupo controle no estimulo pela PHA (p=0,009) e espontaneo
(p=0,001) (Figura 25 e Anexo 3).

p=0,001
p=0,006
3000+ p=0,009 .
HEl Espontaneo
p=0,001
EEm Estimulo PHA
1 2000
E
[}
o
1000
0 Controle assintomatico TSP/HAM
RANTES
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 1147 (848 — 1329) 1247 (885 — 1451)
HTLV-1 assintomatico 1531 (985 — 1894) 1563 (962 — 1911)
TSP/HAM 1493 (1029 — 1842) 1648 (1162 — 1967)

Figura 25. Producdo de RANTES pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1
assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.
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Na deteccdo de MIP-1a, o grupo TSP/HAM esteve duas vezes

aumentado quando comparado ao assintomatico na producdo espontanea
(p=0,01) e pela PHA (p=0,05) (Figura 26).

p=0,05
3000+ p=0,01

p=0,01

B Espontaneo

B Estimulo PHA
2000

pg/mL

1000+

Controle assintomatico @ TSP/HAM
MIP-1 alfa
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle

889 (527 — 1042)
932 (596 — 1114)
1300 (735 — 1986)

HTLV-1 assintomatico

TSP/HAM

1543 (949 — 2292)
1263 (812 — 1448)
1708 (921 — 2451)

Figura 26. Producdo de MIP-1a pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1
assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.

Nao houve alteragcdes nos grupos avaliados na dosagem de MIP-1
(Figura 27).
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1500+
BN Espontaneo
EEm Estimulo PHA
1000
E
<]
o
5004
i Controle assintomatico TSP/HAM
MIP-1 beta
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 663 (437 — 890) 778 (471 — 1119)
HTLV-1 assintomatico 786 (524 — 1038) 861 (580 — 1076)
TSP/HAM 882 (583 — 1084)

849 (504 — 1032)

Figura 27. Produgdao de MIP-1B pelas CMN entre individuos controle, HTLV-1
assintomatico e com TSP/HAM. Valores em média e percentil 25-75%.
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89



Tese de Doutorado - Patricia Ap. Montanheiro

6 DISCUSSAO

A infeccédo pelo HTLV-1 apresenta um longo periodo de incubagao até
0 aparecimento dos sintomas, com um tempo médio, entre 30 a 40 anos, para o
desenvolvimento da TSP/HAM. A TSP/HAM pode ocorrer em menos de 1-2% dos
portadores (OSAME et al., 2002), e os primeiros sintomas sao fraqueza muscular
e enrijecimento dos membros inferiores, decorrentes da desmielinizagado crénica
e progressiva da medula espinhal lombo-toracica. Acredita-se que a ativacao
constante do sistema imunolégico, pela presenga do HTLV-1, provavelmente,
pode ser a causa da progressao para a TSP/HAM.

A carga proviral do HTLV-1 pode ser um indicativo de progressao para
TSP/HAM. Muitos virus estudados, a carga viral circulante pode definir o processo
de agressdo e desenvolvimento de patologias (KOWALA-PIASKOWSKA et al.,
2007; YEO et al,. 2007). Como observado na infeccao pelo HIV-1, onde a alta
viremia plasmatica (RNA) é um dos marcadores indicativos do desenvolvimento da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids). Porém, o uso de anti-retrovirais,
promove uma queda expressiva da carga viral, melhora a resposta imunolégica, e
aumento da sobrevida do paciente (MELLORS et al., 1997; SAAG et al., 1996).

A técnica da PCR em tempo real permitiu um grande avanco nas
pesquisas médicas em relacdo a quantificacado de patégenos. No caso do HTLV-1,
poucos trabalhos determinaram a quantificagdo da carga proviral circulante, pelos
métodos convencionais, utilizados para a monitoragdo de pacientes soropositivos.
Porém, evidéncias demonstraram que o virus continua seu ciclo de replicacao nas
células do hospedeiro. A PCR em tempo real facilitou a quantificacdo da carga
proviral do HTLV-1, devido sua alta sensibilidade e especificidade em amplificar
materiais genéticos. Na literatura, as primeiras quantificagdes do HTLV-1 foram
realizadas através das técnicas “Southern Blot” e PCR quantitativo, evidenciando
a replicacao viral em pacientes com TSP/HAM apesar do virus ndo ser detectado
no plasma (YOSHIDA et al.,1989; GESSAIN et al., 1990, KUBOTA et al., 1993).
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Em nossos resultados, a carga proviral estava aumentada nos pacientes
com TSP/HAM (MONTANHEIRO et al., 2005), dados que corroboram com o fato,
gue o0 aumento da carga proviral poderia estar relacionada com o desenvolvimento
da TSP/HAM (NAGAI et al., 1998). Por outro lado, a maioria dos individuos
infectados pelo HTLV-1, que permanece assintomatica, apresenta carga proviral
indetectavel ou com valores inferiores a 100 copias/10* células, Em contraste, os
individuos com TSP/HAM apresentam carga proviral superior a 500 cépias/10*
células, o que pode indicar que a carga proviral pode ser considerada um
marcador de progressao da TSP/HAM. Kubota et al. (1993) analisaram a carga
proviral do HTLV-1 e verificaram que nos assintomaticos a carga proviral é baixa
(2 a 20 copias /100 células), e esta aumentada em 14 vezes nos pacientes com
TSP/HAM.

De fato varios estudos, como do grupo de Nagai et al. (1998), que
analisaram 243 individuos assintomaticos e 202 pacientes com TSP/HAM, e
observaram alta carga proviral nos pacientes sintomaticos. A estimativa da carga
proviral na TSP/HAM foi de 16 vezes superior aos assintomaticos. Essa evidéncia
também foi verificada quando subdividiu este grupo em homens e mulheres,
demonstrando que h& maior predisposicdo das mulheres em desenvolver a
TSP/HAM (NAGAI et al., 1998). Tosswill et al. (1998) testou a carga proviral de
HTLV-1, através da PCR duplo, com primer da regido pol e tax do HTLV-1, e
obteve uma média de 14.0 cépias nos pacientes com TSP/HAM e 1.55 cépias nos
assintomaticos, sendo que a carga proviral foi expressa em coépias/100 células.
Desta forma, a despeito do método de deteccdo da carga proviral, os pacientes
com TSP/HAM apresentam melhor sensibilidade na quantificagao.

Ha relatos que na TSP/HAM, cerca de 6% das células sdo infectadas
pelo virus, enquanto que nos individuos assintomaticos, apenas 1% das células é
infectada (HASHIMOTO et al.,, 1998), o que facilmente explicaria a alta carga
proviral nos pacientes com TSP/HAM. Nossos resultados corroboram com
Kamihira et al. (2003), onde indicam que a carga proviral detectada pela PCR em

tempo real é suficiente e relevante para que ocorra 0 monitoramento do numero
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de ceélulas infectadas no sangue periférico e prevenir o agravamento e
desenvolvimento da doenca.

O modo de transmissdo viral ndo foi objeto de nosso estudo, porém,
Murphy et al. (2004) correlacionaram a carga proviral com o tempo de doencga e
modo de infecgdo. Assim, verificou que na transmissao sanguinea ha aumento da
carga proviral nos individuos assintomaticos e na TSP/HAM, enquanto que na
transmissdao sexual ha baixa carga proviral dos individuos assintomaticos e
sintomaticos. Outro estudo correlacionou a transmissao sexual do HTLV-1 e
concluiram que os homens transmitem sexualmente o virus para suas parceiras
(KAPLAN et al., 1996).

Nossos dados mostraram que ocorreu um aumento da carga proviral
nos pacientes TSP/HAM em relacdo aos assintomaticos, indicando que esta pode
ser considerada um marcador de evolugdo de doenca (MONTANHEIRO et al.
2005). Entretanto, para uma compreensado do papel da carga proviral, a analise
longitudinal de ser realizada, envolvendo um numero maior de pessoas infectadas
pelo HTLV-1 e que desenvolveram a TSP/HAM, deve ser realizada.

O tempo do diagnéstico de TSP/HAM (> ou < 10 anos), nao influenciou
a quantidade da carga proviral do HTLV-1 em nossos resultados. Dois pacientes
apresentaram sintomas da TSP/HAM entre 1,5 e 2,3 anos ap6s a primeira
consulta clinica e com carga proviral de 355 e 298 cépias/10* células,
respectivamente. A idade média que esses pacientes desenvolveram TSP/HAM foi
a torno da terceira e quarta década, correspondendo com o periodo de incubacao
esperada para essa doencga (TAYLOR et al., 1998).

Desta forma, evidenciamos se existe associacdo na carga proviral
quanto ao tempo dos primeiros sintomas da doenca e da infecgdo pelo HTLV-1.
De fato, grande parte dos assintomaticos apresentou carga proviral estavel
durante 0 acompanhamento clinico de nove anos. Um outro estudo (KWAAN et
al., 2006), revelou que a carga proviral permaneceu estavel, mesmo subdividindo
0s pacientes por outros fatores que podem contribuir no desenvolvimento da

TSP/HAM, como por exemplo, o consumo de alcool e tabaco.
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Neste estudo, os portadores do HTLV-1 e com TSP/HAM estdo em
acompanhamento ambulatorial, e a grande maioria apresentou estabilidade na
carga proviral ao longo da infeccdo. Em geral, os individuos sintomaticos
apresentaram queda progressiva da carga proviral. Essa queda pode indicar que
os pacientes com a TSP/HAM responderam ao uso de corticosterdide
administrado. Isso também corrobora com as teorias do processo inflamatério com
causador da patogénese e que o uso de imunomoduladores com uma importante
ferramenta para o tratamento da TSP/HAM.

Fatores genéticos, como o haplétipo de HLA, podem influenciar a carga
proviral nos individuos com HTLV-1. De fato, existem haplétipos que séao
reconhecidos pelas células T, com uma resposta mais vigorosa. Entre nossos
pacientes, ha uma familia com o desenvolvimento da TSP/HAM na infancia ou
adolescéncia. Nagai et al. (1998), relacionando individuos infectados pelo HTLV-1,
com alta carga proviral sdo propensos a desenvolver TSP/HAM, este fato pode
estar relacionado com a presenca do mesmo haplétipos de HLA na familia. Nosso
estudo nédo envolveu a analise do polimorfismo do haplétipo HLA, porém varios
trabalhos correlacionaram o haplétipo HLA como fator de protecdo contra o
desenvolvimento da TSP/HAM. Em outro estudo, que analisou o HLA restrito (HLA
*A), notou que a acado antiviral dos linfécitos T citotoxicos (CTL), como
determinante da diminuigcdo na carga proviral, tornando-se estes fatores benéficos
contra a destruigao tecidual e progressao da doenca.

O HTLV-1 esta associado a um grau variavel de disfuncdes
esfincterianas e sensitivas, que afeta mais mulheres do que homens, geralmente
na quarta e na quinta década de vida. Em nossa analise, ndo incluimos as fungoes
esfincterianas nas anélises e nos nossos dados nao houve diferenca estatistica da
carga proviral entre homens e mulheres (Anexo 4). Porém, outros pesquisadores
observaram que ha alta carga proviral nas mulheres do que nos homens (NAGAI
et al., 1998). Esses dados discordantes, possivelmente, influenciados pelo fator
genético, pelo uso de algum tratamento especifico, ou tempo de doenca, entre

outros.
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O sitio de acometimento da TSP/HAM é o sistema nervoso central.
Deste modo, investigamos alguns parametros no LCR. A carga proviral foi mais
elevada, em média, no LCR que nas células do sangue periférico. Isso sugeriu
que as células T, que migraram para o espaco subaracndideo e presente no
liquor, sdo possivelmente infectadas pelo HTLV-1. Poucos trabalhos investigaram
a carga viral liquérica, Takenouchi et al. (2003), mostraram resultados similares,
indicando que a migracao celular que ocorre no liquor seja proveniente de células
infectadas pelo HTLV-1.

Resumidamente, os pacientes com TSP/HAM apresentaram carga
proviral maior que os individuos assintomaticos. Este achado estd de acordo ao
descrito em outras infecgbes persistentes, como HIV-1 e HBV (YEO et al.,2007),
cujo prognostico esta intimamente relacionado com o nivel de virus circulante. Na
infeccao pelo HTLV-1, o aumento da carga proviral € importante, nas CMN do
sangue ou do LCR, pois pode estar influenciando a progressdo e o
desenvolvimento da doenca.

Varios estudos indicaram que a TSP/HAM pode ser uma doeng¢a imuno-
mediada. Deste modo, além da quantificagdo do HTLV-1, foram estudados os
niveis de citocinas e quimiocinas das CMN de pacientes infectados pelo HTLV-1.

Houve um aumento no numero de células T CD4* circulantes nos
pacientes TSP/HAM, enquanto que as células T CD8* estdo diminuidas em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo realizamos um estudo funcional, como
a capacidade de citotoxidade das células T. O HTLV-1 possui tropismo pelas
células T CD4", que estao diretamente relacionadas com a produgéo de citocinas,
e auxiliam a resposta de células T CD8*. Além disso, uma parte do infiltrado
celular que circula pelo sistema nervoso central, corresponde as células T CD4*
infectadas pelo virus, participando diretamente com dano na membrana de
mielina. Deste modo, as células T CD4" podem agir diretamente sobre a
membrana de mielina ou pela inducdo de linfocinas inflamatérias (GOON et al.,
2002).
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As células T séo as principais produtoras de citocinas pro-inflamatérias,
e a infeccdo pelo HTLV-1 pode influenciar a rede de interagdo celular e sua a
liberacdo. Assim, poderia atuar na fase inflamatéria do processo e,
consequentemente, em um grau mais avancado, a desmielinizacdo da medula
espinhal. Deste modo, foi realizado a quantificacdao de IL-4, IL-10, IL-2 e seu
receptor (IL-2R), IL-12p70, INF-y e TNF-a no sobrenadante de cultura de células
mononucleares. Apesar da dicotomia Th1/Th2 ndo estar estabelecida nas
infecgbes retrovirais, alguns estudos levam em consideragdo a possibilidade do
HTLV-1 promover um desbalango.

Os sobrenadantes foram analisados para quantificar a producao
espontanea e induzida pela PHA. A producao de IL-4, IL-10 e IL-12 p70 nao foi
alterada nos diferentes grupos. A IL-10 inibe a funcdo dos macréfagos e estes
passam a produzir menor quantidade de IL-12, que é um estimulo critico para a
secrecao de INF-y. A IL-4 apresenta uma capacidade de inibir a producao de IL-
12, que atua, primeiramente, na estimulacdo de células T CD4" do tipo Thi,
liberando altas concentracdes de INF-y, e ao mesmo tempo, ocorre a inibicdo de
IL-10. Com estes dados, a producao de INF-y ndo sofre baixa regulacao pela IL-4
ou IL-10, esses resultados foram semelhantes ao estudo de GEROSA et al.
(1996). Nossos resultados mostraram diminuicdo na produgdo de IL-4 (apds
estimulo com o mitégeno PHA), polarizacdo da resposta para o padrdao Thi,
caracterizada pelo aumento da secregao de IL-2 e INF-y nos pacientes infectados
pelo HTLV-1. Esses dados estdo de acordo com a literatura onde a IL-4 inibe a
expressao celular de IL-2 e INF-y nas células humanas (SCHWARZ et al., 1993).
Deste modo, sugere-se que ha polarizacdo para o padrdao Th1 nos pacientes
infectados pelo HTLV-1.

Nao houve alteracéo significativa na producao de IL-12 p70. Entretanto,
houve uma tendéncia de diminuigdo desta citocina nos pacientes com TSP/HAM.
Deste modo, é provavel que ocorreu um consumo da IL-12 pelas células que
passaram a produzir INF-y nos pacientes com TSP/HAM. A IL-12 é umas das
principais citocinas que promove a regulagdo Th1, principalmente na indugao de

INF-y, pela sinalizacao intracelular via STAT4. Ao mesmo tempo, a baixa produgéo
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de INF-y induz a producao de IL-12 das APC, mostrando sua importancia na
infecgdo de HTLV-1 (GATELY et al., 1998; SINIGAGLIA et al., 1999; NAKAMURA
et al., 2000; FUJIMOTO et al.,, 2002). Fujimoto et al. (2002) investigaram a
expressdo de IL-12 com as células T CD4" e demonstraram que nos pacientes
com TSP/HAM ocorreu uma desregulagéo da IL-12/IL-12R. Talvez esse seja um
mecanismo alternativo que possa explicar o aumento de INF-y na infeccédo pelo
HTLV-1 assintomaticos.

Apesar da presengca de TNF-o ser considerado agressivo aos
componentes do sistema nervoso, ndo foi notada a modificacdo de sua produgéo
nos pacientes com HTLV-1. O TNF-a poderia ser uma das citocinas principais na
patogénese da TSP/HAM, com sua atividade envolvida na desmielinizagao
(GOON et al. 2003), porém nossos achados ndo levam nessa diregao.

A produgéao de IL-2 apresentou aumento no individuo assintomatico em
relacdo ao controle. Porém, na TSP/HAM, os niveis de IL-2 permanecem normais.
Isso sugeriu que a IL-2 nado foi responsavel pela proliferacdo espontanea presente
dos linfocitos nos pacientes com TSP/HAM (dados ndo mostrados) (OLAH et al.,
2007).

A proliferacao espontédnea de células T estd intimamente relacionada a
infeccdo pelo HTLV-1 e é provavel que os percursos autdcrinos e/ou paracrinos
nao estejam envolvidos com o sistema da IL-2 e o seu receptor (IL-2R) (LI et al.,
1990). De fato, é provavel que a proliferacdo de células T seja decorrente de
fatores IL-2 independentes. Nossos resultados, em relagdo a IL-2 e seu receptor,
concordam com esses achados e, possivelmente, sejam conseqliéncia da
producéo de IL-15 (WALDMANN, 2002).

Embora neste trabalho, ndo avaliamos a resposta especifica a proteina
Tax e/ou sua atividade intracelular, que esta intimamente relacionada com a
proliferacdo celular. Em pesquisa sobre o fator que leva a proliferacao celular no
HTLV-2, a Tax demonstrou ser essencial (KONDO et al., 2006). A proteina Tax foi
correlacionada como um dos mecanismos cruciais que distingue a patogénese
entre o HTLV-1 e HTLV-2. Outros elementos sdo sugeridos para explicar como as

proteinas virais podem, continuamente, ativar os receptores de IL-2. As células
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infectadas pelo HTLV-1, em conjunto com as proteinas do envelope na membrana
celular, podem ativar receptores nao especificos nas células nao infectadas
(HOLLSBERG, 1999; LANDO et al., 1983; KOHTZ et al., 1988).

Desta forma, sabe-se que a proteina Tax apresenta funcao parecida
com a IL-2 e IL-2R, sua expressdo anormal pode desencadear acao inflamatoria.
Varios estudos tém demonstrando a importancia da Tax, sendo um dos fatores
fundamentais para o desenvolvimento da TSP/HAM (HANON et al., 2001; DING et
al., 2003).

Em conclusdo, a producdo de IL-2 e IL-2R nos pacientes com
TSP/HAM, estariam atuando, diretamente, como uma proteina proé-inflamatoria
nas células do SNC. A imunomodulag¢éo destas citocinas, em conjunto com INF-y,
promoveria a agressao direta ou indireta sobre as células localizadas na medula
espinhal. Assim, a auto-regulacao de IL-2, resulta no direcionamento das células T
ativadas, contribuindo para a proliferacao celular. O receptor de IL-2 (IL-2R) e a
possivel a presenca de IL-15, poderia atuar no mecanismo autécrino dessas
citocinas (CD25, IL-2 e IL-15).

O INF-y é considerado neurotdxico, pois atua juntamente com o TNF-a
e, consequentemente, ocasionando a lesdo neuronal. Deste modo, estudamos o
papel do INF-y na patogénese da TSP/HAM. Os nossos resultados indicaram que
a producao de INF-y esta aumentada, nos individuos infectados pelo HTLV-1
assintomaticos, e, em maior grau nos casos de TSP/HAM. Esses dados
demonstraram que a producdo de INF-y estd alterada mais precocemente que a
producédo de IL-2. Um dos mecanismos envolvido no aumento da produgédo de
INF-y seria a agdo da proteina tax que induz diretamente a sua regulagéao
(SHARMA et al., 2002), assim como € mediado pela producéao de IL-12 (GEROSA
et al., 1996). Hanon et al. (2001), demonstraram que a expressao da proteina Tax
do HTLV-1 esta associada com a producao de INF-y em proporcoes significativas
nas células infectadas. A ativagdo celular e a espontanea produgéo de INF-y,
associada com a expressao da Tax, deve ser o fator que leva a transativacdo dos
efeitos intracelulares desta proteina como um agressivo gene celular (HANON et
al., 2001).
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Uma cinética de IL-1ra, IL-1B, IL-5, IL-13, TNF-a e INF-y a partir de
cultura celular estimulada pela PHA foi realizada pela técnica da PCR em tempo
real (STORDEUR et al., 2002a). Esse grupo de pesquisa indicou que o INF-y
induziu um acumulo da expressdo de mRNA da IL-10 em mondcitos humanos
(STORDEUR et al.,, 2002b). Este refinamento poderia proporcionar maior
sensibilidade e especificidade em estudos da TSP/HAM, onde se supde que a
base etiopatogénica de origem imunoldgica.

Em estudo das vias de sinalizacao e da proteina Tax, revelaram que as
células T CD4* produtoras de INF-y ndo expressaram tax na superficie celular
(MITRE et al., 2003). Deste modo, a producdo de INF-y ocorreu em resposta a
infeccao HTLV-1 e ndo diretamente, pela expressao da proteina Tax (MITRE et
al., 2003). Em outro estudo, mostrou que os caminhos de sinalizacdo p38 MAPK
estdo envolvidos na regulacao da expressao de INF-y, e com a carga proviral dos
pacientes com TSP/HAM (FUKUSHIMA et al., 2005). Assim, fica sugerido que
novas pesquisas, envolvendo as vias de sinalizagédo intracelular, poderiam ser
realizadas para relacionar com a elevada carga proviral nos pacientes com
TSP/HAM.

De fato, o INF-y, possui capacidade de inibir e ativar a destruicdo da
célula infectada pelo HTLV-1. Porém, na TSP/HAM devido ao longo tempo e ao
constante dano, o INF-y levaria a uma lesdo na membrana mielina, apds muitos
anos (30-40 anos) de infecgdo. Assim, essa ativagcado crbnica poderia contribuir
para o desenvolvimento da mielopatia, caso o portador vivesse tempo suficiente,
todos os portadores de HTLV-1 poderiam desenvolver a TSP/HAM. Entretanto,
outros fatores do hospedeiro, como HLA, ou relacionados ao virus (carga proviral
ou subtipo de tax), devem estar envolvidos no progndstico da infeccao (NAGAI et
al., 1998; FURUKAWA et al., 2000, NAGAI et al., 2001).

Quatorze amostras de liquor de pacientes com TSP/HAM foram
estudadas, e ndao houve deteccao das citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias
estudadas (Anexo 5). Em estudo recente, foi demonstrada deteccéo de INF-y e IL-
12, no soro e no LCR de pacientes com TSP/HAM (FUJIMOTO et al., 2002). A ndo

deteccao destas citocinas do LCR pode ter ocorrido devido a problemas técnicos,
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mas, 0 mais provavel, seja o acondicionamento, a demora no processamento ou
mesmo no congelamento das amostras. A deteccdao de citocinas no LCR
proporcionaria um entendimento do padrdo da resposta imunoldgica, e poderia
mostrar fatores envolvidos na migracéo de linfécitos T do sangue periférico para
os tecidos, favorecendo a cronicidade da infecgao pelo HTLV-1.

Varios estudos estdo sendo focalizados no papel citolitico das células T
CD8*, como sendo mediadoras da TSP/HAM (JACOBSON, 2002, NAGAI et al.,
1998). Os principais fatores sollveis, produzidos pelas células T CD8", sdo as j-
quimiocinas, responsaveis pela quimiotaxia das células inflamatdrias. Estas
apresentaram importantes agdes em infecgdes virais, como protecdo, imuno-
regulacao e ativagao do sistema imune, promovendo o trafico de células para o
local da infeccdo. Outro fator de grande importancia € a mediacao direta de efeitos
antivirais bloqueando a infeccdo (BERGER et al., 1997; COCCHI et al., 1995).

Devido a auséncia de trabalhos envolvendo RANTES e HTLV-1, um dos
poucos estudos, relatou experiéncia envolvendo macacos vacinados. A producao
das B-quimiocinas foi associada a liberacdo de INF-y como resposta para
proteinas do HIV-1 e SIV, levando a uma protec¢ao contra a infecgao experimental
nesses animais (AHMED et al., 2002).

Portanto, os pacientes com TSP/HAM apresentaram aumento nos niveis
de RANTES e INF-y, indicando uma relacao direta com a resposta do padrao Thi.
Na infeccao pelo HIV-1, a alta producdo de RANTES pode ser responsavel pela
baixa carga viral do HIV-1 (COCCHI et al., 1995). A hiper-estimulagéo celular que
ocorre na TSP/HAM oferece um cenario Unico para determinar caracteristicas das
quimiocinas “in vivo”. Um estudo com paciente co-infectado pelo HTLV-2 e HIV-1
mostrou que houve um aumento de IL-6 e TNF-a (CASOLI et al., 2000), indicando
que os mecanismos indiretos do desequilibrio sdo decorrentes da acao de B-
quimiocinas, em particular a MIP-1a. Lewis et al. (2000) sugeriram que a proteina
Tax poderia ser um fator que induziria a expressao de C-C quimiocinas, em nivel
de transcricdo, e € provavel que esta indugcdo seja mediada por diferentes

precursores, como observado em pacientes infectados pelo HTLV-2 (LEWIS et al.,
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2000). Até o momento, nosso estudo foi pioneiro sobre quimiocinas e infecgao
pelo HTLV-1 ao nosso conhecimento (Anexo 3).

Surpreendente, ndo houve alteracao da producéo de MIP-1 nos grupos
estudados. Isso, talvez ocorra pelo fato, desta quimiocina ser liberada pelos
mondcitos (OPPERMANN, 2004), que ndo sdo importantes no desenvolvimento
da TSP/HAM. Em contraste, a RANTES e MIP-1a sao produzidas principalmente
pelas células T CD8", que atuam diretamente no processo inflamatério da medula
espinhal do individuo (ROT and ANDRIAN, 2004).

Entretanto, os receptores de quimiocinas CXCR3 expressos em
linfécitos ativados e de meméria, respondem a algumas citocinas, inclusive o INF-
v, podendo migrar para a medula espinhal, promovendo os danos na membrana
de mielina (TREBST et al., 2003; GUERREIRO et al., 2006). Assim, a resposta
envolvendo INF-y, em consequéncia das CTL e a acao de RANTES e MIP-1q,
atuando como fatores quimiotaticos, produzidos pelas células T CD8", estariam
envolvidos no desenvolvimento da TSP/HAM.

Os fatores soluveis pro-inflamatérios (RANTES e MIP-1a) podem estar
mediando o recrutamento de leucécitos para os tecidos e de células T, que
resultou no dano da medula espinhal, originando da TSP/HAM. Isso estaria sendo
especifico com a RANTES, que induz a hiperfosforilagdo intracelular e as
ativagdes celulares, importantes na agressdo na membrana de mielina. A ativagao
celular promovida pelas quimiocinas, através das CCRS5, conduz a ativagdo de
quinases locais, importantes na mobilidade celular, propagagdo e migracéao
dessas células (BACON et al., 1996; GANJU et al., 1999). Os ligantes da CCR5
sdo importantes na proliferacdo celular e na ativagdo de genes transcripcionais
das citocinas (OPPERMANN, 2004). Isso pode estar envolvido no
desenvolvimento da ATL, desde que quantificaram RANTES nesses pacientes
(MORI et al., 2004) e um estudo “in vitro” mostrou o caminho conduzido pela Tax
na estimulacdo de MIP-1a (SHARNA & MAY, 1999).

Atualmente a analise do liquor dos pacientes com TSP/HAM e esclerose
multipla, revelou que os niveis elevados de CCL2/MCP-1 na TSP/HAM seguida da
terapia com INF-a e que a CXCL10/IP-10 apresentou niveis elevados (NARIKAWA
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et al., 2005). Peterson et al. (2004) descreveram que as MCP-1 protegeram os
neurdnios da ativacao do processo de apoptose em camundongos. Assim, as
quimiocinas podem controlar a migracao celular para o SNC, e favorecer uma
autoregulacao nos mecanismos das retroviroses que induzem danos neurolégicos.

Em resumo, a carga proviral do HTLV-1 é fundamental para a
progressdao da TSP/HAM. Assim, portadores com alta carga proviral estdo em
constante estimulo, através da atividade da proteina Tax, e ativando, a liberacao
de INF-y e outras quimiocinas pré-inflamatérias. Com isso, a membrana de mielina
sofreria uma constante agressao, com processos inflamatdrios, culminando com o
desenvolvimento da TSP/HAM.

O fator principal de nosso estudo foi a presenga de elevados niveis de
INF-y, sendo a principal citocina responsavel pela ativacdo do sistema imune nos
individuos com infec¢do pelo HTLV-1. Os pacientes com TSP/HAM apresentaram,
espontaneamente, altos niveis de citocinas, do padrao Th1, mostrando que a
presenca do HTLV-1 pode iniciar a excessiva producéo da resposta imune, o que
contribui para a progressdo da doencga. Entretanto, esta resposta pode ser a
principal causa de agressao das células gliais e nos axdnios da medula espinhal,
como foi notado nos pacientes com TSP/HAM.

Assim, a infeccdo pelo HTLV-1 e a progressdao para a TSP/HAM
envolvem, provavelmente, a resposta citotdxica e a supressora, contra a presenca
de antigeno do HTLV-1. A presenca de elevada quantidade de INF-y, RANTES e
MIP-1a, fazem o papel de auto-reguladoras, iniciando a estimulagdo das células T,
o processo inflamatério e consequiente dano na membrana de mielina, principal
caracteristica do aparecimento da mielopatia nos pacientes infectados pelo HTLV-
1.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSOES

1. Os pacientes com TSP/HAM apresentaram elevada producao de INF-y em
comparacao ao grupo HTLV-1 assintomatico. Deste modo, INF-y pode ser o

principal responséavel pela agressao da membrana de mielina;

2. Nao observamos alteragdes nos niveis basais e estimulados por PHA nos
diversos grupos de IL-4, IL-12p70 e IL-10;

3. A dosagem de RANTES e MIP-1a apresentou significativa produgao nos
pacientes portadores de HTLV-1; sugerindo ser um marcador de

progressao para TSP/HAM;

4. A IL-2 ndo deve estar envolvida na linfoproliferacdo celular espontanea
observada nos individuos infectado pelo HTLV-1;

5. A analise da carga proviral longitudinal revelou estabilidade e até mesmo
diminui¢ao nos individuos assintomaticos e com TSP/HAM,;

6. A carga proviral € mais sensivel nas CMN procedentes do liquor quando

comparada com a encontrada nas CMN do sangue periférico;
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9 ANEXOS

ANEXO1 TERMO DE CONSENTIMENTO

Prevaléncia e seguimento de individuos portadores de infeccao pelo HTLV-1
e HTLV-2 no Instituto de Infectologia “Emilio Ribas”, SP

Os investigadores-principais desse estudo sao Dr. Jorge Casseb e Dr. Augusto
César Penalva, que sao médicos do Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Esse
estudo € em colabora¢do com o Laboratorio de Alergia e Imunologia Clinica-LIM-
56/FMUSP, SP.

Proposta

Vocé esta sendo convidado a participar em uma pesquisa médica. O
propdsito desse estudo é determinar o perfil imunolédgico (celulas T — defesa do
organismo em infecgdes) e a carga proviral dos virus HTLV-1 e 2 em individuos
com risco para adquirir retroviroses, e a possibilidade do desenvolvimento de
doencgas associadas a estes virus. Os resultados deste estudo proporcionardo
uma melhor compreensao da evolugao clinica do virus HTLV-1 e do HTLV-2 entre
0s pacientes de nosso pais, visto que a maioria dos estudos sobre esse assunto

foram realizados no exterior.

Procedimentos

1. Uma coleta de sangue (aproximadamente 10 ml) foi obtida dos individuos
participantes do Projeto;

2. As amostras de sangue foram utilizadas imediatamente, para técnicas de
separacdo das células mononucleares (células brancas do sangue). Os
soros/plasmas foram estocados em freezer -70 C até a realizagdao dos exames.
Deixamos claro que, se o0 paciente recusar/desistir de participar do estudo, as

amostras foram descartadas.
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3. Foram realizados testes de triagem para os virus HTLV-1 e HIV-1. Os
individuos soronegativos para ambos os virus, foram convidados a participar da
pesquisa, como grupo controle (HTLV-1 e HIV-1 negativos).

4. Uma ou duas vezes por ano (cada visita medica), sera realizada nova coleta
sanguinea, para o acompanhamento longitudinal do virus e do perfil imunolégico
do paciente.

Aspectos Eticos

Caso vocé se recuse a participar ou desista da pesquisa, isso de modo
algum acarretera prejuizo no seu atendimento no Instituto de Infectologia “Emilio
Ribas”.

Riscos
Essa pesquisa ndo envolvera qualquer adicional risco ou desconforto além
de uma coleta de sangue de rotina. Essa coleta poderd ser realizada durante

procedimento de rotina, de acordo com seu acompanhamento clinico.

Confidencialidade
Toda informagédo obtida a partir das fichas médicas ou os resultados dos
testes laboratoriais foram codificados. Todos os dados foram tabulados em

codigos, sem a identificagdo do nome dos pacientes.

Aspectos Financeiros
A pariticipagdo na pesquisa e voluntaria e ndo envolvera qualquer custo

adicional para o participante ou qualquer remuneragéo especial para 0 mesmo.

Perguntas

Caso vocé tenha qualquer pergunte ou duvida sobre o estudo, por favor
pergunte-nos. Caso vocé tenha qualquer pergunta apdés essa entrevista, nos
ficaremos satisfeitos em respondé-las. Dr. Jorge Casseb pode ser localizado no
telefone 3061 5633 ramal 270 ou no numero 3066 7194.
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No6s pedimos que assine essa ficha para confirmar que vocé foi informado

sobre o projeto e sobre os direitos de individuos voluntarios e que vocé consente

que os investigadores tenham acesso ao seu prontuario médico.

Vocé ficara de posse de uma cépia assinada e datada desse documento.

SUA ASSINATURA ABAIXO INDICARA QUE VOCE DECIDIU SER VOLUNTARIO
EM UMA PESQUISA, QUE VOCE CONSENTE QUE OS INVESTIGADORES
TENHAM ACESSO AO SEU PRONTUARIO MEDICO E QUE VOCE TEM

INFORMAGAO SOBRE SEUS DIREITOS.

COLAR ETIQUETA

Nome completo:

Assinatura:
Data: / /

Investigador:

Assinatura:
Data: / /

Grupo que foi adicionado (apds o teste de triagem para HTLV-1 e HIV-1):

) grupo controle HTLV-1 e HIV-1 NEGATIVO

grupo HTLV-1 assintomatico (sem doenca)

grupo com TSP/HAM (Com desenvolvimento da doenca)
grupo HIV-1

(
(
(
(
() grupo co-infectado HTLV-1/HIV-1.

)
)
)
)
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ANEXO 2 ARTIGO PUBLICADO DE CARGA PROVIRAL DO HTLV-1
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ANEXO 3. ARTIGO DE QUIMIOCINAS PUBLICADO NO JOURNAL
NEUROIMMUNOLOGY
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ANEXO 4. CARGA PROVIRAL DO HTLV-1 (HOMENS E MULHERES)

p=0,0078
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<0,0001
p=0,002
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ANEXO 5. DOSAGEM DE QUIMIOCINA E CITOCINAS NO LIQUOR DE
PACIENTES TSP/HAM

IL-2  IL-4 IL-10  IL-12  INF-y TNF-o MIP-1B  MIP-1a RANTES
1 0 - 0 0 0 0 0 -
2 0 - 0 0 0 0 0 -
3 0 7 - 10 0 0 0 0 -
4 0 10 - 0 0 0 0 0 -
5 0 1 - 0 0 0 0 0 -
6 0 0 - 0 0 0 0 0 -
7 0 143 - 0 0 0 0 0 -
8 0 42 - 0 0 0 0 0 -
9 0 7 - 0 0 0 0 0 -
10 9 0 - 0 0 0 0 0 -
1 0 23 - 0 0 0 0 0 -
12 0 14 - 0 0 0 0 0 -
183 o 20 - 0 0 0 0 0 -
14 9 3 - 0 0 0 0 0 -

Tabela. Dosagem de citocinas e quimiocinas no liquor de pacientes com
TSP/HAM. Onde: (--) nao foi realizado o ensaio de ELISA, e os valores estdo em

pg/ml.
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ANEXO 6 . GRAFICO DA EXPRESSAO DE mRNA DE IL-2.

5 3007 I Espontaneo
< T BN Estimulo PHA
e
T 2007
Z
@)
o
& 100-
Q.
0
o
0_
Controle assintomatico TSP/HAM
Expressao mRNA de IL-2
Grupo Espontaneo (pg/mL) PHA (pg/mL)
Controle 13 (0-0) 28 (0-1,5)
HTLV-1 assintomatico 1(0-0) 37 (0-0)
TSP/HAM 13 (0-0) 2 (0-0)

Expressdo de mRNA de IL-2 dos grupos controle, HTLV-1 assintomatico e

TSP/HAM pela PCR em tempo real. Valores em média e percentil 25-75%.
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