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RESUMO

NICOLELA, N. C. S. Expresséao de proteinas recombinantes de HTLV-1 e HTLV-
2 em sistema heterélogo — Pichia pastoris e Escherichia coli. 2022. 152 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O virus linfotropico das células T humanas (HTLV) € um virus relacionado a diversas
doencas incapacitantes, sobretudo a leucemia/linfoma das células T do adulto (LLTA)
e a paraparesia espastica tropical ou mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH). A
infecc@o por esse retrovirus constitui um grave problema de saude publica, sendo
muitos os esforgos realizados na tentativa de conter sua disseminacdo. A existéncia
de métodos diagndsticos precisos, rapidos e acessiveis é essencial para identificar a
presenca desse retrovirus nos pacientes e permitir uma melhor abordagem no
tratamento e controle das infec¢cbes. A busca de melhores produtos diagnésticos,
processos e menores custos deve ser constante. No Brasil, hA uma escassez de
métodos de deteccdo que sejam capazes de distinguir entre a infeccdo por HTLV-1 e
2. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de um sistema de diagndstico
diferencial de origem nacional, de modo a possibilitar m&o de obra e custos reduzidos
para tal finalidade. As gp21, p24 e gp46 do HTLV sé&o proteinas e glicoproteinas do
envelope e capsideo virais utilizadas como antigenos de captura em testes
diagnésticos, tendo em vista que os primeiros anticorpos produzidos pelo organismo
infectado por esses retrovirus sédo especificos para essas proteinas. Neste trabalho,
foram produzidas as proteinas recombinantes gp21, p24 e gp46 de HTLV-1 utilizando
como sistema de expressao a bactéria E. coli BL21(DE3) com o vetor de expressao
pET28a. A proteina gp46 de HTLV-2 também foi alvo de estudo neste trabalho, sendo
realizados ensaios de sua expressdo em P. pastoris, com o vetor pPICzaA,
abordagem que nédo foi bem-sucedida, sendo substituida também pelo sistema de
bactéria E. coli. Trés cepas foram testadas para a expressédo da gp46 de HTLV-2
utilizando o vetor pET28a_1081: Rosetta(DE3), C43(DE3) e ArcticExpress(DE3),
sendo a ultima o sistema selecionado para expressao da proteina na forma sollvel.
As proteinas foram detectadas por SDS-PAGE e Dot blotting. As proteinas gp21 de
HTLV-1, gp46 de HTLV-2, e p24 de HTLV-1 foram purificadas por IMAC. A expressao
da gp46 de HTLV-2 também foi confirmada por Western blotting. Foi realizada a
padronizacao das condi¢des de expressao dessas proteinas com o intuito de otimizar
o rendimento de sua produc¢do. Um ensaio piloto de ELISA in-house sanduiche foi
realizado com soros de pacientes positivos para HTLV-1 ou 2, visando-se verificar a
reatividade entre o0s soros e as proteinas recombinantes. O teste mostrou
inespecificidade e sdo necessarios aprimoramentos para que as proteinas possam
ser empregadas em um teste diagndéstico preciso e diferencial.

Palavras-chave: Proteinas; Expressdao Recombinante; HTLV-1/2; Diagndstico.



ABSTRACT

NICOLELA, N. C. S. Expression of recombinant proteins of HTLV-1 and HTLV-2
in heterologous system - Pichia pastoris and Escherichia coli. 2022. 152 f.
Dissertation (Master's Degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The human T-cell lymphotropic virus (HTLV) is a virus related to several disabling
diseases, especially adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL) and tropical spastic
paraparesis or HTLV-associated myelopathy (TSP/HAM). Infection by this retrovirus
is a serious public health problem, and many efforts have been made to contain its
spread. Accurate, rapid, and affordable diagnostic methods are essential to identify
the presence of this retrovirus in patients and to allow a better approach to treatment
and infection control. The search for better diagnostic products, processes, and lower
costs must be constant. In Brazil, there is a scarcity of detection methods that are able
to distinguish between HTLV-1 and 2 infections. It is important to develop diagnosis
system of national origin, to allow reduce labor and costs for this purpose. The HTLV
gp21, p24 and gp46 are proteins and glycoproteins of the viral envelope and capsid
which are used as capture antigens in diagnostic tests, considering that the first
antibodies produced by the organism infected by these retroviruses are specific for
these proteins. In this work the recombinant proteins gp21, p24 and gp46 of HTLV-1
were expressed using the bacteria E. coli BL21(DE3) and the expression vector
pET28a. The gp46 protein from HTLV-2 was also the target of study in this work, and
assays of its expression were performed in P. pastoris, with the expression vector
pPICzaA, an approach that was not successful, being replaced also by the E. coli
bacterium system. Three strains were tested for HTLV-2 gp46 expression using the
pET28a-1081 expression vector: Rosetta(DE3), C43(DE3) and ArcticExpress(DE3),
the last one being the system selected for protein expression in soluble form. The
proteins were detected by SDS-PAGE and Dot blotting. HTLV-1 gp21, HTLV-2 gp46,
and HTLV-1 p24 proteins were purified by IMAC. The expression of HTLV-2 gp46 was
also confirmed by Western blotting. Standardization of the expression conditions of
these proteins was performed in order to optimize the yield of their production. A pilot
in-house sandwich ELISA test was carried out with sera from HTLV-1 or 2 positive
patients, aiming to verify the reactivity between sera and recombinant proteins. The
test showed nonspecificity and improvements are needed so that the proteins can be
employed in an accurate and differential diagnostic test.

Keywords: Proteins; Recombinant Expression; HTLV-1/2; Diagnostic.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO HTLV

Em 1979, ocorreu a descoberta do primeiro retrovirus humano: o virus
linfotrépico de células T humana (HTLV, do inglés Human T-Lymphotropic Virus), que
havia sido isolado do sangue periférico de pacientes diagnosticados com linfoma
cutaneo de células T (POIESZ et al., 1980). Subsequentemente, o virus da leucemia
de células T do adulto (ATLV, do inglés Adult T-Cell Leukemia Virus) foi isolado de
pacientes com leucemia/linfoma de células T do adulto (LLTA) (HINUMA et al., 1981,
YOSHIDA; MIYOSHI, 1982).

ApOGs analises comparativas entre o HTLV e o ATLV, foi comprovado que
ambos eram idénticos (POPOVIC et al., 1982; WATANABE; SEIKI; YOSHIDA, 1984),
sendo acordado manter a denominacdo HTLV em respeito a ordem cronoldgica de
seu isolamento (WATANABE; SEIKI; YOSHIDA, 1983). Sua descrigdo ocorreu em
1980 (POIESZ et al., 1980; GALLO, 2005), sendo o HTLV um dos Unicos retrovirus
conhecidos como agente etiolégico de cancer em humanos (BRAOUDAKI;
TZORTZATOU-STATHOPOULOU, 2011).

Em 1982, um paciente com leucemia de células pilosas (LCP) apresentou em
seu soro anticorpos contra a proteina p24 de HTLV. No entanto, o virus obtido desse
paciente foi identificado como claramente distinto das cepas de HTLV isoladas
previamente. Devido a isso, passou-se a denominar HTLV-1 o HTLV primeiramente
identificado, enquanto o recém-isolado foi denominado HTLV-2 (KALYANARAMAN et
al., 1982). Posteriormente, o HTLV-2 foi novamente isolado de outro paciente com
LCP (ROSENBLATT et al., 1986).

Existem duas grandes hip6teses que dissertam acerca da origem geografica
do virus, sendo ambas igualmente aceitas (DOOREN et al., 1998). Uma afirma que o
HTLV se dispersou devido a migracédo de paleomongoloides pelo Estreito de Bering,
saindo da Asia at¢é a América do Norte, chegando a& América do Sul e se
estabelecendo tanto nos Andes quanto nas regides Amazonicas (ZANINOVIC et al.,
1990). A outra vertente defende uma transmisséo interespécies de primatas nao
humanos a africanos. Essa teoria aponta o trafico de escravos no século XVI como
fator determinante no surgimento do virus em paises como Caribe, Estados Unidos e
outros da América do Sul (GALLO, 1983; GESSAIN; GALLO; FRANCHINI, 1992).
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A infeccéo por HTLV-1 pode causar doencas preocupantes como LLTA - uma
forma grave da leucemia que n&o responde a quimioterapia (BITTENCOURT; FARRE,
2008) -, ou paraparesia espastica tropical, atualmente denominada mielopatia
(PET/MAH) - uma doenca neuroldgica, incapacitante e progressiva (CARNEIRO-
PROIETTI et al., 2002; BITTENCOURT; FARRE, 2008) -, sendo essa também
causada pela infeccdo por HTLV-2 (HALL et al., 1996; MURPHY et al., 2004). Ha
trabalhos que indicam que a infeccdo por HTLV-2 também pode favorecer a
ocorréncia de doencgas infecciosas como bronquite e infeccdo de bexiga e/ou rim
(MURPHY et al., 1999), infeccéo renal, artrite, asma e pneumonia (MODAHL et al.,
1997; MURPHY et al., 2004).

Além dos HTLV-1 e 2, outros dois tipos, menos prevalentes, foram descobertos
em 2005 na regi&o central da Africa: os retrovirus HTLV-3 (CALATTINI et al., 2005) e
HTLV-4 (WOLFE et al., 2005), mas a associacdo de doencas a eles ainda nao foi
confirmada, em virtude do limitado nimero de casos até agora identificados
(CALATTINI et al.,, 2005; MAHIEUX; GESSAIN, 2005, 2009; BRAOUDAKI;
TZORTZATOUSTATHOPOULOU, 2011; GESSAIN etal., 2013; ROLON; YAO, 2020).

1.2 CARACTERISTICAS DE HTLV-1 E HTLV-2

Os retrovirus HTLV-1/2 séo virus esféricos, envelopados de tamanho médio
(100 — 120 nm) que pertencem as espécies de virus linfotrépicos de células T de
primatas (PTLV) tipos 1 e 2. Seu género é Deltaretrovirus, de familia Retroviridae
(POIESZ et al., 1980; AUWAL; ROGO, 2018).

Apesar dos retrovirus HTLV-1 e HTLV-2 apresentarem grande homologia com
sequéncias nucleotidicas com aproximadamente 70% de identidade (ROSENBERG
etal., 1998; CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; NICOLAS et al., 2015) - consequéncia
de serem virus com taxa de replicacéo relativamente baixa (NICOLAS et al., 2015) -,
e de ambos apresentarem propriedades moleculares e biolégicas similares (ARAUJO;
HALL, 2004; CIMINALE et al., 2014), esses virus diferem em sua epidemiologia e sua
patogenicidade. N&o esta claro por que apenas o HTLV-1 demonstra-se efetivamente
oncogénico, ou tampouco por que o HTLV-2 é menos patogénico do que o HTLV-1
(NICOLAS et al., 2015).

A despeito das diferencas apresentadas entre o0s retrovirus, ambos séo

capazes de transformar células T humanas primarias em culturas celulares
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(KANNIAN; GREEN, 2010), sendo essas o alvo da infeccdo pelos retrovirus HTLV.
Contudo, o tropismo celular in vivo desses retrovirus também difere: enquanto o
HTLV-1 apresenta um tropismo preferencial pelos linfocitos TCD4+ (RICHARDSON,
et al., 1990), o HTLV-2 infecta preferencialmente - em alguns casos, exclusivamente
- 0s linfécitos TCD8+ (IJICHI, et al., 1992; MURPHY, 1996; SANTOS; LIMA, 2005).
Outras células do sistema imunolégico, como os mondcitos, os macrofagos e as
células dendriticas, por exemplo, também podem ser afetadas (SANTOS; LIMA,
2005).

O genoma desses retrovirus € composto por duas moléculas de RNA idénticas
de cadeia simples e positiva. Sua replicacdo envolve a transcricdo reversa do RNA
em DNA complementar, reacdo catalisada pela transcriptase reversa (TR) viral,
possibilitando a inser¢cdo do material genético viral no DNA da célula hospedeira,
originando o DNA proviral (MIZUTANI; TAMIN, 1970; RHO et al., 1981; GALLO, 2005;
WILLIAMS, 2019). Essa integracao ocorre de maneira aleatéria, portanto, difere entre
os pacientes infectados (CATALAN-SOARES; PROIETTI; CARNEIRO-PROIETTI,
2001).

O HTLV apresenta seu genoma flanqueado por sequéncias denominadas Long
Terminal Repeats (LTR), que sao sequéncias repetitivas compostas por centenas ou
milhares de nucleotideos, que néo codificam para proteinas, mas sédo importantes na
garantia da correta integracéo do DNA proviral ao DNA cromossomico do hospedeiro,
atuando também na regulacdo da transcricdo do genoma do virus (SODROSKI et al.,
1985). Também estdo presentes 0s genes gag, pol e env, os quais codificam proteinas
virais estruturais.

A poliproteina GAG, p55, codificada pelo gene gag, € clivada por uma protease
retroviral, originando trés proteinas independentes com papeis relacionados a
montagem da particula viral e infeccdo das células T (MAZUROV; HEIDECKER,;
DERSE, 2006; LYNGDOH et al., 2019). As proteinas séo: p19, p55 e p24. A p24, um
dos alvos deste trabalho, é responsavel pela formacao do nucleocapsideo durante a
maturacgéo viral (Figura 1).

O tamanho predito da p24 é de aproximadamente 24 kDa (LYNGDOH et al.,
2019); seu papel na infecgéo viral e suas caracteristicas quimicas que a fazem distinta
das p24 de outros retrovirus (OROSZLAN et al., 1982) tornaram seu usO no
diagnoéstico da infeccdo por HTLV atrativo (KURODA et al., 1990), conforme sera

explicado nas sec¢des 1.6 e 1.7 deste trabalho.



21

O gene pol codifica a poliproteina POL, que possui papel fundamental para a
replicacdo viral, bem como para a integracdo do genoma viral ao do hospedeiro
(LYNGDOH et al., 2019), pois é clivada por uma protease, originando uma TR e uma
integrase (KANNIAN; GREEN, 2010).

O gene env codifica a poliproteina ENV, denominada também gp62 (JONES et
al., 2011; LYNGDONH et al., 2019). A gp62 é precursora de duas glicoproteinas de
envelope: uma transmembranar (TM) e outra superficial (SU). A SU é responsavel
pela ligacdo do virus a célula hospedeira, enquanto a TM possui o papel de ancorar 0
complexo SU-TM na superficie do virion ou da célula infectada (DELAMARRE et al.,
1996).

Glicoproteinas sdo proteinas que possuem um ou mais carboidratos ligados
covalentemente a sua estrutura. Esses carboidratos encontram-se ligados as
proteinas por ligacdes glicosidicas do tipo N ou do tipo O e, uma vez ligados, passam
a ser denominados “glicanos” (SARASWATHY; RAMALINGAM, 2011). A glicosilacéo
constitui o processo de ligacdo covalente de oligossacarideos as proteinas
(SARASWATHY; RAMALINGAM, 2011), e € o tipo de modificacdo de proteinas mais
estruturalmente complicado, diverso e mais abundante (WONG, 2005; TIAN; ZHANG,
2010), sendo encontrado na maioria dos organismos, desde virus até mamiferos
(SARASWATHY; RAMALINGAM, 2011). Trata-se de um tipo de modificacdo pos-
traducional importante para a solubilidade e correto enovelamento das proteinas, além
de desempenhar papéis importantes na adesao celular, motilidade e transducéo de
sinais (ONO et al., 2000).

A glicoproteina de envelope TM é denominada gp21, apresentando cerca de
21 kDa; a proteina de envelope SU possui cerca de 46 kDa, sendo denominada gp46
(JONES et al., 2011; LYNGDOH et al., 2019). Ambas se encontram associadas de
forma ndo covalente, o que permite a manutencdo da flexibilidade do conjunto
(COSKUN; SUTTON, 2005) (Figura 1). A gp62 possui cinco sitios de N-glicosilacéo,
quatro presentes na gp46. Quando esses sitios estdo preenchidos, essa poliproteina
apresenta tamanho de 62 kDa (PIQUE et al., 1992; HOSHINO, 2012).
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Figura 1. Representacao da particula viral de HTLV.

Fonte: Elaborado pela autora, criado com BioRender e adaptado de Zihimann, Mazzaia e Alvarenga
(2020).

O processo de maturacdo do virus envolve a expressao das glicoproteinas
gp21 e gp46 na superficie celular. E necessario que um peptideo sinal direcione a
gp62 ao reticulo endoplasmatico para que ocorra o processo de N-glicosilacdo, sem
o qual ndo se verifica a formacao do virus (PIQUE et al., 1992). Apds esse processo,
a gp62 é transportada para o Complexo de Golgi, onde proteases celulares a clivam,
resultando na gp46 e na gp21 (PIQUE et al., 1992; DELAMARRE et al., 1996).

Comparado ao gene env de outros retrovirus, como por exemplo do HIV, o gene
env de HTLV apresenta baixa tolerancia a muta¢cdes uma vez que normalmente torna-
se ndo funcional quando mutado — tratando-se, portanto, de um gene altamente
conservado nesse retrovirus (PIQUE; TURSZ; DOKHELAR, 1990; PIQUE et al.,
1992).

Os retrovirus HTLV-1 e HTLV-2 mais se diferenciam um do outro no gene pX,
observado primeiramente por Seiki et al. (1983). Esse gene é responsavel por
codificar as principais proteinas reguladoras, Tax e Rex (FERREIRA JUNIOR;
PLANELLES & ROSENBLATT, 1997; SANTOS; LIMA, 2005). Essas proteinas séo
muito relevantes ndo apenas a regulacédo viral, pois podem influenciar na transcri¢cao
e traducéo realizados pela célula hospedeira, de modo que provavelmente interferem
nos efeitos das doengas relacionadas ao HTLV, pois interferem, por exemplo, na
carga viral presente no hospedeiro (FRANCHINI, 1995; FERREIRA JR.; PLANELLES
& ROSENBLATT, 1997). A estrutura gendmica do HTLV pode ser observada a seguir
(Figura 2).
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Figura 2. Representacédo esquematicado genomade HTLV-1 e 2. As sequéncias LTR, em vermelho,
flanqueiam os genes garantindo sua correta transcri¢cdo e integracdo ao DNA do hospedeiro. O gene
gag, em roxo, codifica a poliproteina GAG, que é clivada originando proteinas da matriz (p19), capsideo
(p24) e nucleocapsideo (p15). Em verde, o gene pol, que codifica a poliproteina POL, que é clivada em
uma TR e uma integrase. O gene env, em azul, codifica a poliproteina ENV que é clivada resultando
nas glicoproteinas do envelope transmembranar (gp21) e superficial (gp46). O gene pX, em amarelo,
ainda nédo esta completamente caracterizado e codifica as proteinas reguladoras Tax e Rex.

MRV R eag L pol G X ERDORORN?
Wng'pza;'ms’—{lmegr‘asel TR [gp21|gp46|  px L LTR NG

Fonte: Elaborado pela autora, criado com BioRender e adaptado de Barreto et al. (2017).

O HTLV-1 pode causar cancer por meio da expressao de oncogenes virais
auxiliares, dentre eles o fator de transcricdo de ziper de leucina basica do HTLC-1,
relacionado a continua expanséo das células tumorais (MATSUOKA; JEANG, 2011).
Nesse sentido, tem destaque a proteina Tax, um dos principais antigenos
reconhecidos pelos linfocitos T citotoxicos (KANNAGI et al., 1992), e responsavel pela
transcricdo e progressao do ciclo celular (WOOTTON et al., 2005) e pela regulagéo
do genoma proviral, também induzindo a ativacdo de citocinas (MORI et al., 1998), e
modulando a transcricdo de proto-oncogenes (FUJII; SASSONE-CORSI; VERMA,
1988). Sua atuacao nao ocorre por meio de sua ligacdo direta aos promotores, mas
sim por meio de interac6es com outras proteinas dispostas na célula, que atuam como
fatores de transcrigcdo ou moduladores de fungdes celulares (MATSUOKA, 2002).

A transmissdo do HTLV-1 pode ocorrer diversas rotas, as quais incluem
transfusdo sanguinea, relagdes sexuais, amamentacéo, via placenta e via parenteral
pelo compartiihamento de agulhas e seringas contaminadas (PERRE; CARTOUX,
1995; PROIETTI et al.,, 2005; BIGGAR et al., 2006; ZHENG, 2010). As rotas de
transmissdo do HTLV-2 sdo as mesmas do HTLV-1, tendo sido demonstrado por
estudos epidemioldgicos que a via parenteral € a mais efetiva (SANTOS; LIMA, 2005;
NICOLAS et al., 2015).

1.3 MECANISMO DE INFECCAO DE HTLV

A infeccdo da célula hospedeira ¢é iniciada a partir da ligacdo da gp46 a
receptores presentes na superficie dessa célula (JONES et al., 2011; HOSHINO,
2012).

O primeiro receptor cuja relagdo com a entrada do HTLV na célula foi

identificada s&o os proteoglicanos heparan-sulfato (HSPG). Pifion et al. (2003)
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demonstraram que a remocao dessa molécula da superficie das células inibe a ligacao
da gp46 a elas e, portanto, a infeccdo de novas células.

O transportador de glicose GLUT-1 também favorece a infec¢do por HTLV-1 e
2. Manel et al. (2003) verificaram que a presenca do virus inibe o transporte de glicose,
identificando que as glicoproteinas do envelope viral ocupavam a posicdo desse
carboidrato no transportador GLUT-1. Devido ao fato de o GLUT-1 ser amplamente
difundido pelos tecidos, tal associacdo contribui para esclarecer a capacidade do
HTLV de infectar tantos tipos diferentes de células. A expressdo do GLUT-1 pelas
células humanas confere a elas susceptibilidade a infec¢do tanto por HTLV-1 quanto
por HTLV-2 (MANEL et al., 2003; COSKUN; SUTTON, 2005).

A proteina neuropilina-1 (NRP-1), presente na superficie celular e cuja fungéo
€ atuar como correceptora de fatores de crescimento endotelial, também facilita a
entrada de HTLV nas células hospedeiras (GHEZ et al., 2006), uma vez que o virus
se liga a ela mimetizando seu ligante (LAMBERT et al., 2009). A superexpressao da
NRP-1 aumenta a infeccdo por HTLV-1 e por HTLV-2, enquanto sua reducao
apresenta efeito contrario (GHEZ et al., 2006).

A fixacdo do virus na célula ocorre gracas a interacfes da gp46 com HSPGs
presentes na superficie celular. Isso favorece o encontro da gp46 com moléculas de
NRP-1, e ambas se ligam de maneira estavel, formando um complexo da gp46 com
HSPG e NRP-1 (JONES et al., 2011; HOSHINO, 2012).

A ligacdo da gp46 ao receptor resulta em uma isomerizagdo da ligacao
dissulfeto entre gp46 e gp21 (WALLIN; EKSTROM & GAROFF, 2004; 2005), o que
desencadeia uma mudanca conformacional da gp21 que expde o dominio de fusdo
entre essas proteinas (LAMB et al., 2008), favorecendo sua ligacdo ao GLUT-1 da
célula hospedeira, resultando na fusdo da membrana viral com a membrana celular,
permitindo ao virus liberar no citoplasma todo o seu conteddo (HOSHINO, 2005;
JONES et al., 2011; HOSHINO, 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema simplificado da funcao das proteinas do envelope viral de HTLV na fuséo
do virus a célula hospedeira.
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Fonte: Elaborado pela autora, criado com BioRender, baseado em Jones et al. (2011) e Hoshino
(2012).

Como ocorre com 0s demais retrovirus, nesse momento, o material genético
de RNA do HTLV é transcrito pela TR a DNA complementar, o qual migra para o
ndcleo e, pela acdo de uma integrase viral, é integrado ao genoma da célula infectada
(SEIKI et al., 1984; GALLO, 2005).

O virus HTLV é capaz de aproveitar a maquinaria da célula hospedeira para
realizar a transcricdo de seu RNA, traducdo e montagem das proteinas virais
necessarias a montagem de novas particulas virais, que emergem da célula por
brotamento, sendo livres para infectar novas células e se replicar, concluindo o ciclo
viral (SANTOS; LIMA, 2005) (Figura 4).

No inicio da infeccdo, devido ao fato de os linfécitos T infectados ainda
apresentarem baixa carga viral, a replicacao viral in vivo deve-se majoritariamente a
propagacdo do RNA do HTLV pelo contato de células infectadas com células
saudaveis em um processo denominado “sinapse viroldégica” (BANGHAM, 2003),
sendo muito ineficiente a infeccdo de novas células por virions (LE BLANC, 2001,
MATSUOKA; JEANG, 2007).
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Figura 4. Representacdo esquematica do ciclo viral do HTLV-1.
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Fonte: Elaborado pela autora, criado com BioRender, adaptado de Santos e Lima (2005).

1.4 DADOS EPIDEMIOLOGICOS NO BRASIL E NO MUNDO

No Brasil, 0 HTLV-1 foi encontrado pela primeira vez em 1986, em imigrantes
japoneses em Campo Grande, no estado do Mato Grosso do Sul (KITAGAWA, 1986).
Nos registros mais recentes disponiveis referentes a distribuicdo de HTLV-1, a
América do Sul foi caracterizada como a principal area endémica para infec¢do por
HTLV-1 e suas doencgas associadas (GESSAIN; CASSAR, 2012), sendo o Brasil
considerado o pais onde provavelmente ha o maior nimero absoluto de pessoas
convivendo com o virus no mundo (BRASIL, 2020).

Estima-se que cerca de 800 mil pessoas estejam infectadas no Brasil
(GESSAIN; CASSAR, 2012; BRASIL, 2020), tendo um estudo demonstrado que, a
cada 100 individuos que doam sangue pela primeira vez, de um a dois sdo portadores
de HTLV-1 ou HTLV-2, uma taxa maior do que a dos Estados Unidos e da Europa,
sendo comparavel a da Africa do Sul (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2012). Além disso,
calcula-se que a prevaléncia geral do HTLV deve ser maior do que a prevaléncia de
doadores de sangue (BRASIL, 2020). A cidade de Salvador — BA foi considerada

epicentro da infeccdo por HTLV-1 no Brasil e a cidade com maior prevaléncia de
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HTLV-1 do mundo (GESSAIN; CASSAR, 2012; NUNES, 2017; PEREIRA et al., 2019),
apresentando as regides Norte e Nordeste os maiores indices de infec¢cdo (BRASIL,
2020) (Figura 5).

Figura 5. Taxas de prevaléncia da infec¢cédo por HTLV1/2 em doadores de sangue (a cada 1000)
de 12 capitais de estados brasileiros.
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Brasil (2020).

Devido a elevada prevaléncia, no Brasil, sdo realizados inquéritos soroldgicos
durante o pré-natal e a triagem para o HTLV em bancos de sangue obrigatoria desde
1993 (BRASIL, 1993). A testagem também se tornou mandatéria a partir de 2009,
para doadores e receptores de 6rgéaos, tecidos, células etc. (BRASIL, 2009) e desde
2011, para individuos doadores de gametas para reproducdo assistida, sendo a
soropositividade critério de exclusdo em todos os casos (BRASIL, 2011). Contudo, um
estudo em que foram analisadas amostras de doadores de trés bancos de sangue
durante trés anos, identificou um baixa especificidade com relacdo a falsos positivos
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e negativos (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2012), demonstrando a necessidade de uso
de métodos mais precisos nessa triagem, sobretudo em areas com elevada
prevaléncia do virus.

Estimam-se ao menos 20 milhdes de individuos infectados em todo o mundo
(WILLEMS et al., 2017), contudo, tais dados, além de obsoletos, levam em
consideracdo apenas cerca de 1,5 bilhdo da populacdo mundial, ao analisarem
apenas individuos de areas conhecidamente endémicas e que apresentam dados
confidveis, de modo que essa estimativa deve ser ainda superior (ECDC, 2015;
GESSAIN; CASSAR, 2012; MURPHY, 2016).

Calcula-se que as maiores concentracdes de individuos infectados ocorram em
paises da Africa, com dois a quatro milhdes de portadores, além das Américas Central
e do Sul. No Japéo, estima-se um milhdo de portadores assintométicos do virus
(PROIETTI et al., 2005; GESSAIN; MAHIEUX, 2012), sendo o virus endémico em
regides do sudoeste desse pais, nas ilhas do Caribe e no sul da Africa (ZHENG, 2010).

Em 2015, o European Center for Disease Prevention and Control (ECDC)
publicou um estudo que reunia os dados mais recentes presentes na literatura,
compilando uma lista de paises e classificando-os como de alta ou baixa prevaléncia
de HTLV-1, de acordo com 0s critérios a seqguir:

e Paises com alta prevaléncia de HTLV-1: aqueles em que um de 10.000
individuos que doaram sangue pela primeira vez testaram positivo para HTLV-
1 e/ou mais de 1% da populacdo adulta (maior de 18 anos) em geral é
soropositiva;

e Paises com baixa prevaléncia de HTLV-1: prevaléncia do virus encontrada em
uma taxa menor do que um a cada 10.000 individuos doadores de sangue pela
primeira vez e/ou menor do que 1% na populagcao adulta em geral,

e Paises com falta de informacdes ou dados confiaveis sobre a prevaléncia de
HTLV-1.

A seguir, apresenta-se 0 mapa mundial com o0s paises com coloracdo cuja

intensidade varia de acordo com a classificacédo pelo ECDC (2015) (Figura 6).
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Figura 6. Prevaléncia do HTLV-1. Intensidade da prevaléncia do virus varia de 0 a 2, sendo: 0| Paises
sem informag6es ou sem dados confiaveis acerca da prevaléncia do virus, expostos no mapa em tom
mais claro; 1| Paises com prevaléncia de HTLV-1 considerada baixa, exibidos em tom intermediario
no mapa; 2| Paises com prevaléncia de HTLV-1 considerada alta, apresentados em tom mais escuro.

o

.

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de ECDC (2015) e Mosquera et al. (2020).

Assim como para HTLV-1, a epidemiologia de HTLV-2 n&o se encontra bem
descrita atualmente, faltando dados confiaveis de diversos paises. Contudo, sabe-se
gue se trata de um virus endémico em grupos amerindios nativos (LAIRMORE et al.,
1990) presentes principalmente na regido amazénica do Brasil (BRACO et al., 2019)
e de outros paises da América do Sul (ALVA et al., 2012; CARDONA-ARIAS et al.,
2019), além da América Central (ISHAK et al, 1995; SWITZER et al., 1995; EGAN et
al., 1999; SALEMI et al., 1999; ROUCOUX; MURPHY, 2004; MOSQUERA et al.,
2020), e que também esta presente em diversos paises da Africa (MAUCLERE et al.,
2011; VERMEULEN et al., 2019), como Cabo Verde (DIOP et al., 2006) e Gab&o
(CARON et al., 2018).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de HTLV-2 é maior do que de HTLV-1: um
estudo analisou amostras de individuos que doaram sangue pela primeira vez nos
anos de 2000 a 2009 e, dos mais de dois milhdes de individuos, 104 testaram positivo
para HTLV-1 e 300 para HTLV-2. A infeccdo por HTLV-1 mostrou-se mais presente
entre mulheres asiaticas e negras acima de 70 anos, ja o HTLV-2 foi mais identificado
em mulheres de etnia ndo branca, com mais de 50 anos, com menor nivel educacional

e residentes no oeste e sudoeste do pais (CHANG et al., 2014).
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No mundo todo, HTLV-2 é epidémico em usuarios de drogas injetaveis (LEE et
al., 1989; EHRLICH et al., 1989; ZELLA et al., 1990; TRACHTENBERG; GAUDINO &
HANSON, 1991; ARAUJO; HALL, 2004).

Com relacéo a sua distribuicdo geografica (Figura 7), estima-se que existam de
670 a 890 mil portadores de HTLV-2 no mundo, sendo a maior concentracdo nos
Estados Unidos (400 — 500 mil), seguido do Brasil (200 — 250 mil). Em ambos os
paises, a populagcdo afetada € composta majoritariamente por amerindios, usuarios
de drogas injetaveis e individuos que apresentam comportamento sexual de risco. Na
Europa, estimam-se que haja entre 20 a 40 mil individuos portadores, em maior parte
usuarios de drogas injetaveis (MURPHY; CASSAR; GESSAIN, 2015), tendo sido
identificados em paises como Espanha (TORO et al., 2005; TREVINO et al., 2012),
Portugal (SILVA et al., 2005) e Inglaterra (IRELAND et al., 2017). O HTLV-2 também
foi identificado em paises da Asia, como Indonésia e Ird (HASHEMZADEH et al., 2016;
SALEHI et al., 2017), Afeganistdao (PHAM et al., 2019) e China (MA et al., 2013). Em
muitos paises da Africa e da Asia, no entanto, as taxas de prevaléncia de HTLV-1/-2
séo desconhecidas (VRIELINK; REESINK, 2004).

Figura 7. Distribuicdo geografica de HTLV-2. Vermelho| Regifes consideradas endémicas para
HTLV-2; Roxo| Regibes epidémicas para HTLV-2; Verde| Regides esporadicas para HTLV-2.

Regides endémicas para HTLV-2

Regides epidémicas para HTLV-2

Regides esporadicas para HTLV-2

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Dumas et al. (1991), Roucoux e Murphy (2004), WHO
(2010), Beilke e Barrios (2013) e Salehi et al. (2017).
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1.5 DOENCAS ASSOCIADAS A INFECCAO POR HTLV

Cerca de 98% dos portadores de HTLV-1 permanecem assintométicos ao longo
de suas vidas, de modo que a LLTA ou a PET/MAH desenvolvem-se somente em uma
pequena parcela dos individuos infectados (MAHIEUX et al., 1997). O risco de
desenvolvimento de PET/MAH para portadores do virus é de 1 a 2% (FUTSCH,;
MAHIEUX & DUTARTRE, 2018), enquanto o risco de desenvolvimento de LLTA é de
2 a 4% (UCHIYAMA, 1977; FUTSCH; MAHIEUX & DUTARTRE, 2018).

Uma vez que os virus causadores de LLTA e PET/MAH séao idénticos, as
manifestacdes de infec¢do séo influenciadas pela carga proviral (SANTOS; MUNIZ &
CARVALHO, 2009), além de caracteristicas individuais de cada portador como, por
exemplo, o sistema antigeno leucocitario humano (HLA) e seu polimorfismo genético
(SANTOS; LIMA, 2005).

O HTLV-1 também esta associado a outras condices clinicas, tais como
artropatias (NISHIOKA et al., 1989), sindrome de Sjogren (MARIETTE et al., 1995),
poliomiosites (MORGAN et al., 1989), dentre outras.

O HTLV-2, por sua vez, relaciona-se mais estritamente a PET/MAH, porém, ha
0 crescente aumento de sindromes neuroldgicas associadas a infec¢ao por esse virus
(ARAUJO; HALL, 2004), além de estar relacionado a infeccbes por parasitas e
bactérias (ALENCAR et al., 2020).

1.5.1 Leucemial/linfoma de células T no adulto (LLTA)

A primeira neoplasia humana relacionada a retrovirus foi a LLTA
(BORDUCCHI; KERBAUY; OLIVEIRA, 1999). Trata-se de uma patologia que atinge
os linfocitos T, caracterizada também pela integracdo do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira (FERNANDES; SILVA, 2003).

Essa doenca acomete principalmente individuos com mais de 55 anos,
sugerindo a existéncia de um grande periodo de laténcia entre a infec¢do por HTLV e
a manifestacao de seus sintomas (BLATTNER et al., 1986).

Durante esse periodo de laténcia, ocorre o acimulo de mutag¢des genéticas nas
células infectadas, processo no qual a expressao da proteina viral Tax apresenta um
papel crucial por promover o ciclo celular das células mutantes, inibindo a apoptose.

Com o decorrer dos anos, ocorre a perda da proteina Tax, devido ao fato de essa ser
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0 maior alvo citotoxico dos linfocitos T. Em virtude disso, as células infectadas nao
mais conseguem escapar a resposta do sistema imunolégico do hospedeiro.
Entretanto, a funcdo da Tax na manutencgdo das células mutantes é substituida pelas
mudancas adquiridas pelo préprio genoma do individuo portador, de modo que as
células mutantes continuam a se acumular, com sua apoptose inibida (IGAKURA et
al., 2003).

Dentre as manifestagBes clinicas relacionadas a LLTA, é possivel citar:
linfonodomegalia, lesbes cutaneas, esplenomegalia, dor abdominal, hepatomegalia,
diarreia, ascite, tosse e hipercalcemia (BORDUCCHI; KERBAUY; OLIVEIRA, 1999;
BRASIL, 2016). A LLTA é clinicamente classificada em forma aguda, forma
linfomatosa, forma cronica e forma indolente.

A forma aguda é a mais comum, e usualmente apresenta-se como uma fase
leucémica e agressiva. Ja a forma linfomatosa possui a linfonodomegalia como
principal particularidade, apresentando também, geralmente, lesbes cutaneas, sem
comprometimento do sangue periférico. A forma cronica, em geral, apresenta
elevacdo dos niveis da enzima desidrogenase latica (DHL) e auséncia de
hipercalcemia e, por fim, a forma indolente possui auséncia de hipercalcemia,
possibilidade de leses de pele e pulmonar. Em 25% dos casos, as formas cronica ou
indolente progridem para a forma aguda (BRASIL, 2016).

A média de expectativa de vida entre pacientes com LLTA é de quatro meses
guando na fase aguda; nove meses na forma linfomatosa; 18 meses na forma cronica;
e 58 meses na forma indolente (BITTENCOURT et al., 2007).

1.5.2 Paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH)

A PET/MAH é uma doenca desmielinizante progressiva que afeta a medula
espinal e a substancia branca do cérebro (RIBAS; MELO, 2002). A relacdo entre virus
e patologia foi estabelecida pela primeira vez em 1982, quando foi observada a
presenca de anticorpos para HTLV-1 em um individuo portador da PET em Matrtinica,
no Caribe (GESSAIN et al., 1982). A associac¢do do HTLV-1 & MAH, por sua vez, deu-
se em 1986, quando Osame et al. demonstraram o carater neurotrépico desse
retrovirus, no Japéao.

As duas patologias foram primeiramente associadas em 1989, apds a

demonstracdo da presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e liquor de pacientes
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das regifes do Caribe, Colombia e Japao, que apresentavam PET/MAH (IJICHI et al.,
1989); essa relacéo foi observada mais tarde em diversas outras areas do mundo
(ROMAN; ROMAN, 1988).

Integram o quadro clinico dessa doenca: incontinéncia urinaria, espasticidade,
dor lombar baixa, hiperreflexia, disfuncdes vesical e intestinal, perturbacdes sensoriais
além de fraqueza progressiva e enrijecimento dos membros inferiores que levam a
distarbios da marcha (RIBAS; MELO, 2002; TOSTE et al., 2007; SANTOS; MUNIZ &
CARVALHO, 2009). Essas manifestacdes usualmente ocorrem a partir dos 40 anos
do individuo portador (RIBAS; MELO, 2002).

As particularidades envolvidas na fisiopatologia do virus ainda sdo alvo de
estudo, entretanto, existem trés hipGteses que dissertam acerca da relacdo da
infecgao por HTLV-1 com o desenvolvimento da PET/HAM, que séo:

e Citotoxicidade direta: esse mecanismo seria resultante da acao das células T
citotoxicas CD8+ especificas para antigenos virais. Essas células, mediante
mecanismos citotdxicos diretos ou por vias de producdo de citocinas,
destruiriam as células infectadas por HTLV-1. A producdo exacerbada de
citocinas, todavia, acarretaria dano tecidual ao portador (NAKAMURA et al.,
1993; IJICHI et al.,, 1993; UMEHARA et al., 1994; 1JICHI;, OSAME, 1995;
FURUKAWA et al., 2003);

e Mimetismo molecular: a ribonucleoproteina heterogénea (hnRNP-A1), uma
proteina neuronal do hospedeiro, e a proteina Tax viral sdo muito semelhantes,
acarretando um processo de mimetismo molecular. Como resultado, tem-se um
processo inflamatério de autoimunidade levando a lesdo neuronal, tendo em
vista que os anticorpos do paciente identificariam a hnRNP-A1 como um
autoantigeno (OLDSTONE et al., 1998; LEVIN et al., 2002; LEE et al., 2005);

e Dano circundante ou “bystander”: consiste na ativacdo de células
imunocompetentes que ndo tenham direto envolvimento na resposta ao
patogeno. Nessa hipotese, linfocitos T CD4+ infectados e linfocitos T CD8+
especificos contra a Tax viral atravessariam a barreira hematoencefélica e
produziriam quantidade elevada de citocinas pro-inflamatorias, resultando em
intensa inflamacao e dano tecidual (OSAME, 2002; KUBOTA, 2003; NAGAI;
OSAME, 2003).



34

1.6 TESTES DIAGNOSTICOS

Maiores investigagdes acerca do HTLV, incluindo desenvolvimentos do novos
testes estdo estreitamente relacionadas a profilaxia e ao tratamento de suas doencas
associadas, as quais representam grave ameaca a vida dos pacientes infectados, bem
COMO ONerosos e penosos tratamentos com baixa eficiéncia, tendo em vista que nao
ha tratamento antirretroviral eficiente (MACHUCA; RODES; SORIANO, 2001;
FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2018).

A realizacdo de diagnostico da infeccéo por HTLV é baseada em duas etapas,
sendo que a primeira consiste na busca sorolégica por anticorpos contra proteinas de
diversas porcdes desse virus, e a segunda consiste na confirmagcédo do diagnostico,
que ocorre pela realizacao de testes soroldgicos e/ou moleculares (BRASIL, 2021).
Os exames confirmatorios visam principalmente a diferenciacdo de possiveis falso-
positivos oriundos dos exames de triagem (POIESZ et al., 2000). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um individuo € considerado soropositivo se
apresentar anticorpos uma proteina produto do gene gag (p19 ou p24) e uma proteina
do envelope viral (gp46 ou gp21) (WHO, 1991; BRASIL, 2021).

Atualmente, os testes soroldgicos que constituem as recomendacdes de testes
laboratoriais para diagndéstico da infeccéo por HTLV-1/2 pelo Ministério da Saude sao
ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de
terceira geracao ou ensaio de quimioluminescéncia (CLIA) para triagem, e Western
blotting (WB) e imunoensaio de linha (LIA) para confirmacédo. Com relacdo aos testes
moleculares, os indicados séo: nested PCR ou PCR aninhada (nPCR), PCR seguida
de pesquisa de sitios restricdo enzimatica que resultam em fragmentos de diferentes
tamanhos (PCR-RFLP, do inglés restriction fragment polymorphism analysis), PCR
em tempo real ou quantitativa (qPCR) ou amplificac&o isotérmica de acidos nucleicos
mediada por algca (LAMP) (BRASIL, 2021). Os fluxogramas de testes laboratoriais para
diagnostico de infec¢do por HTLV-1/2 no Brasil com o uso de testes confirmatérios

sorologicos e moleculares sao apresentados (Figura 8) para melhor visualizacao.
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Figura 8. Fluxogramas de testes laboratoriais para diagndstico de infeccao por HTLV-1/2 no
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Fonte: Elaborado pela autora adaptado de Brasil (2021).

O ELISA de terceira geracéo se baseia em uma pesquisa de anticorpos contra
antigenos especificos do virus. Nesse sentido, como antigenos de captura sdo
utilizados peptideos sintéticos e/ou proteinas recombinantes de HTLV-1/2, derivados
dos capsideo e envelope virais, adsorvidos a uma placa de poliestireno, onde sao
incubados os soros a serem testados (CATALAN-SOARES, 2001; BRASIL, 2021,
LIMA et al., 2021). Trata-se de um método especifico, porém muito dependente da
qualidade do antigeno empregado, apresentando também elevados custos de
producdo (RODRIGUES et al., 2014). Sua baixa especificidade e o fato de n&do permitir
diferenciar a infecgdo por HTLV-1 ou HTLV-2 torna necessaria a utilizagao de outros
meétodos diagndsticos para confirmacgao de resultados, os quais nem sempre sao de
aplicacao conveniente a uma rotina de triagem (WILLEMS et al., 2017).

O CLIA é um teste que consiste em um aperfeicoamento do ELISA. S&o
empregadas proteinas recombinantes do envelope de HTLV-1 e HTLV-2 adsorvidas

a particulas magnéticas. O indicador da reacdo analitica apresenta-se como uma
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molécula luminescente (BRASIL, 2021). Em comparacao com o ELISA convencional,
o CLIA consome menor tempo, méo de obra e reagentes, além de apresentar maior
especificidade e sensibilidade, sendo capaz de detectar anticorpos em concentragdes
menores (CINQUANTA; FONTANA; BIZZARO, 2017).

Os testes de WB contém as proteinas gp46 | e Il, gp21, p24 e pl9 como
antigenos virais. A deteccao via WB ocorre a partir do reconhecimento da presenca
de anticorpos para os antigenos virais citados, separados por eletroforese por seus
pesos moleculares e aderidos a tiras de nitrocelulose. A deteccéo ocorre mediante um
ensaio imunoenzimaticos, que resulta na visualizacao de bandas correspondentes aos
antigenos virais utilizados (BRASIL, 2021). Trata-se, contudo, de um método que
requer muito tempo de execucdo e, portanto, estd muito sujeito a erros, além de
apresentar elevados custos (CATALAN-SOARES, 2001; COSTA; CAMPOS &
CATERINO-DE-ARAUJO, 2011; MILLER, 2016; FANI et al., 2019). Em contrapartida,
um estudo realizado por Campos et al. em 2015 identificou o LIA como o teste mais
eficiente na finalidade de diagndstico da presenca de HTLV-1/2, provavelmente devido
ao fato de o teste envolver a imobilizacdo de antigenos em tiras de nylon, o que os
torna mais sensiveis no reconhecimento de anticorpos nos soros dos pacientes.
Importa dizer, contudo, que esse teste possui critérios de interpretacdo menos rigido
do que o WB.

A reacao de PCR é mais especifica e sensivel do que os métodos citados. Essa
tecnologia permite amplificar sequéncias especificas existentes nos genomas virais
de HTLV-1/2, viabilizando um diagndstico preciso com a deteccdo do tipo viral
diretamente dos tecidos e sangue do paciente (CATALAN-SOARES, 2001;
CARNEIRO-PROIETTI, 2002; THORSTENSSON et al., 2002). Essa metodologia
também apresenta limitacbes, pois baseia-se na amplificacdo de sequéncias
especificas do DNA proviral de HTLV, o qual foi gerado pela acédo da TR viral sobre
0 RNA, num processo sem corre¢cdo de leitura que, portanto, ocasiona diversas
mutacdes. Além disso, os ensaios de PCR podem apresentar baixa sensibilidade
quando realizados em momentos com baixa carga viral presente (ANDRES et al.,
2005), além de serem caros e laboriosos (EUSEBIO-PONCE et al., 2019).

A gPCR é uma variacdo da PCR que possibilita que a amplificacéo e a deteccao
de DNA proviral ocorram ao mesmo tempo, resultando dados quantitativos precisos.
Sua precisao e praticidade sdo muito desejaveis no diagnostico, contudo, essa técnica

requer equipamentos e materiais especificos, bem como elevado treinamento de
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pessoal. Na execucdo da nested PCR, ha a amplificacdo abrangente do DNA de
interesse e das sequéncias que o flanqueiam, seguida da amplificacdo especifica da
sequéncia alvo (BRASIL, 2021). A LAMP é uma técnica recente que possibilita a
deteccdo visual direta dos produtos amplificados por PCR, possibilitando uma anélise
rapida e ndo onerosa (CONNELLY et al., 2015). A PCR-RFLP também se baseia na
deteccdo do DNA pro-viral, fazendo-o apés mediante andlise e comparacédo entre
namero e tamanho de fragmentos desse DNA geradas pela clivagem com enzimas de
restricdo (BRASIL, 2021).

Em 2016, foram incorporados ao Sistema Unico de Salde (SUS) dois exames
para a deteccao do virus HTLV-1, indicados para pacientes com suspeita de leucemia
ou linfoma associado ao virus para confirmacdo da infec¢do, possibilitando que
recebam o melhor. S&o eles: PCR em tempo real, que objetiva detectar o RNA viral e,
assim, confirmar a presenca do HTLV-1; e pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1 por
WB (CONITEC, 2016). No entanto, apesar dos avan¢os das pesquisas no Brasil, os
kits utilizados com fins diagndsticos nos bancos de sangue nacionais possuem, em
sua maioria, origem estrangeira (por exemplo, de companhias como BioMeriéux, MP
Biomedicals Ltd., Wiener lab. e Genelabs Diagnostics®), além de haver escassez de
métodos que sejam eficientes em detectar e discriminar a presenca de HTLV-1 ou
HTLV-2, que consiste no diferencial buscado por este trabalho.

Os testes citados dependem de instalacbes complexas e do trabalho de
equipes especializadas, contribuindo para o surgimento de centros de diagnésticos,
comumente em hospitais ou facilities. Em contraste a isso, tem havido um crescimento
no desenvolvimento de testes diagndsticos rapidos Point of Care (POC), os quais
provém analises menos centralizadas, ampliando o0 acesso a essas mesmo em areas
remotas. Esses testes dispensam estruturas onerosas, minimizando a quantidade de
procedimentos, a necessidade de manipulacdo exclusivamente por equipe treinada
bem como o periodo entre a obtencdo da amostra e sua analise (PEELING; MABEY,
2010; LUPPA et al., 2011).

Esses testes constituem, substancialmente, miniaturas de sistemas de analise
diagnéstica: componentes biolégicos sdo imobilizados em uma superficie e recebem
a amostra, que ndo requer prévio tratamento para ser submetida a andlise. A interacao
entre os componentes biologicos e a amostra aplicada pode ser detectada por
diversos métodos, como eletroquimicos ou opticos (LUPPA et al., 2011).
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1.7 PROTEINAS p24, gp46 E gp21 DE HTLV

A principal proteina interna constituinte do capsideo € a p24, que possui peso
molecular de 24 kDa (KALYANARAMAN et al., 1981; BARONI et al., 1986), sendo
obtida por meio do processamento da proteina p55, codificada pelo gene viral gag. A
p24 foi identificada na superficie de células T infectadas por HTLV por Palker et al.
(1984), estando comumente associada a areas de brotamento do virus nessas
células. Essa proteina compde o antigeno mais encontrado nas particulas virais, no
que diz respeito as proteinas codificadas pelo gene gag (BARIN et al., 1985).

Estudos demonstraram ndo haver reacéo cruzada entre a p24 de HTLV e as
de outros retrovirus (OROSZLAN et al., 1982), indicando o potencial uso dessa
proteina como antigeno de captura em testes diagnosticos, visando também a
discriminacdo entre outros retrovirus. Sua aplicacdo diagndstica foi confirmada
obtendo-se 100% de eficacia em individuos portadores de alguma patologia associada
a infeccdo por HTLV, 75% de eficacia em individuos assintomaticos com HTLV-1 e
67% de eficacia em individuos assintomaticos portadores de HTLV-2 (TOEDTER et
al., 1992).

Testes diagndsticos empregam a p24 para confirmacdo da infeccdo e
diferenciacéo do virus (COSTA; CAMPOS & CATERINO-DE-ARAUJO, 2011; FANI et
al., 2019), e estudos recentes buscam aperfeicoar variantes dessa proteina para
aplicacbes diagnésticas (FAATZ; SCHOLZ; MEUNCH, 2017). O uso da p24 é
vantajoso pois essa proteina se encontra presente no plasma dos pacientes em todos
os estagios da infeccdo. A deteccao desse antigeno poder ocorrer de cinco a seis dias
antes do aparecimento de anticorpos, ou de 16 a 17 dias ap0s a infeccao (STANECKI,
2000).

As proteinas gp46 e gp21 séo oriundas do processamento da proteina gp62,
codificada pelo gene env. Conforme explicado na se¢édo 1.2 deste trabalho, ambas
sao glicoproteinas do envelope, estando a gp46 na porgcao superficial do HTLV,
engquanto a gp21 € uma proteina transmembrana (Figura 9).

Por serem glicoproteinas de envelope, tanto a gp2l quanto a gp46 séo
imunogénicas, apresentando epitopos especificos que permitem a identificacdo
sorologica da infeccdo pelo virus (KURODA et al.,, 1990; HORAL et al.,, 1991;
HOSHINO, 2012). Essas proteinas foram avaliadas como alvo para a obtencéo de
potenciais vacinas contra HTLV (SHIDA et al., 1987; BABA et al., 1995). Epitopos das
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proteinas gp46 de HTLV-1 e 2 séo diferentes e possibilitam diferenciacdo sorologica
da infeccéo por esses dois retrovirus (HORAL et al., 1991; HADLOCK et al., 1992).

Figura 9. Organizacédo das proteinas do envelope de HTLV. Disposicao da gp46 (SU) e da gp21
(TM) no envelope viral.

=
21 (T
gp46 (SU) gp zl

Fonte: Elaborado pela autora, criado com BioRender, adaptado de Hoshino (2012).

1.8 PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

A producéo de proteinas recombinantes por meio de sistemas microbiol6gicos
representou uma revolucdo biotecnoldgica, caracterizando a Era da Biotecnologia
Moderna pelo uso da tecnologia do DNA recombinante em meados dos anos 70
(DEMAIN; VAISHNAYV, 2009). Essa tecnologia tornou viavel a obtencdo em larga
escala de inimeras proteinas com potencial relevante, outrora produzidas apenas em
guantidades insignificantes (FALEIRO; ANDRADE, 2011; ROSANO; CECCARELLI,
2014).

As aplicagbes das proteinas recombinantes sdo diversas, tendo em vista a
importancia biolégica dessas moléculas e seu vasto potencial industrial para os
setores biofarmacéutico, agricola e alimenticio, por exemplo. Neste trabalho, as
proteinas recombinantes foram obtidas com finalidade de aplicagéo diagnostica.

Atualmente, ha uma vasta diversidade de organismos utilizados como sistemas
de expressdo heterdloga. A escolha desse organismo deve levar em consideragéo
alguns critérios tais como o nivel de expressdo desejado, a estabilidade necessaria
ao produto e a aplicacdo destinada ao produto (SCHMIDT, 2004).

Dentre as bactérias, E. coli € o organismo mais amplamente utilizado para a
producdo de proteinas recombinantes (GOPAL; KUMAR, 2013; ROSANO;
MORALES; CECCARELLI, 2019), apresentando a vantagem de possuir crescimento

e expressao rapidos, facilidade de cultivo e elevadas taxas de producédo (SWARTZ,
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2001). A manipulacdo desse organismo para insercdo da sequéncia de DNA
codificadora do gene da proteina de interesse pode ser realizada de forma rapida e
precisa com facilidade, bem como seu niumero de copias plasmidiais pode ser alterado
e seu promotor pode ser facilmente controlado (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

A utilizacdo de bactérias como sistema de expressdo, entretanto, também
possui desvantagens, por exemplo: formacao de corpos de inclusao por enovelamento
incorreto das proteinas produzidas, tornando-as insoltveis (FISCHER; SUMNER &
GOODENOUGH, 1993); citotoxicidade pela formacé&o de acetato em altas densidades
celulares; e falta de maquinaria complexa necessaria a realizacdo de modificacdes
pés-traducionais (JENKINS; CURLING, 1994; ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Os fungos, por sua vez, sdo organismos utilizados como sistemas de expressao
principalmente para a obtencédo de proteinas que ndo sao produzidas adequadamente
em E. coli. Leveduras sdo fungos geneticamente bem caracterizados capazes de
realizar importantes modificacbes pds-traducionais, tais como glicosilacdo, e de
secretar as proteinas recombinantes produzidas quando ligadas a um peptideo sinal.
Sao também mais faceis de manipular e mais baratas do que células de mamifero ou
insetos (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).

As duas leveduras mais comumente utilizadas sdo Saccharomyces cerevisiae
e Pichia pastoris, sendo esta ultima denominada metilotréfica, pela capacidade de
metabolizar o metanol como fonte de carbono. P. pastoris apresenta como vantagem
sobre as demais leveduras sua elevada capacidade de secretar proteinas (DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009) e de ser um pobre fermentador, o que permite uma densidade
celular maior do que organismos muito fermentadores, tendo em vista que o etanol
produzido na fermentacgéo atinge rapidamente niveis que o tornam téxico para esses
organismos, impedindo o crescimento e a producdo de proteinas recombinantes,
limitacbes superadas no uso de P. pastoris (CEREGHINO; CREGG, 2000).
Entretanto, é importante apontar que P. pastoris ndo é capaz de produzir proteinas
que requeiram enovelamento com chaperonas (GELLISSEN et al., 1992),
apresentando também alguns problemas na secrecdo de proteinas de mamiferos
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

Hé outros sistemas de expressao de proteinas recombinantes como células de

inseto, células de mamiferos e plantas que nao séao objetivo deste trabalho.
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1.9 SISTEMA DE EXPRESSAO EUCARIOTO Pichia pastoris

A empresa Phillips Petroleum Company foi a primeira a utilizar P. pastoris como
sistema de expressao heterdloga na década de 70 (CEREGHINO; CREGG, 2000),
sendo considerada hoje uma das leveduras mais utilizadas para esse fim (BAGHBAN
et al., 2019).

Pertencente a familia Saccharomycetaceae, P. pastoris demanda técnicas
simples e de baixo custo para seu cultivo e sua manipulagéo genética, ndo necessita
de meios complexos; ademais, gracas ao seu promotor forte e altamente regulado,
PAOX1, apresenta crescimento rapido (GELLISSEN et al., 1992; CREGG, 2000;
CEREGHINO; CREGG, 2000), e temperatura ideal de crescimento 30°C e pH ideal
na faixa de trés a sete (COS et al., 2006; ZEPEDA et al., 2014).

O consumo de metanol como fonte Unica de carbono pode ser limitante em
cultivo em altos volumes, porém, também constitui uma vantagem tendo em vista que
a presenca de elevadas concentracdes de metanol no meio de cultivo é tdxica para
muitos outros microrganismos, de modo a atuar também como um agente de selecao,
inibindo a contaminacdo (GELLISSEN et al., 1992).

A habilidade de secrecdo proteica e a capacidade de produzir proteinas
recombinantes a niveis elevados devido a presenca de seu promotor forte também
contribuem para a escolha de P. pastoris como sistema de expressdo (CEREGHINO;
CREGG, 2000). A secrecao de proteinas recombinantes é altamente desejavel,
sobretudo para evitar a formacédo de corpos de inclusdo e para facilitar e baratear o
processo de purificacdo proteica. Somado a essas habilidades, reitera-se a
capacidade desse organismo de realizar modificacdes pos-traducionais, tais como
processamento proteolitco e glicosilacdo (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Para a metabolizacdo do metanol por P. pastoris, essa levedura conta com 0s
genes das enzimas alcool oxidase 1 e 2 (respectivamente AOX1 e AOX2), que sao
responsaveis por catalisar a oxidacao de metanol a formaldeido, gerando peroxido de
hidrogénio como subproduto (TORRES; MORAES, 2000). Esses genes apresentam
homologia de cerca de 97%, entretanto, o crescimento em metanol dependente de
AOX2 é significativamente menor do que o dependente de AOX1 pois o promotor de
AOX2 é mais fraco, assim, seu produto apresenta um nivel de expressao muito menor
(DALY; HEARN, 2005).
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O AOX1 é responsavel pela producdo de 90% da alcool oxidase na célula,
engquanto cabem ao gene AOX2 apenas 0s 10% restantes (HARDER; VEENHUIS,
1989). O AOX1 também esté relacionado a promoc¢ao da expressao heteréloga por P.
pastoris, sendo ativado mediante a presenca de metanol, e reprimido quando na
auséncia desse composto ou na presenca de glicose, de modo que a fonte de carbono
adicionada ao meio de cultivo de P. pastoris ativa ou inibe a expresséo heteréloga
(TORRES; MORAES, 2000).

A presenca de dois promotores de enzimas élcool oxidase permite a divisdo de
P. pastoris em trés estirpes recombinantes, sdo elas: Mut*, Mut® e Mut". Essas trés
estirpes diferem entre si na ativacdo dos genes AOX1 e AOX2 e, portanto, em sua
capacidade de utilizar o metanol como fonte de carbono. A estirpe de fenétipo Mut*
apresenta ambos os genes AOX intactos e, portanto, possui rapido crescimento na
presenca de metanol, metabolizando-o como Unica fonte de carbono. A estirpe MutS,
por sua vez, possui uma alteracdo no gene AOX1 que resulta em perda parcial da
atividade da enzima codificada por ele, culminando em um crescimento mais lento na
presenca de metanol, se comparada a estirpe Mut*; ja a estirpe Mut” ndo é capaz de
crescer na presenca de metanol, pois possui ambos os genes AOX interrompidos
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

Mut® é uma linhagem dependente do produto do gene AOX2, causando uma
reducdo da capacidade da célula de assimilar metanol, resultando em seu baixo
crescimento em meio contendo esse componente (CREGG et al., 2000;
LINDENMUTH; MCDONALD, 2011), além de apresentar tolerancia a apenas baixas
concentracfes de metanol no meio, ndo sendo capaz de crescer utilizando-o como
fonte Unica de carbono (DALY; HEARN, 2005). Como alternativa a essa limitacao,
fontes de carbono alternativas, tais como sorbitol, manitol, trealose e alanina podem
ser utilizadas para sustentar o crescimento das células dessa linhagem, permitindo
seu crescimento sem reprimir a expressao do gene AOX2 (INAN; MEAGHER, 2001,
SREEKRISHNA et al., 1997).

Por ser defectiva para algumas proteases, a Mut® mostra-se mais eficiente em
reduzir a degradacdo das proteinas recombinantes secretadas (CEREGHINO;
CREGG, 2000; DALY; HEARN, 2005).

A insercdo do gene de interesse em P. pastoris ocorre por recombinacao

homologa quando se utiliza o vetor pPICZaA, o que garante a obtencao de clones
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positivos altamente estaveis, passiveis de serem armazenados por longos periodo
(KIELKOPF; BAUER; URBATSCH, 2021).

O uso de P. pastoris para expressdo recombinante de glicoproteinas virais €
amplamente descrito na literatura. Destarte, ainda que n&o haja na literatura
referéncias acerca da importancia do padréo de glicosilacdo da proteina gp46 de
HTLV-2 para a eficiéncia de sua utilizacdo como antigenos de captura em testes
diagnosticos para HTLV, esse organismo foi selecionado para expresséo
recombinante dessa proteina, levando em conta se tratar de uma glicoproteina, e a
importancia que tal modificacdo no que concerne a solubilidade e ao enovelamento
proteico (ONO et al., 2000). Somado a isso, consta a capacidade de secrecao de
proteinas recombinantes de P. pastoris, que foi fator decisivo na selecdo desse
sistema de expressao, visando a eliminacéo de uma etapa no processo de purificacao

da proteina produzida, otimizando-o em termos de tempo e custos.

1.10 SISTEMA DE EXPRESSAO PROCARIOTO Escherichia coli

O sistema de expressao heterdloga mais comumente utilizado é E. coli, mesmo
com tantos outros organismos e suas tecnologias atualmente disponiveis, por
apresentar manejo genético simples, ser versatil a recepcao de vetores plasmidiais,
possuir bom custo-beneficio e elevados niveis de expressédo (JOSEPH et al., 2015),
além de ser um organismo cujo genoma € bem estabelecido (JEONG et al., 2009;
JEONG; KIM & LEE, 2015).

A linhagem BL21(DE3) € uma das linhagens de E. coli mais utilizadas como
sistema de expressao heterélogo, apresentando elevado nivel de expresséo
recombinante (JOSEPH et al., 2015). Essa linhagem se destaca porque apresenta a
sequéncia do fago ADE3, que contém uma copia do gene que codifica para a T7 RNA
polimerase em um cromossomo regulado pelo promotor lacUV5, o que significa dizer
que sua expressdo pode ser induzida pela presenga de isopropil [B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) (STUDIER; MOFFATT, 1986). No entanto, deve ser
observado que bactérias dessa linhagem podem apresentar expressao basal
(JOSEPH et al., 2015), o que néo é desejavel no caso de produtos toxicos as células.

A manutencao da estabilidade da proteina recombinante a ser expressa € outra
caracteristica importante proveniente do uso da BL21(DE3), haja vista que os genes

da protease Lon, responsavel pela degradacdo de proteinas exdgenas
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(GOTTESMAN, 1996; JOSEPH et al., 2015), e da protease OmpT, a qual degrada
proteinas extracelulares (GRODBERG; DUNN, 1988), estdo deletados nessa
linhagem (JOSEPH et al., 2015). Além disso, a mutagdo no gene hsdSB previne a
degradacdo por restricdo do vetor plasmidial na bactéria (ROSANO; CECCARELLI,
2014).

Contudo, essa linhagem de E. coli apresenta limitacbes quanto a traducao de
certos cédons em aminoacidos para formar a proteina recombinante. Foi identificado
um conjunto de codons (AGG, AGA, AUA, CUA, CGA, CGG e CCC) que, seja em
clusters ou dispostos sozinhos no gene de interesse, causavam problemas
traducionais (KANE, 1995), como deslocamento do quadro de leitura (SPANJAARD;
VAN DUIN, 1988), terminagao prematura da traducdo (GERCHMAN; GRAZIANO &
RAMAKRISHNAN, 1994), incorporagdo de aminoacidos incorretos (CALDERONE;
STEVENS & OAS, 1996) e reducédo da taxa de expressao. A frequéncia de uso desses
coédons por E. coli é muito baixa, sendo denominados codons raros, em virtude de a
bactéria apresentar baixos niveis de tRNA cognatos capazes de traduzi-los (KANE,
1995).

As limitacBes de expressado impostas pela presenca de cédons raros podem
ser superadas, por exemplo, optando-se por sintetizar o gene com codons otimizados.
Contudo, essa pratica pode demandar altos custos e tempo para sintese, de modo
gue outra solucéo pode ser mais atraente, como por exemplo, 0 uso da cepa de E.
coli Rosetta(DE3), em que genes codificadores de tRNAS raros S80 CO-expressos
(NOVY et al., 2001).

As cepas da linhagem Rosetta(DE3) de E. coli apresentam tRNAs para os
cédons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA dispostos em um plasmideo da familia
pRARE que possui o gene Cam, que confere a linhagem resisténcia ao antibiotico
Cloranfenicol (NOVY et al., 2001).

Foram comparados os niveis de expressédo em cepas de E. coli BL21(DE3) e
Rosetta(DE3), levando a observacéao de que a presenca de codons raros é um fator
decisivo ndo apenas nos rendimentos da expressao recombinante (FU; LIN & CEN,
2007), mas também impacta significativamente a pureza da proteina (TEGEL et al.,
2010). Verificou-se que a presenca de mais de oito codons raros no gene de interesse
interfere em sua expressao recombinante, sendo a cepa Rosetta(DE3) mais eficiente

do que a BL21(DE3) para producéao proteica, nesses casos (TEGEL et al., 2010).
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O uso da linhagem C43(DE3) mostra-se interessante pois essa € eficiente em
expressar proteinas toxicas oriundas de todas as classes de organismos, incluindo
virus. Assim, ainda que a proteina produzida seja toxica, sua expressao € viavel
mesmo em altos niveis (LUCIGEN, 2018).

A utilizacdo da linhagem ArcticExpress(DE3), por sua vez, € interessante a
expressdo recombinante pois expressa constitutivamente duas chaperonas de
Oleispira antarctica, as quais sdo adaptadas ao frio, auxiliando significativamente no
correto enovelamento de proteinas recombinantes produzidas ao se ligarem a elas.
Tais chaperonas, Cpnl0 e Cpn60, com cerca de 10 e 57 kDa respectivamente, séo
codificadas pelo plasmideo pACYC, o qual também apresenta gene que confere a
linhagem resisténcia ao antibiotico Gentamicina; elas se encontram especialmente
ativas em temperaturas entre 4°C e 12°C (FERRER et al., 2003).

O uso de baixas temperaturas durante a expressao heterdloga e a co-
expressdo com chaperonas demonstrou favorecer a estabilidade, a solubilidade e o
correto enovelamento proteicos (JOSEPH et al., 2015), mostrando-se relevante aos
interesses deste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Foram encontrados e superados inimeros desafios a producédo recombinante
da proteina gp46 de HTLV-2 em sua integra. Selecionou-se primeiramente a levedura
P. pastoris como organismo de expressao recombinante dessa proteina, contudo, seu
uso para essa finalidade ndo demonstrou ser eficiente. Em virtude desse insucesso,
optou-se pelo uso de sistema procarioto, utilizando linhagens de E. coli.

Foram testadas as linhagens Rosetta(DE3), C43(DE3) e ArcticExpress(DE3),
sendo esta a Unica em que a expressao recombinante da gp46 Il foi bem-sucedida,
ocorrendo em quantidades satisfatorias e na forma solavel. Ademais, a purificacdo
dessa proteina por IMAC foi realizada com sucesso, bem como sua detecgéo por Dot
blotting e Western blotting.

As proteinas de HTLV-1 tiveram suas condicfes de expressdo em E. coli
BL21(DES3) padronizadas com sucesso, contudo, encontram-se na forma insoluvel.

As quatro proteinas foram utilizadas como antigenos de captura em um ensaio
de ELISA in-house sanduiche, empregando-se soros de pacientes positivos para
HTLV-1 e HTLV-2, bem como amostras de pacientes soronegativos para ambos os
virus. Inespecificidades obtidas nesse teste indicam a necessidade de seu
aprimoramento com avaliacdo de novas variaveis como: combinacbes de
concentracdes de soros, de proteinas e de anticorpo secundario, bem como o uso de

proteinas com maior pureza.
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