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Xii
RESUMO

Assone T. Associacdo dos polimorfismos de IFN-lambda 4, KIR e HLA-C em
pacientes vivendo com HTLV-1 (Tese). Sé&o Paulo: Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de Séo Paulo; 2016.

As doengas virais tém sido importantes causas de morbidade e mortalidade
nas Uultimas décadas, sendo que algumas delas sdo relacionadas com
polimorfismos genéticos, que determinam a susceptibilidade do hospedeiro ou
a resisténcia a essas infeccbes, influenciando na patogénese, além de
desempenhar importante papel em respostas ao tratamento. Entre elas,
destaca-se o HTLV-1, sendo que cerca de 10 a 20 milhdes de pessoas em todo
0 mundo possuem esse virus. Apenas 5% dos individuos infectados
desenvolverao algum tipo de doenca relacionada a tal infeccdo, entre elas
destaca-se a HAM/TSP. Apesar da complexidade, o entendimento das
interagbes hospedeiro versus HTLV-1 € de fundamental importancia para
avaliar prognastico clinico dos portadores assintomaticos, visto que as opcoes
diagnésticas e de tratamento ndo sdo adequadas, até o momento, para
determinar o risco de progressdao para HAM/TSP. Com isso, este trabalho
objetivou estudar a associagdo entre alguns marcadores virais, genéticos e
imunolégicos relacionados ao desenvolvimento de HAM/TSPem pacientes
infectados por HTLV-1. O ambulatério de HTLV do Instituto de Infectologia
“Emilio Ribas” (IIER) possui uma coorte de portadores de HTLV em seguimento
ha 19 anos, para o presente estudo foram selecionados 247 voluntérios
portadores de HTLV-1, por conveniéncia. Somente pacientes adultos, com
seguimento ativo no ambulatério no periodo de junho de 2011 até julho de
2016 foram convidados a participar. Este protocolo foi aprovado pelo CEP do
IIER (N°13/2011), e o TCLE foi obtido de todos os voluntérios participantes. Os
individuos foram classificados de acordo com seu quadro clinico neurologico
em dois grupos: Grupo | (160 assintomaticos) e Grupo Il (87 HAM/TSP).
Amostra de sangue venoso foi coletada e as células mononucleares
separadas. O material foi utilizado para o ensaio de PVL e para a genotipagem
de IFN-A, HLA-C e KIR, pela técnica de gPCR . A analise estatistica no
modelo multivariado mostrou associacdo de risco para HAM/TSP com as
variaveis LPA (p=0,001) e a idade (p=0,019), além disso, o polimorfismo dolFN-
M no rs8099917 foi associado no modelo recessivo(OR=0,31, IC=0,105 -
0,961) como fator de protecdo ao desfecho.:Esse modelo estudado explica 8%
dos fatores de progresséao e de protecéo para HAM/TSP. Desse modo, estudos
genéticos multicéntricos envolvendo andlise de exoma e maior nimero de
casos de HAM/TSP, deveriam ser realizados. O entendimento da patogénese
da mielopatia pode oferecer marcadores de valor prognostico importantes para
0 manejo clinico, além de contribuir para o achado de novas intervencdes
terapéuticas no futuro.

Polimorfismo.Interferons.Infec¢cdes por HTLV-1.Antigenos HLA.
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ABSTRACT

Assone T. Association of IFN-lambda 4, KIR and HLA-C polymorphisms in
HTLV-1 subjects (Thesis). Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de S&o Paulo; 2016.

The viral diseases have been major causes of morbidity and mortality in recent
decades, some of which are related to genetic polymorphisms, which determine
the susceptibility or resistance to these infections, influencing the pathogenesis,
besides of playing an important role in responses to treatment. Among them, it
is highlighted HTLV-1, in which around 10 to 20 million people worldwide. Only
5% of infected subjects will develop some kind of disease related to such
infection, including HAM/TSP. Despite the complexity, the understanding of host
interactions versus HTLV-1 is fundamental importance to evaluate clinical
prognosis of asymptomatic subjects, once the diagnostic options and treatment
are not adequate, so far, to determine the risk of progression to HAM/TSP.
Therefore, the purpose of this study was to investigate the association among
some genetic polymorphisms, viral and immunological markers related to the
development of HAM/TSP in HTLV-1-infected subjects. At the Institute of
Infectious Diseases "Emilio Ribas" (IIER) has a cohort of HTLV subjects
followed up for 19 years, for this study 247 volunteers with HTLV-1lwere
selected for convenience. Only adult patients with active follow up in the period
from June 2011 to July 2016 were invited to participate. This protocol was
approved by the ethical committee at IIER (n°13/2011), informed consent was
obtained. Subjects were classified according to their neurological status in two
groups: Group | (160 asymptomatic) and Group Il (87 HAM / TSP). Blood
sample was collected and PBMCs The DNA was used to the PVL assay and
IFN-AM4, HLA-C and KIR genotyping using qPCR. It has been observed an
association to HAM/TSP with LPA variables (p=0.001) and age (p=0.019) in the
multivariable analysis. On the other hand, the polymorphism of IFN-A4
rs8099917 was associated in the recessive model (OR=0.31, CI=0.105-0.961)
as a protective factor to HAM/TSP. This study explains 8% of progression and
protective factors for HAM/TSP. Thus, multi-center studies involving genetic
analysis and more cases of HAM/TSP, should be done. The understanding of
the HAM/TSP pathogenesis can provide important markers of prognostic value
for clinical management and contribute to the discovery of new therapeutic
interventions in the future.

Polymorphism.Interferons.HTLV-1.HLA antigens.



Xiv

SUMARIO
LISTA DE TABELAS .. .o ettt VI
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt Wil
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e, VI
LISTA DE SIMBOLOS ..ottt ettt e e e e Xl
RESUMO ... e, Xl
AB ST RAC T . e e e ——— Xl
SUMARIO .o e XIV
1 INTRODUGAO ...ttt ste e 1
1.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DO HTLV ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 4
1.2 ESTRUTUTA VIRAL oo ettt ettt 4
1.3 HISTORIA NATURAL DA DOENGA ...ttt 5
1.3 INTERACAO VIRUS-HOSPEDEIRO. .......ccuiiiiiee e 6
2 OBIETIVO .o 14
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ...ttt 14
3 METODOS .. e, 15
3.1 POPULAGAO ALVO ...ttt 15
3.2 CONSIDERACOES ETICAS ..ottt 15
3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO ...ttt 15
3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAOD ...ttt 15
3.5 GRUPOS ESTUDADOS ...ooeei ettt 15
3.6 ALGORITMO LABORATORIAL «.ovveeeeeee ettt 16
3.6.2EXIracao de DINA ..ot 17
3.6.3 Carga Proviral para HTLV-1 ..o 17
3.6.4 Ensaio de proliferac@o de CElulas T........ccoeevvvviiiiiieiieeie e, 18
3.6.5 Genotipagem de IFN-A4, HLA-C e KIR ......ccoviiiiiiiieieecee e, 18
3.6.6 Controle de Qualidade dos Dados...........cccuiieiiiiiiiiiiie e, 19
3.6.7 ANAIISE EStatli St a . cuvinieiiei et e e e e e aeaes 20
4 RESULTADOS ... ettt ettt e et 21
5 DISCUSSAOD .o 30

6 CONCLUSAOD ..ottt 35



7

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

XV



1 INTRODUCAO

As doencas virais tém sido importantes causas de morbidade e
mortalidade nas ultimas décadas. As ocasionadas por virus persistentes tém
sido relacionadas com polimorfismos genéticos, que determinam a
susceptibilidade do hospedeiro ou a resisténcia a essas infeccoes,
influenciando na patogénese, além de desempenhar importante papel em
respostas ao tratamento. Pode-se citar diversos virus como exemplo a esse
modelo de interagdo com o perfil genético do hospedeiro, destacando-se o
virus da Hepatite C (HCV)(1-4), o virus da imunodeficiéncia humana do tipol
(HIV-1) (5-9), o virus da Hepatite B (HBV) (10-13), o papiloma virus humano
(HPV) (14, 15) e o virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1)
(16-20).

Os testes de polimorfismos associados a resposta viroldgica sustentada
(RVS) e a terapia para HCV tém sido relacionada a uma variacdo pontual em
um uanico gene. O gene da interleucina 28 tipo B (IL28B), recentemente
renomeada por interferon lambda 4 (IFN-A4), responséavel por codificar o
interferon lambda 3 (IFN-A3), esta agrupado ao gene do interferon lambda 1
(IFN-AT) e interferon lambda 2 (IFN-A2) no cromossomo 19g13.13. O interferon
lambda interage com seureceptor de classe Il de citocina heterodimera,
induzindo uma sinalizacdo intracelular, utilizando a via JAK/STAT e MAPK,
levando a uma resposta interferon sensivel, o que resulta em uma resposta
inibitéria a replicacdo viral (1) (Figura 1). Porém, fatores como a variacdo do
genoma viral e a carga viral podem contribuir negativamente na resposta
virolégica, além da caracteristica genética do hospedeiro em regides
especificas do cromossomo 19 (rs12979860 e rs8099917) (21).
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Figura 1 - Mecanismo de agéo do interferon lambda em individuos com hepatite C.

Estudos demonstram que a resposta imune intensa contra o HCV,na
fase aguda da infeccdo, favorece o clareamento espontaneo da infeccao.
Entretanto, a variacdo nos genes envolvidos na resposta imune pode contribuir

para a capacidade de clareamento viral (4).

As coinfeccbes com HIV ou HTLV podem alterar tanto o
desenvolvimento da patogénese como alterar a resposta ao tratamento do HCV
(23, 24). Esses achados néo foram observados em outras infec¢des virais, tais
como infec¢des por HBV e HIV (10), com excecdo em pacientes com infeccéo
aguda pelo HIV, que a resposta ao antirretroviral foi relacionada ao

polimorfismo de base Unica (SNP) na posi¢éo rs12979860 do cromossomo 19

(6).



Outro exemplo foi um estudo realizado com voluntarios portadores de
HIV sob tratamento com antirretrovirais, o genétipo homozigoto selvagem CC
foi associado a uma menor sobrevida quando comparado com o alelo mutado
ndo-CC, demonstrando-se que o gendtipo homozigoto selvagem CC pode
influenciar o risco de mortalidade em pacientes infectados pelo HIV sob uso de
terapia antiviral. O efeito pode ser relacionado com o aumento da viremia
plasmatica de HIV e a reconstituicdo imunoldgica alterada, possivelmente

associada com a expressao de Interferon A (9).

Em relagcdo ao virus da Hepatite B (HBV), estudos demonstraram que o
alelo mutado em homozigoze T na posi¢cdo rs12979680 do cromossomo 19
pode aumentar o risco de infeccdo pelo HBV na populacdo chinesa e na
populacdo ndo asiatica, em um modelo de genética aditiva. Nao ha associacao
entre os alelos da posi¢ao rs8099917 do cromossomo 19 e infecgéo pelo HBV
em populagdo chinesa e populagdo asiatica (13). Também associaram 0s
polimorfismos genéticos a resposta ao tratamento para HBV (11), contudo, o

polimorfismo néo foi associado ao desfecho para doenca (10).

Por outro lado, a maioria das infeccdes por HPV regride
espontaneamente, e apenas uma pequena propor¢cdo de mulheres tem
infeccbes persistentes que levam a malignidade. Isto sugere que existam
interpolagdes entre a infecgédo por HPV e outros cofatores, certamente, durante
o processo de carcinogénese do colo do utero, o que contribui sinergicamente

para a susceptibilidade diferencial de um individuo para a malignidade.

Sem duvida, fatores genéticos do hospedeiro representam um
elemento importante envolvido em uma interacdo sinérgica, e as evidéncias
acumuladas sugerem que polimorfismos em genes relacionados com a
apoptosedesempenhamum papel importante na susceptibilidade genética para
0 cancer do colo do utero (14). Outro estudo mostrou forte correlacéo entre a
expressdo de HLA-C gen6tipo homozigoto selvagem CC na posicao rs9264942
do cromossomo 6, sugerindo-se uma importante via imunogenética de controle

de casos de desenvolvimento de canceres associados a esse agente viral (15).



1.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DO HTLV

O foco do presente estudo € o HTLV-1, que foi o primeiro retrovirus
humano oncogénico causador de doenca infecciosa (25). Pouco tempo depois,
outro subtipo de HTLV, o HTLV-2, foi descrito em um tipo diferente de leucemia
de células T(26), cujo papel na oncogénese continua a ser estabelecido (27).
Mais recentemente, infeccdes com dois outros virus relacionados, HTLV-3 e
HTLV-4, foram relatados em alguns individuos na Africa Subsaariana,
aparentemente, resultado de infec¢cdo zoondtica de primatas locais (28). A
deteccgdo da infeccdo pelo HTLV so foi possivel a partir de 1983, quando foram
introduzidos testes sorologicos para a avaliagdo da disseminacéo viral (29). No
Brasil, estes testes foram introduzidos a partir de 1993 em todos os bancos de

sangue (30).

Estima-se que de 10 a 20 milhdes de pessoas em todo o mundo
estejaminfectadas pelo HTLV-1 (31-33), todavia, a maioria delas permanece
assintomatica. Apesar da infeccédo pelo HTLV-1 ocorrer em diversas partes do
mundo, sua prevaléncia varia de acordo com a localizacdo geografica, fatores
étnicos e raciais ou, ainda, em grupos populacionais mais expostos aos fatores

de risco como observado na Bahia (34).

1.2 ESTRUTUTA VIRAL

O HTLV-1 é um retrovirus pertencente a familia Retroviridae, e
subfamilia Orthoretrovirinae, subfamilias formada por virus que contém no seu
genoma oncogenes, que sdo sequéncias de acidos nucleicos que geram
produtos capazes de induzir o aparecimento de neoplasias em animais e
humanos (26).A morfologia do HTLV-1 € semelhante aos demais retrovirus,
porém, além das regibes comuns aos retrovirus, possui uma regidao adicional
chamada pX, responsavel por codificar as proteinas regulatérias Tax , Rex,
HBZ e as proteinas acessorias p12, p13 e p30, importantes para a infectividade
viral, proliferacdo e imortalizacdo das células e, ainda, podem ter influéncia

sobre a patogénese (35-37) (Figura 2).
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Figura 2- Representacao esquematica do genoma do HTLV-1

1.3 HISTORIA NATURAL DA DOENCA

Apesar do HTLV-1 ter baixa morbidade, alguns individuos podem
apresentar formas mais atenuadas ou incompletas da HAM/TSP (39).A
HAM/TSP é definida como uma doencga crénica que provoca a desmielinizacao
progressiva na medula espinal, usualmente de inicio insidioso, que acomete de
1 a 2% dos portadores de HTLV-1. Esta associada a um grau variavel de
disfuncbes esfincterianas e sensitivas, que afeta mais mulheres do que
homens, geralmente na quarta e na quinta década de vida (40, 41). Estima-se
gue dez (exatamente 0,96%) de 1000 pacientes podem desenvolver HAM/TSP,

apos décadas de infeccéo e com idade de, aproximadamente, 43 anos (42, 43).



Muitos fatores tém sido estudados até momento, mas nenhum de fato se

mostrou adequado para predizer esse desenvolvimento.

Deste modo, a interacdo entre virus e hospedeiro € objeto de varias
discussGes nas Ultimas décadas, destacando-se fatores imunoldgicos do
hospedeiro como principais desencadeadores no processo imunopatolégico
para HAM/TSP (44). Porém, os eventos imunolégicos promovidos pelo HTLV-1
nao estdo bem esclarecidos. Acredita-se que a resposta celular desencadeada

pelas células T CD8"possa ser crucial para a progressdo a HAM/TSP (45, 46).

A HAM/TSP € potencialmente considerada uma doenca imune
mediada, principalmente devido ao aumento decitocinas equimiocinas, em que
se destaca pela elevacdo dos niveis de IFN-y (47). Com isso, 0 acumulo
desses elementos na barreira hematocefélica induz danos na bainha de
mielina, inicialmente uma leve inflamacéo e, ao longo dos anos, proporciona
lesBes irreversiveis, incluindo-se alteragcdes mais sutis em torno de 30% dos

individuos considerados inicialmente como assintomaticos (39).

A terapia com corticosterbides, preconizada por alguns grupos, tem
sido utilizada para amenizar os sintomas da mielopatia, especialmente entre os
pacientes em estagio inicial de doenca, quando a inflamacdo é mais
proeminente (48). Um dos possiveis mecanismos da terapia com
corticosterdides é a diminuicdo da ativacao celular, em especial as células T
CD8+, que podem levar ao declinio da carga proviral de HTLV-1 (49).

1.3 INTERACAO VIRUS-HOSPEDEIRO

Pouco se sabe a razdo da evolugdo do estigio assintomatico para
HAM/TSP. Apesar dos varios estudos mostrando a importancia da resposta
imune, o perfil genético do portador do HTLV-1 pode ter muito relevancia. Por
exemplo, individuos com HLA (antigeno leucocitario humano)classeltem maior
susceptibilidade de evoluir para a doenca que outros tipos de HLA(50), assim
como citocinasinflamatérias como o IFN lambda, interlucina 15 (IL-15) e fator

de necrose tumoral (TNF-a) (51).



Além da possibilidade do polimorfismo de citocinas, outros fatores
genéticos podem estar implicados na patogénese da mielopatia. Entre varios
genes que poderiam estar relacionados, destaca-se o HLA e os receptores do
tipo imunoglobulina de células Natural Killer (KIR). Esses genes possuem loci
altamente polimorficos, que interagem entre si, porém seus SNPs e principais
variantes ainda nao foram identificados. Moléculas de HLA-C, ligantes para
receptores KIR2DL, possuem um dimorfismo funcional relevante para
determinar a especificidade KIR. Como exemplo, cita-se o grupo de alelos do
HLA-C 1 (HLA-C1), identificado por Ser77/Asp80 de dominio alfa 1, que séo
ligantes para os inibidores de KIR2DL2 e KIR2DL3 e a ativacdo de KIR2DS2
(52). Enquanto, os alelos do HLA-C grupo 2 (HLA-C2), identificados por
Asp77/Lys80, sdo reconhecidos pelo KIR2DL1 tendo acgéo inibitéria e ativando
KIR2DS1(52). Por sua vez, o KIR2DL3 e o seu ligante, HLA-C1 tem sido
associado com um aumento da probabilidade de resposta virolégica sustentada
ao tratamento do HCV induzida pelo tratamento com interferon peguilado alfa e
ribavirina (53-55). Essa associacdo pode ser atribuida a diferenca de células
Natural Killer (NK) e a ativacdo da funcdo celular no contexto da mesma
interacdo KIR/HLA (56, 57).

Deste modo, um modelo do mecanismo de inibicdo do KIR associado
ao HLA foi proposto, atribuindo-se a associacdo tipicas entre KIR-HLA,

ativando-se diretamente as células NK (58), demonstrado na figura 3.

Entretanto, outro estudo observou que o KIR2DL2 ndo tem impacto
sobre a carga proviral ou a HAM/TSP (59), porém o efeito protetor de peptideos
de HBZ poderia estar envolvido nessa interacdo (figura 3 a). Por ouro lado,
existe uma associacdo entre os receptores inibitérios de KIR e os LTCD8+,
desencadeando uma reducdo de ativacdo morte celular e protecdo por
exaustao (figura 3 a(i)), outra hipétese seria que os receptores inibitorios de
KIR poderiam atuar sobre as células reduzindo a morte de células NK ativadas
(figura 3 b (ii)) (58).
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Figura 3- Mecanismo de interacdo entre o receptor de KIR2DL2 e as células
NK na resposta imune celular contra células infectadas pelo HTLV-1

Entre outros fatores genéticos, os mais bem estudados tém sido os
haplétipos dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) classe 1 (HLA-A, HLA-
B, HLA-C) do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), que codificam
para glicoproteinas expressas na superficie de quase todas as células
nucleadas, e cuja maior funcédo é a apresentacao de peptideos antigénicos a
linfécitos TCD8. A eficacia da resposta imune especifica para HTLV-1,
especialmente a resposta de linfécitos T citdxicos (CTL) CD8+, tem sido
demonstrada como sendo a chave para controlar a carga proviral do HTLV-1
(60). A evidéncia mais convincente de um papel protetor de CTLs do
hospedeiro surgiu da observagédo, em uma populacdo no sul do Japéo, de que
a presencga de um dos dois genes HLA de classe 1, HLA-A*02 ou HLA-Cw*08,
esteve associada com uma carga proviral mais baixa e menor prevaléncia de
HAM/TSP (50, 61).

Alguns alelos HLA especificos tém sido associados a protecao,

enquanto outros foram correlacionados com risco aumentado de



desenvolvimento de HAM/TSP. Os genes das moléculas MHC Classe 2 (HLA-
DR, HLA-DP, eHLA-DQ) codificam para glicoproteinas expressas em células
apresentadoras de antigenos profissionais (APCs), sendo sua principal funcéo

a apresentacao de peptideos antigénicos aos linfocitos TCD4+ (auxiliares).

Vale ressaltar que podem ocorrer diferencas na frequéncia de alelos
HLA em diferentes populagdes e variacdes no efeito protetor de certos alelos
HLA de acordo com a etnia (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo dos niveis de susceptibilidade/protecdo para HAM/TSP
associadosaos alelos HLA.

Afro- Afro-

Alelos HLA  Japoneses Brasileiros lIranianos  Espanhéis  Caribenhos  Caribenhos  jamaicanos
(Martinica) (Londres)

A*OZ *kk *%k _— _— - *kk

CW*08 *kk

A*24 1l

B*07 H 1 - H

B*5401 1 ] S ] S ] ]

DRB1*0101 1 - 1 1l

DRB1*11 H H H H

*** efeito protetor; ** tendéncia a efeito protetor; || susceptibilidade; | susceptibilidade apenas em HLA-A*02-negativos; -- sem efeito

associado; s HLA no prevalente. HLA= antigeno leucocitario humano.

O resultado de efeito protetor para HLA-A*02 na HAM/TSP visto em
japoneses foi relatado em uma pequena amostra de 29 individuos de Londres,
dos quais 27 eram de origem caribenha e dois caucasianos (61), todavia, no
Brasil também observado (62, 63). Por lado, em outras populacdes, tais como
individuos afro-caribenhos oriundos da Martinica (64), jamaicanos (65),

espanhois (66) ou iranianos (67, 68) ndo foram encontradas associacoes.

Ao contrario da expressao de HLA-A*02 e HLA-Cw*08, que estava
associada a um efeito protetor, observou-se que HLA-DRB1*0101 e HLA-
B*5401 apresentavam associacdo com um aumento na susceptibilidade para
HAM/TSP (50, 61).Para o HLA-DRB1*0101, no entanto, a associagao com a
susceptibilidade a doenca torna-se evidente na auséncia do efeito protetor de
HLA-A*02 (61), enquanto HLA-B*5401 esteve independentemente associado a

susceptibilidade para a doenca e, entre individuos com HAM/TSP, foi
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associado com um aumento significativo na carga proviral (61). HLA-22, HLA-
Cw82 e HLA-DR1 também estiveram, em populacdo no sul do Japao,
associados a risco mais elevado para HAM/TSP (69). No Ir4, além de HLA-
A*02, também HLA-Cw*08 e HLA-A*24 ndo estiveram associados a menor

risco de HAM/TSP ou carga proviral mais baixa(67, 70).

No Brasil, HLA-Cw*08 nao apresentou efeito protetor e HLA-B*07
apresentou susceptibilidade para HAM/TSP apenas em pacientes negativos
para HLA-A*02(63). Em outros paises, como a Espanha, ndo foi encontrada
associacao entre a presenca de alelos protetores (HLA-A*02 e/ou HLA-CwO08) e
HAM/TSP ou diferencas significativas na carga proviral do HTLV-1 quando
comparados individuos com ou sem estes alelos; no entanto, HAM/TSP foi
significativamente associada HLA-B*07 e HLA-DRB1*0101(66). O alelo HLA-
B*5401 nédo foi encontrado nas populacfes destes paises (Tabela 1), pois €

visto quase exclusivamente em individuos do leste asiatico(71).

Entre os alelos associados a risco, o0 HLA-DRB1*0101 também esteve
associado com susceptibilidade para HAM/TSP na populacdo do Ird e, assim
como entre os japoneses, esse efeito foi observado apenas em individuos HLA-
A*02 negativos, ndo ocorrendo em individuos HLA-A*02-positivos (67). A
associagao de HLA-DR*11 com HAM/TSP, previamente descrita em pacientes
japoneses, foi observada no Brasil apenas (62) além do HLA-Cw*07

correlacionado a HAM/TSP somente na auséncia de HLA-A*02( 63).

Vale ressaltar que a resposta imune parece ser um fator crucial na
patogénese da HAM/TSP. Por exemplo, 0 estudo mostrou que os pacientes
com HAM/TSP apresentaram maiores niveis de IFN-gama em comparacao
com pacientes assintomaticos(47). Além disso, o perfil do polimorfismo no SNP
rs12979860 do cromossomo 19 induz a produgdo de IFN-lamba 3, e uma
resposta imune a infeccdo por HTLV-1, levando a um dano neuronal na medula
espinhal (1, 72).

Além de caracteristicas genéticas, como alguns hapl6tipos de HLA,
descritas anteriormente como envolvidas na patogénese da HAM/TSP (50),
fatores pro-inflamatérios (49) desempenham importante papel nessa

patogénese. Neste sentido, os polimorfismos na IFN-A4 séo influenciados pela



11

ascendéncia genética. Da mesma forma, entre os pacientes cronicos do HCV,
agueles que carregavam o alelo mutado em homozigoze G no rs8099917 do
cromossomo 19, tiveram menor expressao de RNA mensageiro de IFN-A4 nas

células mononucleares (21).

Como foi relatado recentemente, genes estimulados por interferons,
provavelmente regulam a expressao de citocinas que pode ser diferente no
tecido infectado e, ainda, entre os tipos de células dentro do figado e da
medula espinal (73). Sabe-se que olFN-A4 atenua a producgdo da IL-13; e &
também possivel que a citocina produzida em pessoas com 0 alelo de protecéo
diminua a expressdo desta, que leva a um efeito semelhante ao protetor e
menores interacdes entre inibitérios KIR e HLA-C (74). Assim, a IFN-A4 e
outros trés interferons tais como IL28A ou IL-29 ativam a cascata antiviral via
JAK-STAT que é semelhante e provavelmente sinérgica aos interferons do tipo
1 (como o interferon alfa), embora utilize distintos receptores, contribuindo para
patogénese da HAM/TSP.

Supbe-se que os polimorfismos nos genes da IFN-A4, KIR e HLA-C,
possam desencadear uma cascata antiviral por meio da via JAK-STAT. Desse
modo pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento da
HAM/TSP, devido, a sua semelhanga com outras doencas imunomediadas
como, por exemplo, a Hepatite C (54, 75). Em estudo anterior, demonstrou-se
gue existe uma associacdo entre um polimorfismo da IFN-A4 (na posicéo
rs8099917 do cromossomo 19), especificamente no alelo mutado em
homozigoze GG, aumentando-se em sete vezes o risco de desenvolver HAM /
TSP(16). Entretanto, ainda ndo esta claro que esse polimorfismo, por si so,

pode desencadear o desenvolvimento de HAM/TSP.

Alguns parametros, como elevada carga proviral de HTLV-1(76), a
constante linfoproliferacdo espontanea in vitro (77), aumento das células T
CD8" especificos e altos titulos de anticorpos anti-HTLV-1, tanto no soro
guanto no liquor (78), parecem também associados com a presenca da
HAM/TSP (79, 80). Esses marcadores sao utilizados por muitos pesquisadores
para a avaliacdo da evolucdo clinica dos pacientes infectados ao longo do
tempo. A principio, acreditava-se que células T CD4" do sangue periférico
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representavam o alvo primario para a infeccao pelo HTLV-1. Atualmente, sabe-
se que outras populacdes celulares também sédo susceptiveis a infeccédo pelo

HTLV-1, como as células NK por exemplo (81).

Neste contexto, estas células proliferam espontaneamente e expres-
sam varias citocinas pro-inflamatorias e moléculas de adesdo que poderiam
favorecer a migragéo direcionada dos linfécitos T CD4" infectados, do sangue
periférico para o sistema nervoso central (SNC) (82, 83). Outros fatores
também podem estar contribuindo com a desmielinizacdo da HAM/TSP,como a
expressao viral, a desregulacdo da expressao de citocinas, a producdo de
anticorpos especificos anti-HTLV-1 e infiltracdo de linfocitos T CD8"citotoxicos
(CTL) e macréfagos ativados no SNC(84). Estudos prévios demonstraram uma
correlagdo entre carga proviral de HTLV-1 e a frequéncia de linfécitos T CD8",
efetores e de memoria especificos anti-Tax em pacientes com HAM/TSP.
Esses dados sugeriram que a resposta mediada por CTLsTax especificas
estaria ligada diretamente aos niveis de carga proviral (76).

As células T CD8" apresentam reservatorio celular adicional para o
HTLV-1 “in vivo”. Além disso, por meio da citometria de fluxo, mostrou-se que
os linfocitos T CD8" sido células que, predominantemente, se expandem
durante a estimulacdo espontanea in vitro (85). Issosugere que a resposta
mediada pelas CTLs especificas ndo seria o0 Unico evento responsavel pela alta
carga proviral, sendo que a expansao celular poderia serum fator importante na
contribuicdo da elevacdo da carga proviral no sangue periférico e no SNC
durante a doenca neuroldgica.

Em um modelo proposto, o evento inicial da progressdo da HAM/TSP
teria a participacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1b, IL-6, INF-y,
TNF-a, e IL-15. Essas citocinas produzidas por células T, macrofagos e
microglias ativadas, seriam de grande importancia na desmielinizacdo neuronal
(82). Assim, embora a maioria dos trabalhos sugira que o estabelecimento de
um padrao de resposta imune citotoxica esteja associado ao desenvolvimento
da HAM/TSP, outros autores sugerem que mecanismos inerentes a imunidade
humoral também podem estar na patogénese da HAM/TSP (86). Deste modo,

a ativacdo persistente de elementos da resposta imune, tais como a
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estimulacéo de linfécitos T CD4" e T CD8", a expressdo de moléculas de
adeséo e receptores na superficie de linfécitos, mondécitos e a producdo de
fatores sollveis como citocinas e quimiocinas, favorecem a migracao
direcionada de células infectadas ou nédo para o sistema nervoso central (87).

Apesar da complexidade, o entendimento das interagcdes hospedeiro
versus HTLV-1 é de fundamental importancia para avaliar prognéstico clinico
dos portadores assintomaticos, visto que as atuais opc¢des de diagndsticos e
tratamento ndo sdo adequadas, até o momento, para determinar o risco de
progressao para HAM/TSP (48).

Até hodiernamente, poucos marcadores tém sido avaliados na prética
clinica, geralmente por isolados grupos de pesquisadores, com resultados
contraditérios, eelevado custo. A carga proviral, ainda, é utilizada como
principal marcador relacionado ao virus, que indica uma correlacdo com a
HAM/TSP e tempo de progressdo de doenca (88, 89). Por sua vez, a
linfoproliferagcdo (90) indica a ativagdo do sistema imune, principalmente em
dermatites pelo HTLV-1, mas apresenta questbes de complexidade de sua
realizacdo e uso de materiais radioativos, o que dificulta a realizacdo deste
ensaio em laboratérios de rotina, e em larga escala. Outro ponto fundamental e
pouco explorado seriaa avaliacdo de alguns fatores genéticos do hospedeiro,
gue poderiam identificar pontos importantes na interacdo HTLV-1 e o
hospedeiro. Assim, este trabalho visa estabelecer conexfes entre algumas
areas do conhecimento, que possam ter interligacdo ente os fatores virais,
imunoldgicos e genéticos, que poderiam contribuir para a elucidacdo da
patogénese da HAM/TSP.
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2 OBJETIVO

Estudar a associacdo entre alguns marcadores virais, genéticos e
imunoldgicos relacionados ao desenvolvimento de HAM/TSP em pacientes
infectados por HTLV-1.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Definir o perfil de distribuicdo de polimorfismo de IFN-A, KIR e
HLA-C em individuos infectados por HTLV-1;

b) Investigar a associagédo entre o desfecho para HAM/TSP e os
polimorfismos de genes de IFN-A4, KIR e HLA-C.

c) Avaliacdo da carga proviral do HTLV-1, linfoproliferacéo e perfil
dos polimorfismos genéticos e sua correlagdo como marcadores

de prognostico para HAM/TSP.
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3 METODOS

3.1 POPULACAO ALVO

Os voluntarios foram recrutados a partir do ambulatério de HTLV do
Instituto de infectologia "Emilio Ribas" (IIER). No periodo de junho de 1997 até
junho de 2016, 674 individuos foram confirmados infectados por HTLV-1 e
compuseram a coorte de HTLV-1 do IIER, sendo 498 assintomaticos e 149
com HAM/TSP. Um total de 247 voluntérios portadores de HTLV-1 foi recrutado

para este estudo, no periodo de janeiro de 2014 a junho de 2016.

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelos Comités de Etica do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo n° 2012/133 (anexo B), e do Instituto de
Infectologia “Emilio Ribas” n°® 13/2011 (anexo C) e na Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo n® 356/12 (anexo D).

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram selecionados individuos adultos com idade superior a 18 anos,

positivospara HTLV- 1 em acompanhamento regular no ambulatério.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Excluiu-se os voluntarios que possuem mielopatias nao relacionadas
ao HTLV-1, iletrados e/ou incapacitados por distirbios mentais para
compreender o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), mulheres

gravidas, portadores de outras coinfec¢des virais (HIV e HBV).

3.5 GRUPOS ESTUDADOS

Os participantes foram classificados de acordo com o0 seu o grau de
incapacidade neuroldgica, determinada por um ou mais neurologistas, cegos
para o status de HTLV. Apds isso,0 calculo amostral foi realizado, indicando um
namero de 200 voluntarios para um IC 95%. Foram selecionados por

conveniéncia um total de 247 voluntarios, divididos em dois grupos:

e Grupo 1: 160 individuos assintomaticos; e
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e Grupo 2:87 pacientes com HAM/TSP.

3.6 ALGORITMO LABORATORIAL

Os testes soroldgicos para triagem dos casos positivos para HTLV foram
realizados no laboratério clinico no Instituto de infectologia Emilio Ribas, no
setor de imunologia, utilizando o teste GOLD ELISA HTLV-1/2® (Teste
imunoenzimatico), e o teste de para Western Blot (WB) da MP Diagnostics,
HTLV Blot 2.4®, conforme as instrugcdes dos respectivos fabricantes. As
amostras, apos a confirmacdo por WB, foram encaminhadas e processadas no
Laboratorio de Investigagdo Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncias
(LIM-56) no Instituto de Medicina Tropical, onde a reacdo da cadeia de
polimerase qualitativo (Nested PCR) foi realizada e seu produto amplificado
utilizado para o estudo do polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (RFLP), para a tipagem viral (HTLV-1 ou HTLV-2) (91)

Apoés a confirmacao, foram realizadas as coletas de material biolégico
para o estudo pela equipe do laboratério clinico do IIER, e encaminhado ao
LIM-56, onde foram realizados os ensaios laboratoriais. A padronizacdo das
técnicas de genotipagem de KIR foi realizada no laboratério do Blood System

Research Institute em San Francisco, Califérnia (EUA).

3.6.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras de sangue dos pacientes foram colhidas por puncéo
venosa e as identificagdes realizadas com auxilio de um agente de saude,
colocando-se 0 home e 0 numero conforme o prontuario médico em um tubo
contendo EDTA K3 (0,054 ml/tubo), com aproximadamente 10 ml de sangue
venoso periférico. Os tubos foram centrifugados a 2500 RPM por 15 minutos.
Armazenamos as aliquotas do plasma e soro —80°C para o processamento
posterior da triagem sorolégica e testes confirmatérios. As células
mononucleares foram obtidas pela separacao do gradiente de concentracdo de
Ficoll-Hypaque (Sigma Chemicals, St Louis, MO) e ficaram estocadas a —80° C

para a realizacao de testes moleculares.
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3.6.2Extracdo de DNA

As amostras de células mononucleares obtidas foram submetidas a um
processo de extracdo de DNA pelo kit comercialmente disponivel (ILLUSTRA
Blood Genomic Prep Mim Spin Kit, GE Healthcare, Life Sciences, EUA), de
acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA gendmico foi armazenado em
freezer por —80°C.

3.6.3 Carga Proviral para HTLV-1

A carga proviral de HTLV-1 (PVL) foi quantificada utilizando a técnica de
PCR em tempo real, usando iniciadores e sondas do gene da pol do virus
HTLV-1, que sdo os seguintes: SK110, SK111 e a sonda TagMan interna para
HTLV-1 (tabela 2).

A albumina humana foi utilizada como controle endogeno para
normalizar a variacdo entre as diferencas na contagem de células
mononucleares e durante a extracdo do DNA da amostra. Para esta
guantificacdo, usou-se os iniciadores Alb-S,Alb-AS e a sonda de albumina Taq
Man (92, 93), as sequéncias de todos 0s primes e sondas estdo descritos na
tabela 2.

Para um volume final da reacdo de 25-pl, um Mix de PCR para HTLV-1
ou DNA para albumina consistindo em 5yl DNA extraido, foram usados,
iniciadores SK110 e SK11 ou Alb-S e Alb-AS (10nM de cada), 10 nM sonda
para HTLV-1 e a mesma quantidade de sonda de albumina. Utilizou-se o
master mix TagMan® Universal Il (AppliedBiosystems®, Foster City, CA, USA).
Para ambos, a amplificacéo foi realizada da seguinte forma: apés um ciclo de
50°C por dois minutos e um ciclo de 95°C por 10 minutos. Tem-se um segundo
bloco de amplificacdo, consistindo-se de 45 ciclos de repeticdo da seguinte
forma: 15 segundos a 95°C e um minuto a 60°C. Para isso, utilizou-se o
equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (AppliedBiosystems®,
Foster City, CA, EUA).

Este protocolo possui um limite de deteccdo de cinco copias de

provirus em 10* células mononucleares. O nimero final de cépias foi estimado
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pela interpolarizacdo de um plasmideo, utilizando-se uma curva de regressao,
normalizado com a quantidade de copias de albumina presente na amostra, a
gual foi quantificada em paralelo. Todas as amostras foram quantificadas em
duplicatas. Os resultados foram expressos como quantidade de copias de
HTLV-1 DNA/10* PBMCs (92, 93).

Tabela 2- Sondas e iniciadores usados na quantificacdo da carga proviral de
HTLV-1

Nome Sequéncias (5’- 3’)

Pol SK110 | 5-CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3

Pol SK111 | 5-GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT-3'

Pol - HTLV- | 5-CTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGGA-3'

1Probe

Alb-S 5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3'

Alb-AS 5-AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT-3

Albumina 5'-

TagMan FAMCCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCCTAMRA-

3!

3.6.4 Ensaio de proliferacdo de células T

Para o ensaio de proliferacdo de células T (LPA), as células
mononucleares de cada individuo foram cultivadas com meio RPMI enriquecido
com soro AB (basal) e adicdo do mitdégeno fitohemaglutinina (PHA). Com a
finalidade de avaliar a producdo espontanea de citocinas, cada ensaio foi
realizado em triplicata e acompanhado de cultura sem mitdgeno (estimulo
espontaneo), recebendo apenas meio de cultura enriquecido(94).Apos 24
horas, a contagem celular foi realizada no equipamento MicroBetaTrilux 1450
(Perkin Elmer), a unidade foi expressa em contagem por minutos (CPM).

3.6.5 Genotipagem de IFN-A4, HLA-C e KIR

A identificacdo da IFN-A4 (os SNPs nas posi¢cdes rs12979860 e
rs8099917 do cromossomo 19) e HLA-C (SNP na posigdo rs9264942 do
cromossomo 6) foi realizada utilizando o sistema TagMan SNP Genotyping
Assay, seguindo as instrucfes do fabricante (AppliedBiosystems, Foster City,
EUA)(15, 95). Ja os polimorfismos do KIR (KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS2 e

KIR2DS3), o protocolo foi adaptado para utilizacdo da técnica de PCR em
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tempo real (gPCR), utilizando o sistema SYBR Green e TagMan. As
sequéncias de iniciadores descritos anteriormente, estdo em destaque na
tabela 3 (96, 97). Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, inclusive
0s controles positivos com todas as suas variagdes nas regidbes dos SNPs

estudados, e os controles negativos.

Tabela 3- Lista de iniciadores e sonda do polimorfismo do KIR

Nome Sequéncias (5’ — 3’) Metodologia
KIR2DL2F53 AGG GGG AGG CCC ATG AAT SYBR Green
KIR2DL2R85 AGT GGG TCA CTC GAG TTT GAC C SYBR Green
KIR2DS2F66 TTC TGC ACA GAG AGG GGA AGT A SYBR Green
KIR2DS2R67 GAT GAC GAT GTC CAG AGG GT SYBR Green
KIR2DS3F68 TCC TAT GAC ATG TAC CAT CTA TCC AC SYBR Green
KIR2DS3R69 GAA GCATCT GTAGGTTCC TCC T SYBR Green

KIR2DL3R GCA GGA GAC AAC TTT GGA TCA TagMan
KIR2DL3F CCC TCA GGA GGT GAC ATA TG TagMan

FAM-AGA GGC CCA AGA CAC CCC CAA CAG A- TagMan
KIR2DL3P BHQ1

3.6.6 Controle de Qualidade dos Dados

A coleta de dados foi realizada pelo pesquisador principal com auxilio
dos residentes e médicos do ambulatério de HTLV do Instituto de Infectologia
“Emilio Ribas”. A entrada dos dados foi realizada por duas pessoas do setor
administrativo do laboratério de pesquisa, e posteriormente esses dados foram
conferidos pelo pesquisador principal. Os resultados foram tabulados no banco

de dados eletronico RedCap (98).
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3.6.7 Anélise Estatistica

Os dados foram tratados por meio de estatistica descritiva, com
célculos de percentuais, frequéncias. Na comparacdo de doentes com
HAM/TSP e assintométicos foi utilizado o teste t para os que tiveram
distribuicdo normal. Os graficos foram realizados no software GraphPad
Software 5.0 (La Jolla, CA, EUA), utilizando o teste t para comparar 0S grupos.
Utilizou-se andlise logistica bivariada para identificar possiveis associacfes
com a HAM/TSP. Variaveis associadas com um valor de significaAncia de
p<0,20 com o desfecho (HAM/TSP),na analise univariada foram incluidas no
modelo multivariado de regressao logistica. Para realizar estes testes, utilizou-
se o0 software STATA 11 (StataCorp. 2009. Stata: Releasell. Statistical
Software. College Station, TX: StataCorp LP, TX, EUA).
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4 RESULTADOS

No periodo de junho de 1997 até junho de 2016, 674 individuos foram
confirmados infectados por HTLV-1 e compuseram a coorte de HTLV-1 do
IIER, sendo 498 assintomaticos e 149 com HAM/TSP. No total, 247 voluntarios
portadores de HTLV-1 foram recrutados para este estudo no periodo de janeiro
de 2014 a junho de 2016. Os voluntarios foram classificados em dois grupos,
segundo seu quadro clinico, sendo o primeiro grupo composto por 160
voluntarios assintomaticos, com idade média de 53 anos; 61,9% destes eram
mulheres, que se autorrelatavam brancos na sua maioria (tabela 4). O segundo
grupo foi composto por 87 voluntarios com HAM/TSP, de idade média de 59
anos, na maioria do sexo feminino (63,3%) e 59,04% se autorreferiram ser

brancos (tabela 4).

Na tabela 4, mostram-se os resultados demograficos de importancia
neste estudo. Pode-se notar uma predominancia do género feminino, (2/3) nos
dois grupos, porém,tal dado nado teve significancia estatistica (p=0,835). Os
pacientes com HAM/TSP apresentaram idade em média maior que o0s
assintomaticos, sugerindo que a idade aumenta em 3,7% o0 risco para
desenvolver HAM/TSP a cada ano (p=0,001). A etnia foi avaliada segundo os
critérios do IBGE, onde os individuos autorrelatam sua cor de pele. Apesar do
predominio de brancos, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos

avaliados.
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Tabela 4- Andlise univariada das variaveis socio-demograficas dos voluntarios
portadores de HTLV-1

Variaveis Total AssintométicosN(%) HAM/TSP OR (95%CI) Valor de
N(%) N(%) p

Género 247 (100) 160 (100) 87 (100) 0,94 (0,55 — 0,835
1,62)

Masculino | 93 (37,7) 61 (38,1) 32 (36,8)

Feminino | 154 (62,3) 99 (61,9) 55 (63,3)

Idade 54 53 (+14,32) 59 (x12,12) 1,037 (1,0155 - 0,001

Media (£13,91) 1,059)

(+DP)

Etnia* 235 (100) 151 (100) 83 (100) 0,835

*

Brancos 131 (55,6) 82 (54,3) 49 (59,04)

Negros 85 (36,1) 62 (41) 33 (39,76) 0,901 (0,519 - 0,712
1,563)

Asiaticos 8(3,3) 7 (4,6) 1(1,2) 0,24 (0,028 - 0,191
2,025)

*Etnia : 13 voluntarios n&o relataram sua cor de pele

Os dados laboratoriais estdo descritos na tabela 5, onde se pode

observar que a contagem basal de linfoproliferacdo foi mais elevada no grupo

HAM/TSP (p=0,0001), como era esperado. A cada mil células divididas

aumenta o risco para HAM/TSP em torno de 0,5%. Por sua vez, a carga

proviral de HTLV-1 ndo foi um marcador importante para HAM/TSP (p=0,196).

Em relacdo aos marcadores genéticos avaliados, observa-se um

diferente cenario: a IFN-A4 no SNP da posicdo rs12979860 do cromossomo

ndo apresentou correlacdo com o desfecho. Ao contrario, o0 SNP da posicdo

rs8099917 do cromossomo foi associado ao desfecho no alelo mutado em

homozigoze GG (p=0,032). Tanto os polimorfismos no HLA-C e os marcadores

de KIR, n&do foram associados nem para risco nem protecao a HAM/TSP.
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Tabela 5- Andlise univariada das variaveis laboratoriais dos voluntarios
portadores de HTLV-1
Variaveis Total Assintomaéaticos | HAM/TSP OR Valor
N(%) N(%) N(%) (95%IC) dep
Linfoproliferacdo 10302 7826 (x8524) 14595 1,000055 0,0001
Média (+DP) (+11446) (+14318) (1,000027 -
1,000084)
CargaProviral de 246 (100) 160 (100) 87 (100) 1,54 (0,80 — 0,196
HTLV-1 2,95)
(n° de  copias/10®
PBMC)
<200 201 (81,7) 134 (83,8) 67 (67,8)
>200 46 (18,3) 26 (16,2) 20 (32,2)
IFN-A4
rs12979860 247 (100) 160 (100) 87 (100)
cc 97 (39,3) 69 (43,2) 28 (32,2) 1,00
CT 118 (47,8) 74 (46,2) 44 (50,6) 1,46 (0,82 — 0,194
2,61)
TT 32 (12,9) 17 (10,6) 15 (17,2) 2,17 (0,96 — 0,064
4,94)
245 (100) 159 (100) 86 (100)
rs8099917
TT 160 (65,31) 105 (67,04) 55 (63,95) 1,00
GT 67 (27,34) 47 (29,56) 20 (23,25) 0,81 (0,43 — 0,509
1,51)
GG 18 (7,35) 7 (4,40) 11 (12,8) 3(1,1011 - 0,032
8,1729)
HLA-C
rs9264942 241 (100) 154 (100) 87 (100)
TT 99 (41,1) 69 (44,8) 30 (34,5) 1,00
CT 102 (42,3) 60 (38,9) 42 (48,3) 1,61 (0,89 — 0,109
2,8)
TT 40 (17,6) 25 (16,3) 15 (17,2) 1,38 (0,63 — 0,82
2,98)
KIR
KIR2DL?2 245 (100) 158 (100) 87 (100) 1,09 (0,58 — 0,778
2,05)
Positivo 189(77,14) 121 (76,6) 68 (78,2)
Negativo 56 (22,86) 37(23,4) 19 (21,8)
KIR2DL3 244 (100) 157 (100) 84 (100) 1,65 (0,83— | 0,147
3,25)
Positivo 188 (77,05) 118 (75,2) 70 (83,3)
Negativo 53 (22,96) 39 (24,8) 14 (16,7)
KIR2DS2 246 (100) 159 (100) 87(100) 1,69 (0,98 — 0,055
2,91)
Positivo 141 (57,32) 84 (52,8) 57 (65,5)
Negativo 105 (42,68) 75 (47,2) 30 (34,5)
KIR2DS3 240 (100) 153 (100) 87 (100) 0,75 (0,44 — 0,297
1,28)
Positivo 110 (45,83) 74 (48,4) 36 (41,1)
Negativo 130 (54,17) 79 (51,6) 51 (58,6)
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No modelo multivariado, entraram todas as variaveis que apresentaram
p<0,2 na analise univariada descrita nas tabelas 4 e 5. A idade foi avaliada de
modo continuo, e foi associada a HAM/TSP (p=0,019),0u seja, os individuos de

maior idade apresentaram maior risco para de desenvolvimento da doenca.

Outro dado importante que se pode destacar foi a linfoproliferacao basal,
gue se manteve fortemente associada ao desfecho, mostrando que um
pequeno aumento pode elevar o risco para doenca (OR=1,000047). Por sua
vez, 0s marcadores genéticos,assim como o0 género, apesar de serem usados

no modelo, ndo foram associados ao desfecho.

Tabela 6-Andlise multivariada das variaveis associadas a HAM/TSP

Variaveis OR (95% IC) Valor de p
Idade (continua) 1,028 (1,0044 - 1,0520) 0,019
Género feminino 0,85 (0,426 — 1,72) 0,664
Carga Proviral de HTLV-1 1,23 (0,64 — 2,37) 0,524
(>200 c6pias/10* PBMC)

LPA (continuo) 1,000047 (1,000016 — 1,000079) 0,003
IFN-A4

rs12979860

CcC 1,00

CT 1,66 (0,80 — 3,43) 0,170
TT 1,84 (0,62 - 5,40) 0,267
rs8099917

TT 1,00

GT 0,51 (0,23 -1,12) 0,097
GG 2,13 (0,67 - 6,70) 0,195
HLA-C

rs9264942

TT 1,00

CT 1,57 (0,76 - 3,24) 0,220
TT 1,23 (0,48 - 3,12) 0,661
KIR

KIR2DS2

Positivo 1,00

Negativo 1,44 (0,75 - 2,77) 0,263
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Realizou-se uma analise, seguindo-se o modelo de alelos dominantes e

recessivos dos polimorfismos da IFN-Ad4e do HLA-C, em que se observou que

no modelo dominanteque nenhuma das variaveis estudadas foram associadas
ao desfecho para HAM/TSP (tabela 7).

Tabela 7-Andlise univariadado modelo dominante dos polimorfismos de IFN-

Ae HLA-C associados a HAM/TSP

Polimorfismo | Total Assintométicos HAM/TSP | OR (95%Cl) | Valor
N(%) N(%) N(%) dep

IFN-A4

rs12979860

CcC 97 (39) 69 (43,2) 28 (32,2) 1,00

CTITT 150 91 (56,8) 59 (67,8) 1,59 (0,92 - | 0,094
(61) 2,76)

rs8099917

TT 160 105 (66) 55 (63,9) 1,00
(65)

GT/IGG 85 (35) 54 (34) 31(36,1) 1,09 (0,63 - 0,33

1,89)

HLA-C

rs9264942

TT 99 (41) 69 (44,8) 30 (34,5) 1,00

CTI/ICC 142 85 (55,2) 57 (65,5) 1,54 (0,89- | 0,119
(59) 2,65)

Por outro lado, no modelo recessivo, o SNP da posicao rs8099917 do

cromossomo 19 foi associado como fator de protecdo a HAM/TSP (p=0,021),

dados apresentados na tabela 8, entretanto, os outros polimorfismos nao foram

associados ao desfecho.
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Tabela 8-Analise univariadado modelo recessivo dos polimorfismos de IFN-Ae
HLA-C associados a HAM/TSP

Polimorfismo Total Assintométicos HAM/TSP | OR (95%CI) | Valor
N(%) N(%) N(%) dep

IFN-A

rs12979860

TT 32 (13) 17 (10,6) 15 (17,2) 1,00

CCICT 215 (87) 143 (89,4) 72 (82,8) 0,57 (0,26 — | 0,143

1,20)

rs8099917

GG 18 (7,4) 7(4,4) 11 (12,7) 1,00

TT/IGT 227 152 (95,6) 75 (87,3) 0,31 (0,21- | 0,021
(92,6) 0,84)

HLA-C

rs9264942

CcC 40 (16,6) 25 (16,2) 15 (17,2) 1,00

TT/ICT 201 129 (83,8) 72 (82,8) 0,93 (0,46 - | 0,840
(83,4) 1,87)

No modelo dominante, nenhuma variavel foi associada no modelo
multivariado ao desfecho, como era esperado. Entretanto, no modelo
recessivo, observa-se associacdo ao desfecho no SNP da posi¢cédo rs8099917
do cromossomo 19 (OR =0,31, IC =0,105 — 0,961), sendo um fator protetor
relevante para HAM/TSP. As outras variaveis que foram associadas a
HAM/TSP foram a LPA (p= 0,001) e a idade (p=0,027), mantendo-se como
fatores de risco significantes para HAM/TSP.

Tabela 9- Andlise multivariada no modelo recessivo dos polimorfismos de
IFNA4e HLA-C associados a HAM/TSP

Variaveis OR (95% IC) Valor de p
Idade (continua) 1,026 (1,002 - 1,049) 0,027
LPA (continuo) | 1,000054 (1,000025 — 1,000083) 0,001
rs8099917

GG 1,00

TT/GT 0,31 (0,105 - 0,961) 0,042

A carga proviral do HTLV-1 é um importante marcador utilizado.
Nografico 1 (a), utilizando um modelo estatistico de varidveis continuas,
observa-se uma relacdo entre o grupo de assintomaticos e grupo de

sintomaticos. Outro relevante marcador avaliado foi a contagem basal de
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linfoproliferacdo, que mostrou uma forte associacdo entre o0 estado
assintomatico comparada ao desfecho para HAM/TSP (grafico 1 b). O risco de
doenca se manteve elevado, possivelmente poderia ser considerado como o

melhor marcador imunol6gico para HAM/TSP até o presente momento.
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Gréfico 1- Marcadores virais e imunoldgicos de risco elevado para
HAM/TSP

As Tabelas 10 e 11 apresentam as frequéncias alélicas e genotipicas
dos polimorfismos de DNA nos voluntérios avaliados. O equilibrio de Hardy
Weimberg foi calculado com intuito de avaliarmos se as frequéncias
encontradas ndo estavam fora do esperado em uma populacdo em panmixia
(99). Verifica-se que todos os polimorfismos estudados estavam em equilibrio
entre o grupo de individuos assintomaticos, ndo apresentando diferengcas do

valor esperado, estatisticamente significantes (Tabelas 10).
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Tabela 10- Frequéncias alélicas e distribuicdo genotipica do no grupo de
individuos assintomaticos

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas
Genotipo Observado Esperado x?> p Alelo Observado Frequéncia
n n

IFN-A4

rs12979860 160 160

CcC 69 70,33 0,19 0,66 C 106 0,663
CT 74 71,50 T 54 0,337
TT 17 18,17

rs8099917 159 159

TT 105 1064 056045 T 128,5 0,8182
GT 47 47,30 G 30,5 0,1818
GG 7 53

HLA-C

rs9264942 154 154

CC 69 63,57 3,530,06 C 99 0,6425
CT 60 70,74 T 55 0,3575
TT 25 19,69

Na tabela 11, verifica-se que os polimorfismos de IFN-A4 no SNP da
posicao rs12979860 no cromossomo 19 e do HLA-C no SNP na posicao
rs9264942 no cromossomo 6estavam em equilibrio entre o grupo de individuos
com HAM/TSP, ndo apresentando diferencas estatisticamente significantes.
Todavia, o polimorfismo de IFN-A4 no SNP da posicdo rs8099917do

cromossomol19 esta em desequilibrio (p=0,0006).
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Tabela 11-Frequéncias alélicas e distribuicdo genotipica do no grupo de
individuos com HAM/TSP.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

Genoétipo Observado Esperado  y? P  Alelo Observado Frequéncia

n n
IFN-A4
rs12979860 87 87
CcC 28 28,8 0,11 0,74 C 50 0,575
CT 44 42,5 T 37 0,425
TT 15 15,7
rs8099917 86 86
TT 55 49,15 11,6 0,0006 T 65 0,756
GT 20 31,7 G 21 0,244
GG 11 5,15
HLA-C
rs9264942 87 87
CcC 30 29,9 0,02 0,96 C 51 0,586
CT 42 42,2 T 36 0,414

TT 15 14,9
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5 DISCUSSAO

A infeccdo pelo HTLV-1 apresenta amplo aspecto,que pode envolver
desfechos inflamatérios e neoplésicos. Apesar da variedade de estudos nas
ultimas décadas para avaliar tais desfechos, pouco se sabe sobre o porque
apenas uma fracdo dos individuos apresenta a doenca neuroldgica,
reconhecida na década de 80 como HAM/TSP (40, 41). Deste modo, um total
de 247 portadores de HTLV-1 em seguimento regular em uma coorte em S&o
Paulo foi recrutado. Alguns polimorfismos genéticos, marcadores imunoldgico e
viral foram analisados no presente estudo. Destaca-se como principais
resultados, a associacédo do polimorfismo de IFN-A4 no SNP rs8099917, a LPA
e a idade,como fatores de risco a HAM/TSP.

A neuropatologia da HAM/TSP fornece evidéncias de que mecanismos
imunes mediados desempenham um papel importante na patogénese da
doenca (95). Estudos anteriores compararam resposta imune, incluindo celular
e humoral, em pacientes com HAM/TSP e em individuos assintomaticos. Por
exemplo, o virus induz uma resposta imunomediada, que pode levar a
diferentes desfechos, como doenca neurologica progressiva, que resulta na
HAM/TSP e/ou dermatites infecciosas (100, 101).

Por outro lado, vérios estudos tém indicado que a replicacao viral, em
especial de genes regulatérios como Tax/rex e HBZ, que podem contribuir
também nessa patogénese. Em adicdo, outras regides nao regulatérias, como
gag-pol, podem induzir resposta autoimune (102-104). Nesse sentido, foi
analisada a carga proviral do gene pol nos pacientes deste estudo. Essa
analise revelou, como esperado, que a PVL foi um fator independente para o
desenvolvimento da HAM/TSP. Entretanto, quando associado a outras
variadveis estudadas, esse poder estatistico perde sua for¢ca, o que poderia ser
explicado pela influéncia de fatores, que geralmente ndo sdo estudados em
conjunto nos diversos trabalhos publicados (105). Isso poderia se justificar pela
ativacao da IL-2 e seu receptor (IL-2r), além da induc&o das CTL, que poderiam
inibir a replicagdo viral que desencadearia processos inflamatérios

exacerbados. Esses fenbmenos poderiam contribuir para o dano a membrana
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de mielina, mecanismo basico para desenvolvimento da doenca (81, 102, 106-
108).

Outro fator importante avaliado neste trabalho foi o papel da LPA no
desfecho clinico. Esse marcador foi uma das mais importantes observacdes no
presente estudo, visto que houve uma elevacao de risco para HAM/TSP, sendo
gue para cada incremento de mil células houve uma elevacdo de risco de
0,5%. Esse dado chama atencé&o pelo fato de que poucos estudos avaliaram
esse marcador, principalmente, devida a sua complexidade de realizacao,
elevado custo e dificil reprodutibilidade (94). O laboratério LIM-56 realiza este
ensaio como rotina desde 1996, o que possibilitou a elaboracdo de um
protocolo padronizado, com elevado grau de confiabilidade, que permite a
avaliacdo da funcdo de células como marcador de resposta imune in vitro.
Esses achados podem contribuir tanto no diagnostico diferencial de doenca
incipiente, quanto na avaliacdo prognéstica apés uso de imunomodulares, em

particular o uso de corticosteroéides (48).

Apesar de poucos estudos avaliarem ativacdo celular in vitro como
marcador de doenca, como exposto acima, a LPA deveria ser avaliada
longitudinalmente como marcador de progressdo para HAM/TSP e também
como marcador de resposta a terapias. Os trabalhos mais relevantes nesta
linha mostraram que é sabido que os linfocitos de pessoas com HTLV-1 podem
espontaneamente proliferar in vitro (109) e que a infeccdo em clones de células

T levam a proliferacéo (110).

Células mononucleares (CD4+ e/ou CD8+) desses individuos podem,
na sua maioria, exibir proliferacdo espontanea exacerbada (77, 111), como
observado. A maioria dos estudos, até o momento, focou a avaliagdo de LPA
em células T, com pouca atencdo em outras subpopulacdes de linfécitos (81).
Deste modo, a determinacdo de marcadores adicionais, especialmente

genéticos, pode contribuir no manejo clinico dos pacientes.

Outro aspecto relevante avaliado no presente estudo foia possibilidade
gue a idade poderia influenciar o desfecho clinico. Em estudo anterior, foi
observado que a maioria dos casos de HAM/TSP se iniciava na faixa etaria de

adultos jovens (112). No presente estudo, a idade média dos casos de
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HAM/TSP foi de 59 anos, esse fato se deve, provavelmente, ao
envelhecimento das pessoas que compdem a coorte. A possibilidade do uso de
imunomoduladores como corticosteroides, pode atuar numa fase inflamatéria,
gue no caso da HAM/TSP acontece até cinco anos do inicio dos primeiros
sintomas (113). Portadores de HTLV-1 ap6s 40 anos de idade apresentam
menor risco de desenvolvera HAM/TSP, provavelmente devido a
imunocenescéncia que ocorre nessa faixa etaria (112). Esse aspecto é bem
observado na esclerose mdultipla, onde, o maior risco estd nessa faixa etaria

inferior a 40 anos de idade para inicio dos primeiros sintomas(114).

Também foi avaliada a associacdo entre marcadores genéticos
possivelmente envolvidos na patogénese da HAM/TSP. Alguns alelos foram
estudos, que em avaliados anteriores se revelaram importantes em algumas
infeccdes virais persistentes (16, 54, 115). Esses marcadores foram mostrados
na Tabela 1. Outras caracteristicas genéticas, como alguns haplétipos de HLA,
foram descritas como envolvidas na patogénese da HAM/TSP(50) ou fatores
pro-inflamatorios (49). Nesse sentido, este estudo revelou que o polimorfismo
do HLA-C no SNP na posicao rs9264942 no cromossomo 6, ndo foi associado
ao desenvolvimento da HAM/TSP. Existe a possibilidade de que o virus interaja
com células T através do HLA tipo 1, sendo, portanto, importante na resposta
antiviral.

Apesar dos resultados que avaliaram polimorfismo no HLA-C nos
pacientes com HTLV-1, independente do status clinico, ndo mostraram
associacao de risco ou protecdo.A eficacia da resposta imune especifica para
HTLV-1, especialmente a resposta de linfocitos T citéxicos (CTL) CD8+, tem
sido demonstrada como sendo a chave para controlar a carga proviral do
HTLV-1 (116). A evidéncia mais convincente de um papel protetor de CTLs
surgiu da observacdo, em uma populacéo no sul do Japéo, de que a presenca
de um dos dois genes HLA de classe 1, HLA-A*02 ou HLA-Cw*08, esteve
associada com uma carga proviral mais baixa e menor incidéncia de HAM/TSP
(50, 61).

Em relacdo ao perfil de polimorfismo de KIR estudado, apesar do
KIR2DS2 ter entrado no modelo multivariado, ndo se observou associacdo com

o desfecho. Corroborando-se com os dados deste, estudo realizado na
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populacdo peruana néo revelou associacao entre esses genes (117). Por outro
lado, outro estudo que avaliou o KIR3DS1 (perfil ndo avaliado no presente
estudo) em pacientes com HAM/TSP nao encontrou associagdo com a carga
proviral ou com o desfecho (118). Em contraste, a presenga de KIR2DL2
poderia indicar protecdo para HAM/TSP quando associado ao HLA-Cw*08 e
B*54 em populaces europeias e japonesas, interferindo no controle de carga
proviral (59). Esses resultados conflitantes podem ser explicados pela
influéncia da ascendéncia genética, dado o contexto histérico da colonizacao
brasileira, a populacdo exibe caracteristicas genéticas Unicas, apresentando
fendtipos de populacdes africanas, europeia e amerindia (4).

Em estudo preliminar, a associacdo do polimorfismo da IFN-A4 no SNP
da posicdo rs8099917 no cromossomo 19 (GG), foi independente ao
desenvolvimento de HAM/TSP (16). Esses dados corroboram com o presente
estudo, mostrando a importancia desse polimorfismo como fator de risco
envolvido na patogénese da HAM/TSP. Neste sentindo, no modelo recessivo,
este se mostra um fator de protecédo de evolucdo da doenga, o que nos induz
pensar que, de fato, estudos genéticos de mutagdes pontuais sdo importantes
para avaliar as interacfes genéticas entre virus versus hospedeiro (1). Até o
presente ndo foi realizado esse tipo de ensaio em populacdes vivendo com
HTLV-1, somente em isolados celulares infectados pelo virus, com a finalidade
de estudar polimorfismos virais (119, 120).

Vale ressaltar que a resposta imune parece ser um fator crucial na
patogénese da HAM/TSP. Por exemplo, em estudos anteriores realizados,
mostrou-se que 0s pacientes com HAM/TSP apresentaram maiores niveis de
IFN-gama e quimiocinas (MIP-1a) em comparacdo com portadores
assintomaticos(47). Nesse sentido, como foi relatado recentemente, genes
estimulados por interferon regulam a expressdo de outras citocinas, e esta
regulacdo pode ser diferente no tecido infectado, e ainda entre os tipos de
células dentro do figado e da medula espinal (73). Sabe-se que a IFN-A4
atenua a producao da IL-13; e é também possivel que essa citocina, produzida
em pessoas com o alelo de protecédo diminua a expressao desta, levando a um
efeito semelhante ao protetor e menor interacdes entre inibitérios de gene do
KIR e HLA-C (74). Assim, o IFN-A4 e outros trés interferons, tais como IL28A
ou IL-29, ativam a cascata antiviral via JAK-STAT. Esses fendmenos
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imunolégicos atuam, provavelmente sinérgica e mimeticamente aos interferons
do tipo 1, o que pode contribuir para a patogénese imune da HAM/TSP.

Esses dados, quando analisados em conjunto, induzem a pensar que 0
tempo de doenca e a classificagdo dos individuos devem ser repensados. Um
exemplo recente desta observacao refere-se a um estudo paralelo do grupo de
neurociéncias do IIER e do grupo de imunovirologia do LIM-56, que
acompanha individuos inicialmente assintomaticos que reavaliados por
neurologistas mais detalhadamente, apresentaram sintomas sutis de disturbios
neuroldgicos, ainda nao associados a HAM/TSP, em torno de 10% do total de
casos (dados nao publicados), que poderia sugerir diagnostico precoce da

doenca ou uma forma de menor gravidade.

Nesta mesma direcdo, um grupo da Bahia, revelou que cerca de 30%
dos individuos assintomaticos apresentavam alteragcbes neurologicas
denominadas como menores, que nao preenchem o0s requisitos de
classificacdo para HAM/TSP, sugerindo uma nova entidade clinica associada
ao virus (39). Entretanto, esses sintomas e sinais podem ser a possibilidade da
deteccao precoce da sindrome neurolégica — HAM/TSP, na sua forma inicial de

apresentacao. Isso deveria ser objeto de estudo mais detalhado no futuro.

Vale ressaltar que esses dados em conjunto, explicam 8% dos fatores
de progressdo e de protecdo para HAM/TSP. Destacamos ainda que o
presente estudo limitou-se a estudar polimorfismos genéticos pontuais, e isso
poderia explicar o fato de ndo encontrarmos mais associagdes que podem ter
relevante associagdo ao desfecho para HAM/TSP. Desse modo, estudos
genéticos multicéntricos envolvendo analise de exoma e maior numero de
casos de HAM/TSP, deveriam ser realizados com a finalidade de explorar
melhor esse cenério, ainda inexplicado. O entendimento da patogénese pode
oferecer marcadores de valor prognéstico importantes para o manejo clinico,

além de contribuir para o achado de novas intervencdes terapéuticas no futuro.
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6 CONCLUSAO

A distribuicdo dos polimorfismos do IFN-A4, HLA-C e do KIR foi
proporcional aquelas encontradas na populagéo brasileira;

Os polimorfismos da IFN-A4 no SNP na regido rs12979860 do
cromossomo 19, o HLA-C no SNPna posicdo rs9264942 no
cromossomo 6 e os marcadores de KIR, ndo foram associados nem
para risco ou protecdo a HAM/TSP;

No modelo recessivo, o polimorfismo da IFN-A4no SNP na regido
rs8099917 do cromossomo 19 foi associada ao desfecho clinico,

portanto, sendo um fator protetor relevante para HAM/TSP;

d) A carga proviral de HTLV-1 ndo foi um marcador importante na

andlise multivariada para HAM/TSP na amostra analisada;

e) A contagem basal de linfoproliferacdo foi associada ao risco para

HAM/TSP, e se manteve associada nos modelos por analise
multivariada, demonstrando ser um importante marcador de

progressao da doenca.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolugéo n° 196/96 — Conselho Nacional de Saude
Protocolo n°.:232/2012

O (a) Sr(a) foi selecionado(a) e estd sendo CONVIDADO(A) para participar da
pesquisa intitulada: Determinacdo do Perfil do Polimorfismo da IFN-I'4 em
Individuos co-infectados com o virus da Hepatite C crbénica Gend6tipo 1 e
pelo virus linfotropico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1 ), no
ambulatorio do “Instituto de infectologia Emilio Ribas”.

Esta pesquisa tem como objetivo: determinar o perfil do polimorfismo da IFN-
4 de pessoas que tem o virus HTLV- 1le/ ou o virus da Hepatite C, com isso
verificaremos como 0 virus agem no organismo, e também como seria a
resposta do organismo frente a infecgdo. Os resultados deste estudo ira nos
ajudar a entender como esses virus agem no organismo entre 0s pacientes de
NOsso pais, visto que a maioria dos estudos sobre esse assunto foi realizada
no exterior. NOs teremos 3 grupos de pessoas que serdo convidadas a
participar da pesquisa:

1° Grupo : Pacientes que estdo sendo atendidos pelo ambulatério de HTLV
(Dr. Augusto Penalva, as quartas-feiras) e possuem o virus do HTLV-1. Nos
pacientes que se encaixam neste grupo, realizaremos exame de sangue para
avaliar se o Sr. (a) possui uma variacdo genética em uma proteina que pode
demonstrar como serd a resposta do virus da HTLV-1 em relacdo ao
desenvolvimento da HAM/TSP (doenca que o virus do HTLV-1 causa em 5%
dos pacientes que tem esta infeccdo, levando a paralisia das pernas), e
também analisaremos o seu prontuario médico, coletando informacfes sobre
seus exames de sangue ja realizados como : hemograma, glicemia, TGO,
TGP.

2° Grupo: Pacientes que estdo sendo atendidos pelo ambulatério de
Hepatologia (Dr. Fernando Vieira, segunda, terca e quartas- feiras) e possuem
o virus do Hepatite C. Nos pacientes que se encaixam neste grupo,
realizaremos exame de sangue para avaliar se o Sr. (a) possui uma variacao
genética em uma proteina que pode demonstrar como sera a resposta do virus
da Hepatite C ao tratamento, e também analisaremos o0 seu prontuario médico,
coletando informacfes sobre seus exames de sangue ja realizados como:
hemograma, glicemia, TGO, TGP.

3° Grupo: Pacientes que estdo sendo atendidos pelo ambulatério pelo
ambulatorio de HTLV (Dr. Augusto Penalva, as quartas-feiras) e possuem o
virus do HTLV-1 e o virus da Hepatite C. Nos pacientes que se encaixam
neste grupo, realizaremos exame de sangue para avaliar se o Sr. (a) possui
uma variacdo genética em uma proteina que pode demonstrar como sera a
resposta do virus da Hepatite C ao tratamento, e essa mesma proteina pode
nos mostrar como serd a resposta do virus da HTLV-1 em relacdo ao
desenvolvimento da HAM/TSP (doenca que o virus do HTLV-1 causa em 5%
dos pacientes que tem esta infeccdo, levando a paralisia das pernas).
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Analisaremos 0 seu prontuario médico, coletando informacdes sobre seus
exames de sangue ja realizados como : hemograma, glicemia, TGO, TGP.

Nés informaremos o Sr.(a) a qual grupo vocé pertence no momento da
entrevista e vamos circular o grupo ao qual pertence, na sua copia deste termo.

A pesquisa terd duracdo de 2 anos, com o término previsto para junho de 2016.

Aos pacientes do Grupo 1 , 2 e 3 realizamos uma coleta de sangue onde
coletaremos dez (10) ml de seu sangue para a realizacdo de um exame que
nos mostra quantos virus HTLV- 1 e 2 tem no seu sangue. Caso seja preciso,
vocé serd chamado para nova coleta de sangue, igual a primeira, para que
refacamos o exame, vocé podera sentir algum desconforto na hora da coleta
do sangue, no local onde a agulha sera colocada o Sr.(a) pode sentir dor, que
logo desaparecera; podera surgir neste local uma area vermelha ou até mesmo
roxa, que também desaparecera depois de algum tempo, desmaio, ou em
casos extremos pode ocorrer uma infeccdo na sua veia, que sera tratada. Este
sangue serad coletado por uma equipe especializada que trabalha no
Laboratério do “Instituto de Infectologia Emilio Ribas”, e utilizaremos todas as
técnicas para evitar todos os desconfortos mencionados acima. A amostra de
sangue obtida sera estocada em freezer -20 C até a realizacdo dos exames, e
serd descartada ap0s o término da pesquisa. Caso 0 paciente recuse/desista
de participar do estudo, as amostras serdo descartadas.

Sua participacdo nesta pesquisa consistirdA em responder as perguntas a
serem realizadas sob a forma de questionario, onde perguntaremos sobre sua
vida pessoal, por exemplo: seu estado civil, seu salario, seu comportamento
em relacdo ao uso de drogas, sua vida sexual. A entrevista sera respondida em
guestionario— que serd guardado por cinco (05) anos e sera destruidoapds
esse periodo.

Suas respostas ao questionario serdo tratadas de forma andnima e
confidencial, isto €, em nenhum momento serad divulgado o seu nome em
gualquer fase do estudo. Quando for necessario exemplificar determinada
situacdo, sua privacidade serd assegurada uma vez que Seu nome sera
substituido de forma aleatéria. Os dados coletados serdo utilizados apenas
NESTA pesquisa e o0s resultados divulgados em eventos e/ou revistas

cientificas.

Sua participacao € voluntéria, isto €, a qualquer momento vocé pode recusar-
se a responder qualquer pergunta ou desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ou desisténcia ndo trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo que forneceu os seus dados,
como também na que trabalha.

Sr(a) ndo terd nenhum custo ou quaisquer compensacdes financeiras. Nao
havera nenhum beneficio a sua participacdo, a ndo ser de aumentar o
conhecimento cientifico para compreender a infeccéo pelo virus da Hepatite C
e o virus HTLV- 1.

Caso tenha alguma davida em relacdo a questdes éticas da pesquisa 0 Sr(a)
pode entrar e contato com o Comité de Etica e Pesquisa do Instituto do Instituto
de Infectologia Emilio Ribas pelo telefone (11)3896-1406 ou pelo e-mail:
comitedeetica-iier@ig.com.br.
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OSr(a) receberd uma copia deste termo, caso tenha qualquer duavida sobre a
pesquisa pode entrar em contato com Tatiane Assone ou Dr. Jorge Casseb
pelo telefone (11) 3066-7194 ou pelo e-mail (tatianeassone@usp.br ou
jorge_casseb@yahoo.com.br), podendo tirar as suas duvidas sobre o projeto e
sua participacéo, agora ou a qualquer momento. Desde ja agradecemos!

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO.

Nome e assinatura do paciente
Data: I/

Etiqueta do Paciente :

Nome e assinatura de quem obteve o

TCLE

DATA


mailto:tatianeassone@usp.br
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ANEXO B

COORDENADORIA DOS SERVIGOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA "EMILIO RIBAS"
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Dr. Arnaldo, 165 - Cerqueira César - Sdo Paulo - SP

CEP: 01246-900 — TEL: 3896-1406

E-mail: comitedeetica-iier@ig.com.br

PARECER

PROTOCOLO DE PESQUISA N.°©13/11
PARECER N.o 232/2012 Data: 19/9/2012

Titulo da Pesquisa: "Determinagdo do perfil de polimorfismo da IL28b em
individuos co-infectados pelo virus da Hepatite C Crénica (HCVY)
e pelo virus linfotrdpico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1)"

ZInvestigador Responsdvel: Dr. Fernando Vieira Souza
Autora Principal: Tatiane Assone dos Santos

CONSIDERACOES: O Comité de Etica em Pesquisa toma ciéncia e Aprova:
- Nova versdo do projeto com o titulo aiterado;

- Nova versdo do TCLE.

O CEP aguarda o Parecer de Aprovacdo do CEP da FMUSP.

(X) APROVADO
“( ) REPROVADO
() com PENDENCIAS- OBS.: a auséncia de resposta em 60 dias, acarretard em
arquivamento do processo por faita de interesse do pesquisador. |

TEMATICA ESPECTAL O SIM 0O NAO
CONEP O SIM O NAO
SVS (SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA)O SIM O NAO

~
/

/ f
/
~

Dra. Anna C‘hr/?fma Nunes D' Ambrosio
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas - I.IER.



ANEXO C

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470

CEP 05403-000 - Sao Paulo — Brasil

e-mail: epg-imt@usp.br
Telefone:(55-11)3061-7193 e 3061-8650 FAX: (55-11) 3064-5132 e 3062-2174

Sao Paulo, 30 de maio de 2012.

limo. Sr.
Dr. Jorge Casseb
(aos cuidados de Tatiane Assone dos Santos)

Em reunido na presente data, a Comissdo de Pesquisa e Etica do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo, tomou ciéncia do
projeto classificado sob o numero CPE-IMT 2012/133 e intitulado
“Determinagao do perfil do Polimorfismo da IL28b em individuos coinfectados
pelo virus da Hepatite C cronica (HCV) e pelo virus Linfotropico de células T
Humanas tipo 1 (HTLV-1", sob sua responsabilidade. O projeto devera ser
enviado ao Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo, para aprovacao.

Atenciosamente

Dr. Jo g E&aés\s/eb

Presidente da Comissdo de\Pesquisa e Etica do IMT-USP
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ANEXO D
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gl

By 0
MEDIC

IN
rSP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, em 23.10.12 tomou ciéncia dos documentos
apresentados ao Projeto n° 356/12 intitulado “Determinacao do Perfil do
Polimorfismo da IL28-b em individuos co-infectados pelo virus da
Hepatite C Cronica (HCV) e pelo virus linfotropico de células T
humanas tipo (HTLV-1)”, apresentado, avaliado e aprovado pelo Instituto de
Medicina Tropical , e por ndao haver nenhum o&bice ético , a proposta foi

aprovada.

Pesquisador(a) Responsavel: Jorge Simao do Rosario Casseb

Pesquisador(a) Executante : Tatiane Assone dos Santos

CEP-FMUSP, 23 de outubro de 2012.

/Z/‘ ( (44 lin (A7)

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
cep fm@usp br - 3061-8004
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Review
Genetic Markers of the Host in Persons Living with
HTLV-1, HIV and HCV Infections

Tatiane Assone "**, Arthur Paiva %, Luiz Augusto M. Fonseca * and Jorge Casseb >*

1 Laboratory of Dermatology and Immune deficiencies, Department of Dermatology, University of Sao Paulo

Medical School, LIM56, Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar 500, 3rd Floor, Building II, Sao Paulo, SP, Brazil

Institute of Tropical Medicine of Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil; arthurmpaiva@usp.br

Department of Preventive Medicine, University of Sao Paulo Medical School, Sio Paulo, Brazil;
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*  Correspondence; tatianeassone@usp.br (T.A.); jcasseb@usp.br (J.C.); Tel.: +55-11-3061-7194 (T.A. & J.C.);
Fax: +55-11-3081-7190 (T.A. & ].C.)

Academic Editor: Louis M. Mansky
Received: 24 September 2015; Accepted: 15 January 2016; Published: 3 February 2016

Abstract: Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1), hepatitis C virus (HCV) and human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) are prevalent worldwide, and share similar means of
transmission. These infections may influence each other in evolution and outcome, including cancer
or immunodeficiency. Many studies have reported the influence of genetic markers on the host
immune response against different persistent viral infections, such as HTLV-1 infection, pointing to
the importance of the individual genetic background on their outcomes. However, despite recent
advances on the knowledge of the pathogenesis of HTLV-1 infection, gaps in the understanding of
the role of the individual genetic background on the progress to disease clinically manifested still
remain. In this scenario, much less is known regarding the influence of genetic factors in the context
of dual or triple infections or their influence on the underlying mechanisms that lead to outcomes
that differ from those observed in monoinfection. This review describes the main factors involved in
the virus—host balance, especially for some particular human leukocyte antigen (HLA) haplotypes,
and other important genetic markers in the development of HTLV-1-associated myelopathy /tropical

spastic paraparesis (HAM/TSP) and other persistent viruses, such as HIV and HCV.

Keywords: HTLV-1; HIV-1; HCV; genetic factors
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IL28B Gene Polymorphism SNP rs8099917 Genotype GG
Is Associated with HTLV-1-Associated Myelopathy/
Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) in HTLV-1
Carriers

OPEN a ACCESS Freely available online

Tatiane Assone™2>*, Fernando Vieira de Souza®®, Karen Oliveira Gaester'2>,

Luiz Augusto Marcondes Fonseca®®, Olinda do Carmo Luiz?* Fernanda MaltaZ,

Joao Renato Rebello Pinho?, Fernanda de Toledo Goncalves®, Alberto Jose da Silva Duarte’,
Augusto Cesar Penalva de Oliveira®, Jorge Casseb'2%*

1 Laboratdrio de Dermatologia e Imunodeficiéncias, Departamento de Dermatologia, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil,
2Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil, 3Instituto de Doengas Infecciosas “Emilio Ribas” (IIER) de Sao Paulo, Sao Paulo, Séo Paulo,
Brazil, 4 Departamento de Medicina Preventiva, Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil, 5 Laboratério de Imuno-hematologia e
Hematologia Forense — LIM40, Departamento de Medicina Legal, Etica Médica, Medicina Social e do Trabalho, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, Séo Paulo, Brazil

Abstract

Background: The polymorphisms of IL28B have been described as important in the pathogenesis of infections caused by
some viruses. The aim of this research was to evaluate whether IL28B gene polymorphisms (SNP rs8099917 and SNP
rs12979860) are associated with HAM/TSP.

Methods: The study included 229 subjects, classified according to their neurological status in two groups: Group | (136
asymptomatic HTLV-1 carriers) and Group Il (93 HAM/TSP patients). The proviral loads were quantified, and the rs8099917
and rs12979860 SNPs in the region of IL28B-gene were analyzed by StepOnePlus Real-time PCR System.

Results: A multivariate model analysis, including gender, age, and HTLV-1 DNA proviral load, showed that 1L28B
polymorphisms were independently associated with HAM/TSP outcome in rs12979860 genotype CT (OR=2.03;
1C95% =0.96-4.27) and in rs8099917 genotype GG (OR =7.61; 1C95% = 1.82-31.72).

Conclusion: Subjects with SNP rs8099917 genotype GG and rs12979618 genotype CT may present a distinct immune
response against HTLV-1 infection. So, it seems reasonable to suggest that a search for IL28B polymorphisms should be
performed for all HTLV-1-infected subjects in order to monitor their risk for disease development; however, since this is the
first description of such finding in the literature, we should first replicate this study with more HTLV-1-infected persons to
strengthen the evidence already provided by our results.

Citation: Assone T, Souza FVd, Gaester KO, Fonseca LAM, Luiz OdC, et al. (2014) IL28B Gene Polymorphism SNP rs8099917 Genotype GG Is Associated with HTLV-
1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) in HTLV-1 Carriers. PLoS Negl Trop Dis 8(9): €3199. doi:10.1371/journal.pntd.0003199
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Copyright: © 2014 Assone et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commens Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Data Availability: The authors confirm that all data underlying the findings are fully available without restriction. All relevant data are within the paper and its
Supporting Information files.
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Human papillomavirus infection in oral
fluids of HIV-1-positive men:prevalence
and risk factors

Karen Gaester'-?, Luiz A. M. Fonseca®, Olinda Luiz®, Tatiane Assone'?, Adriele Souza Fontes'?,
Fernando Costa'?, Alberto J. S. Duarte'? & Jorge Casseb'?

'Laboratery of Dermatelogy and Immunodeficiencies, Department of Dermatology, University of 53 Paule Medical School, Brazil,
ZInstitute of Tropical Medicine of Sao Paulo, Sdo Paulo, SP, Brazil, *Department of Preventive Medicine, University of Sao Paulo
Medical School, Brazil.

Human papillomavirus is one of the most common sexually transmitted diseases worldwide. The natural
history of oral HPV infection is unclear, and its risk factors have not been explored. Inmunocompromised
individuals, asexemplified by HIV patients, are at high risk for HPV-related diseases. The mean of this study
is to determine the prevalence of HPV in the oral tract of HIV-1-positive male subjects and its association
with risk factors. A total of 283 oral wash samples from HIV-1-positive men were tested. The oral fluid
sam ples were used for DNA extraction and conventional PCR am plification; HPV genotyping was
performed by hybridization. HPV genotyping revealed that nine samples (3.5%) were positive for HPV
DNA; the major high-risk HPV types identified were 51 and 66. Worldwide studies have shown a variable
prevalence of oral HPV. The diversity of genotypes and the high prevalence of multiple infections in
HIV-infected subjects can be better explained by the effects of HIV-induced immunosuppression. The most
important risk factors are unprotected sexual intercourse, but other factors for this infection have been
described elsewhere including smoking, age and HIV-positive serostatus. In this study, smoking was the
most important risk factor for acquiring oral HPV in HIV -1-infected subjects in Brazil.
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High frequency of deficient
consumption and low blood levels
of 25-hydroxyvitamin D in HIV-
1-infected adults from Sao Paulo
city, Brazil

Stephanie Hael Sales?, Sandra Maria Matta*, Daniela Cardeal da Silva?, Tatiane Assone?,
: Luiz Augusto M. Fonseca3, Alberto J. 5. Duarte* & Jorge Casseb™*

¢ Micronutrient deficiency is common in patients with HIV/AIDS, usually caused by mal-absorption

: andfor drug interactions. 25-hydroxyvitamin D is of fundamental importance for the homeostasis of
¢ musculoskeletal health. The current study aimed to evaluate the nutritional status of HIV-infected

i subjects in order to make their nutritional diagnoses, including their vitamin D blood levels, and to
i estimate their consumption of vitamin D. The study included g8 HIV-1-infected subjects, followed

i at University of Sio Paulo Medical School - HC-FMUSP. We performed a nutritional evaluation,

¢ along with the determination of patients’ serum 25-hydroxyvitamin D and calcium concentration,

¢ biochemical analyses, and an anthropometric assessment. In the medical interview a 24-hour food

i recall was used (R24) to estimate daily calorie intake, macronutrients, calcium, and vitamin D. A high
¢ level of vitamin D deficiency was observed in our patients: 83.4% of them had levels below 3ong/

i ml; they also presented an increased risk of cardiovascular disease, along with a high consumption
i of dietary fat. Factors related to the virus itself and to the use of antiretroviral drugs may have

: contributed for the low vitamin D levels seen in our HIV-1-infected patients.



