FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pos-Graduacédo em Biotecnologia em Saude e

Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA
INFECCAO PELO HTLV-1.

LEANDRO DE OLIVEIRA CEDRAZ

Salvador — Bahia

2015



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

Curso de Pos-Graduacédo em Biotecnologia em Saude e

Medicina Investigativa

CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA
INFECCAO PELO HTLV-1.

LEANDRO DE OLIVEIRA CEDRAZ

Orientadora: Dr2 Maria Lourdes Farre Vallve

Dissertacdo apresentada ao Colegiado
do Curso de Po6s-Graduagdo em
Biotecnologia em Saude e Medicina

Investigativa como requisito
obrigatorio para a obtencdo do grau de
Mestre.

Salvador — Bahia

2015



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquizas Gongalo Moniz_/ FIOCERUZ - Salvador - Bahia.

Cedraz, Leandro de Oliveira.

C380¢ Concentragées plasmaticas de citocinas ¢ quirniocinas na infeccio pelo
HTLV-1 /Leandro de Oliveira Cedraz. - 2015.
83 f -1l ;30 cm.

Crientador: Prof’. Dr* Mara Lourdes Famre Vallve, Laboratirio de Patologia
Expenmental

Dizsertacdo (Mestrado de Biotecnologia em Sande e Medicina Investigativa)
Fundagio Oswaldo Cruz, Centro de Pezquizas Gongalo Moniz, 2013,

1. HTLV-L 2. Ultraestrutura. 3. Citocinas. 4. Chirmiocinas. 3. Linfacitos.
LTitulo,

CDU 61698




“CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA INFECCAO PELO HTLV-1”

LEANDRO DE OLIVEIRA CEDRAZ

FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA
ULJLWL\_ AL H“-‘LOS 3 425 Noolis (T tamlome e e
Dra. Valéria de Matos Borge§' Dra. Theolis Costa Barbosa Bessa
Pesquisadora

Pesquisadora
CPqGM/FIOCRUZ CPqGM/FIOCRUZ

1 | A -~
{ | / [ 1]
_J [ / ,' / ¢x)i/\
LA M W /
| Dr. Luiz/Carlos Janior Alcantara
Pesquisador Titular
CPqGM/FIOCRUZ




AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela forca, sabedoria, persisténcia e pela minha vida.

A toda minha familia pela forca, incentivo e compreensdo dos momentos que tive que estar
ausente.

A todos 0s meus amigos que estiveram juntos e me fortalecendo nesta caminhada, em especial
ao meu amigo Anderson Cleiton e as minhas amigas Rosely Cruz, Samira Farias e Monica
Toledo, pelos conselhos e apoio. Vocés foram fundamentais nesta caminhada!!

A minha orientadora, Dra. Lourdes Farre, pela oportunidade de crescimento profissional e por
toda a orientacdo que me foi dada com muita presteza.

A todos os colegas de grupo: Everton Batista, Tiago Landim, Pedro Dantas e pelos antigos
colegas Marcelo, Juliana, Isabela e Vanessa, os quais também foram fundamentais neste
processo.

A Daniela Andrade pela grande ajuda e boa vontade ao me ensinar muito sobre & técnica do
CBA, vocé foi uma peca fundamental!!

A todos os colegas do LAPEX, em especial a Tininha Gonzales, Elisangela, Dra Marcia e Sr
Antbnio e ao chefe do laboratdrio, Dr. Zilton Andrade.

Ao Centro de Pesquisa Goncalo Moniz — CPqGM pelo espaco e recursos materiais e humanos
utilizados durante o desenvolvimento do projeto.

Ao grupo de Manifestagdes infanto-juvenis da infeccdo pelo HTLV-I na Bahia, em especial a
Dra. Achiléa Bittencourt, que tem se dedicado e realizado trabalhos de grande importancia
com pacientes portadores do HTLV-I na Bahia.

Aos membros da banca examinadora, Dr. Luiz Alcantara, Dra Theolis Bessa, a Dra Valéria
Matos e a Dra Isadora Siqueira, por contribuir de forma impar com o trabalho, através de
sugestdes e correcOes fundamentais para a conclusao do projeto.

A Biblioteca de Ciéncias Biomédicas Eurydice Pires de Sant'/Anna - entro de Pesquisas
Gongalo Moniz, em especial & bibliotecaria Sr2 Ana Maria Fiscina pelas corregdes e
parametrizacdo nas normas vigentes.



CEDRAZ, Leandro de Oliveira. Concentraces plasmaéticas de citocinas e quimiocinas na
infeccdo pelo HTLV-1. 83 f. il. Dissertagdo (Mestrado) — Fundag&o Oswaldo Cruz, Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

INTRODUGCAO: O virus linfotrépico das células T humano tipo 1 (HTLV-1) é endémico na
Bahia e estd associado com doencas graves, como a Paraparesia Espastica
Tropical/Mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) e a Dermatite Infecciosa associada ao
HTLV-1 (DIH). Escassos trabalhos tem sido reportados com a avaliacdo de citocinas e
quimiocinas em individuos jovens infectados pelo HTLV-1 e ndo existem dados sobre a
manifestacdo simultdnea DIH e HAM/TSP na faixa infanto-juvenil. OBJETIVO: Avaliar as
concentracdes plasmaticas de citocinas e quimiocinas na infeccdo pelo HTLV-1 em
individuos infanto-juvenis. METODO: Foram incluidos 61 individuos portadores do HTLV-
1 distribuidos nos grupos Portadores assintomaticos, pacientes com a DIH, pacientes com
DIH/HAM/TSP, pacientes com a HAM/TSP e 20 individuos saudaveis sem a infecgdo pelo
HTLV-1, todos na faixa infanto-juvenil. As concentracdes plasmaticas foram comparadas
através do método de Elisa e de Cytometric Bead Array (CBA). As anélises estatisticas foram
realizadas com o GraphPad Prism 6.1 através do teste Mann Whitney para comparacdo das
medianas e pelo teste Wilcoxon para comparacdo das amostras pareadas, e a avaliacdo das
correlacdes pelo coeficiente de Spearman. RESULTADOS: As citocinas IL-2, IL-6
estiveram em maiores concentracfes em todos os grupos de portadores do HTLV-1. Os
individuos saudaveis apresentaram menores concentracbes de IFN-y que o grupo de
individuos portadores assintométicos e o grupo de pacientes com a DIH, além de menores
concentracdes de IL-4 e IL-10 quando comparado com os individuos infectados, contudo
apenas a IL-10 esteve em concentracfes diferentes nos individuos com o virus. Os individuos
saudaveis apresentaram maiores concentracbes da quimiocina CCL-22. Portadores
assintomaticos e pacientes com a DIH apresentaram menores concentragdes de IL-1f quando
comparados com individuos saudaveis. Os portadores assintomaticos apresentaram menores
concentragOes da IL-17 que os individuos ndo infectados. Os pacientes com a DIH/HAM/TSP
apresentaram maiores concentracdes para a IL-1p, quando comparado com o grupo de
pacientes com a DIH e com o grupo de pacientes com a HAM/TSP, além de menores
concentragdes da quimiocina CCL-27. O grupo HAM/TSP apresentou menores concentraces
de IL-8 que os grupos DIH e DIH/HAM/TSP. A carga proviral foi menor no grupo dos
portadores assintomaticos, seguidos do grupo de pacientes com DIH, e do grupo de pacientes
de DIH que também manifestaram HAM/TSP, ja o grupo de pacientes com a HAM/TSP
apresentaram cargas provirais menores que o grupo DIH e o grupo DIH/HAM/TSP. Apenas a
IL-8 e IL-10 apresentaram correlagdes fracas com a carga proviral. Na remissdo da DIH,
houve maiores concentragbes da CCL-27, enquanto o TNF-o esteve em maiores
concentragbes no momento em que O paciente apresentou a DIH/HAM/TSP.
CONSIDERACOES FINAIS: Na infeccdo pelo HTLV-1 na faixa infanto-juvenil ocorre
uma desregulacdo imunoldgica acompanhada de um mecanismo imunomodulador. Nos
portadores assintomaticos, parece existir um maior equilibrio entre a resposta pro e anti-
inflamatoria. A manifestagdo de DIH e da HAM/TSP, parece estar relacionada com um maior
desequilibrio entre a resposta imunoldgica, e nos pacientes com a DIH/HAM/TSP esta
resposta parece sofrer influéncia de mecanismos da comanifestacao.

PALAVRAS CHAVE: HTLV-I, DIH, HAM/TSP, Citocinas, Quimiocinas, Linfdcitos
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The lymphotropic virus of cells T human type 1 (HTLV ) is endemic in
Bahia and it is associated with serious diseases such as Tropical Spastic
Paraparesis/associated myelopathy with HTLV-1 and Infectious Dermatitis associated with
HTLV -1 (IDH). Very little work has been reported with the evaluation of cytokines and
chemokines in the IDH and there has been no data on the manifestation simultaneous IDH and
HAM\TSP in children and youth range. OBJECTIVE: To evaluate the plasma concentrations
of cytokines and chemokines in HTLV-1 infection in children and young individuals.
METHOD: We included 61 individuals HTLV-1 spread in groups Asymptomatic Carriers,
patients with IDH, patients with IDH/HAM/TSP, patients with HAM/TSP and 20 healthy
individuals without HTLV-1, all in children's range. Plasma concentrations were compared
using the ELISA method and Cytometric Bead Array (CBA). Statistical analyzes were
performed using GraphPad Prism 6.1 using the Mann Whitney test to compare the medians
and the Wilcoxon test for comparison of paired samples, and evaluation of correlations by
Spearman coefficient. RESULTS: The cytokines IL-2 and IL-6 concentrations were higher in
all groups of patients with HTLV-1. Healthy individuals showed lower concentrations of IFN-
y to the group of asymptomatic individuals and the group of patients with IDH, in addition to
lower concentrations of 1L-4 and IL-10 when compared to infected individuals, but only IL-
10 was in different concentrations in subjects with the virus. Healthy individuals showed
higher concentrations of the chemokine CCL-22. Asymptomatic carriers and patients with
IDH had lower IL-1B levels in comparison with healthy subjects. Asymptomatic carriers had
lower IL-17 concentrations that Healthy individuals. Patients with IDH/HAM/TSP had higher
concentrations of IL-13 compared with the group of patients with the IDH and the group of
patients with HAM/TSP, and lower concentrations of CCL-27 chemokine. The HAM/TSP
group had lower IL-8 concentrations of the IDH and IDH/HAM/TSP groups. The proviral
load was lower in asymptomatic patients, followed by the group of patients with IDH, and the
group of IDH patients also expressed HAM/TSP, the group of patients with HAM/TSP had
lower proviral loads that the IDH group and IDH/HAM/TSP group. As IL-8 and IL-10 exhibit
weak correlation with proviral load. In Remission IDH, there were higher concentrations of
CCL-27, while TNF-a was higher concentrations at the time the patient showed
IDH/HAM/TSP. CONCLUSIONS: In the HTLV-1 infection in children and young occurs an
immune dysregulation accompanied of an immunomodulatory mechanism. In asymptomatic
patients, there seems to be a greater balance between the response pro and anti-inflammatory.
The manifestation of IDH and HAM/TSP seems to be related to a greater imbalance between
the immune response, and in patients with IDH/HAM/TSP this answer seems to be influenced
by mechanisms of co-expression mechanisms.

KEYWORDS: HTLV-I, IDH, HAM/TSP, Cytokines, Chemokines, Lymphocytes



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Prevaléncia sorologica do HTLV I/l em bancos de sangue nas capitais

dos 26 estados brasileiros e Distrito Federal, ----------=-==mmmmmmmmmmeee -

Figura 2: Lesfes tumorais e papulas cutaneas em pacientes com diferentes formas
clinicas de ATL L. -=--emmmmmme oo e e

Figura3: Paciente com DIH apresentando lesGes eritemato-descamativas e
crostosas nas regides auricular e couro cabeludo, pescoco, regido

retro-auricular, nas palpebras, regiées nasais e paranasais ---------------

Figura 4: Imagem esquematizada do genoma do HTLV-1 e os mRNAs dos genes

ViraiS.----=---mmm e S e e

Figura 5: Representacdo dos mecanismos de transmissdo viral de uma célula

infectada a outra ndo infectada. ---- T

Figura 6: Expanséo clonal das células CD4+ infectadas pelo HTLV-I. -------------

Figura 7: Delineamento do estudo.------------------ e s

Figura 8:Avaliacdo das concentracdes plasmaticas das citocinas pré-inflamatorias
IL-2, TNF-0, IL-6 e IL-8 em individuos portadores do HTLV-1 e

individuos SAUAVEIS. -------=-mmmmm oo

Figura 9:Avaliacdo das concentragdes plasmaticas das citocinas pro-inflamatorias
IL-1B, IL-12p70, IFN-y e IL-17 em individuos portadores do HTLV-1 e

individuos SaUdAveis. --------=-=-===mmmmmmmm oo

Figura 10:Avaliacdo das concentracdes plasmaticas das citocinas anti-
inflamatdrias 1L-4 e IL-10 em individuos portadores do HTLV-1 e

individuos SaudaVveis. ------=======m=mmmmm e e

Figura 11: Avaliacdo das concentracfes plasmaticas das quimiocinas CCL-22 e
CCL-27 em individuos portadores do HTLV-1 e individuos saudaveis.

14

15

17

18

20

21

33

38

40

41

42



Figura 12. Comparagdo da carga proviral entre os grupos de portadores
assintomaticos, de pacientes com a DIH, de pacientes com a
DIH/HAM/TSP e de pacientes com a HAM/TSP. ----------=-=--mmenmum-

Figura 13: Correlacdo entre a carga proviral e as citocinas e quimiocinas

considerando o grupo de portadores do HTLV-1.----------------m-mom---

Figura 14. Concentragdes plasmaticas das citocinas e quimiocinas estudadas no
momento em que o paciente apresentava a DIH com lesdes cutaneas

(DIH) e no momento em que n4o havia mais lesdes (REMISSAO).----

Figura 15. Concentracdes plasmaticas das citocinas e quimiocinas estudadas no
momento em que 0 paciente manifestava DIH e no momento

posterior, quando desenvolveu simultaneamente a HAM/TSP.----------

52

53

55

56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:Critérios para o diagnostico da HAM/TSP, segundo CASTRO-
COSTA et al., 2006.-------------------- e

Tabela 2:Estudos de perfil de citocinas e quimiocinas realizados com individuos
infectados Pelo HTLV-1.---mmnmmmmmmm oo oo

Tabela 3: Caracteristicas dos grupos incluidos nas avaliagdes.-------------=--------

Tabela 4: Valores de mediana da concentracdo plasmatica das citocinas
estudadas em individuos saudaveis ndo infectados, portadores

assintomaticos, pacientes com DIH, pacientes com DIH e HAM/TSP

e pacientes apenas com a HAM/TSP.----------=--=-mmemmmmme-

Tabela 5: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de

individuos saudaveis ndo infectados.--------------=-=-=---m-mmmomm e

Tabela 6: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de

portadores assintOMALiCOS. -=-=-==============mm o m oo

Tabela 7: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de

pacientes com a DIH.----==-mmmm e oo

Tabela 8: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de
pacientes com a DIH e a HAM/TSP.------=-=-=mmmmm oo

Tabela 9: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de
pacientes com & HAM/TSP.------mmmmmmmm oo

Tabela 10: Correlagbes moderadas e fortes entre citocinas e quimiocinas nos

grupos avaliados. --=-=-=======n=mmm e e

16

25

37

43

45

46

47

48

49

50



ATLL
BcL-2
CBA
CONEP
CPGGM
CREB
CTL
DIH

EBV

EDTA
ELISA
Env
FoxP3
GLUT-1
HAM/TSP
HBZ
HSPGs
HTLV-I
CO-HUPES
ICAM-1
IFN-y

IgE

lgG1

IgG4

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

(Adult T-cell leukemia/lymphoma)

(B-cell Lymphoma 2)

(Cytometric Bead Array)

Conselho nacional de Etica em Pesquisa
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz

(cAMP response element binding protein).
(Cytotoxic T Lymphocytes)

Dermatite Infecciosa Associada ao HTLV-1

Epstein-Barr Virus

Ethylene/Diamine Tetraacetic Acid

enzyme-linked immunosorbent assay

Gene que codifica a proteina ENV do envelope viral
Forkhead box P3

Receptor de glicose 1

(HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis)
(HTLV-1 basic leucine zipper factor)

Sulfato de Heparina Proteoglicana

(Human T-lymphotropic virus type 1)

Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos
Molécula de Adesdo intercelular-1

Interferon Gama

Imunoglobulina E

Imunoglobulina G 1

Imunoglobulina G4



KDa
LAPEX
LFA-1
LTR
MHC
miRNA
NF-kB
NK
NRP-1
PBMC
Pol

pX

Rex

SOCS
STAT-1
Tax
T-Bet
TCLE

TNF-a

KiloDalton

Laboratorio de Patologia Experimental
Antigeno 1 Associado & Funcéo Leucocitaria
(Long Terminal Repeats)

(Major Histocompatibility Complex)

Micro RNAs

Factor Nuclear Kappa B

Natural Killer

Neurofilina-1

(Peripheral blood mononuclear cells)

Gene para a transcriptase reversa

Regido do genoma viral que codifica proteinas reguladoras

Gene que codifica a proteina REX, responsavel pela regulacdo pos-

transcricional do genoma do HTLV-1

(Suppressors of Cytokines Signaling)

(Signal Transducers and Activators of Transcription)

Gene que codifica a proteina Tax, responsavel por regular a trancrigdo viral

(Factor for T-Helper 1)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Tumor Necrosis Factor)



11
11.1
1.1.2
113
1.2
1.3
14
14.1
14.2
143
144
2

3

4

4.1
4.2

5

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8

6

6.1

6.2

6.2.1

SUMARIO

INTRODUGAQ------mmmmmmmmeev e
DOENGAS ASSOCIADAS----------=-- e P

CARACTERIZACAO MOLECULAR DO VIRUS------- e

DEFESA DO HOSPEDEIRO CONTRA A INFECCAO VIRAL ----------

SINALIZAGAO VIA CITOCINAS E QUIMIOCINAS---------mmmmmmmmmeemeeoo

Citocinas pro-inflamatorias----=-====-=========mmmmm e

Citocinas anti-inflamatorias-----------==-=====-====mmmmmmm oo

Quimiocinas --------=-=========---=---- e

Perfil de citocinas na DIH-------------------- mmmmmmmsmmesesmseeeeeoeeooo

HIPOTESE DE ESTUDOQ ----nnrmmrmmrmmrmmrmmsmmsmmemes e e

R[URy (=07 V7 N ———— e
(0] ] =3 I | V/ 01— e -

OBJETIVO GERAL ---neemmeemmemmenmnes S

OBJETIVOS ESPECIFICOS e R
MATERIAL E METODOS-----m-mmcmmmmmm e
DESENHO DE ESTUDOQ---------=-m-mn--- -

POPULAGAO ESTUDADA--- e P
COLETA E MENSURAGAO DE CITOCINAS NO PLASMA---------------n----
TESTE ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY— ELISA-----------------
Y B 01 T
QUANTIFICAGAO DA CARGA PROVIRAL----------mmsseeemmmmm oo
ANALISES ESTATISTICAS--- o

CONSIDERAGOES ETICAS-----mmmmmmmmmmmmmmmm e
RESULTADOS -----==nnnmmm e
GRUPOS ESTUDADOS --------======nnmmmmmmmmmmmmmm oo

AVALIACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS EM PACIENTES COM
DIH, COM DIH E HAM/TSP, COM A HAM/TSP, EM PORTADORES
ASSINTOMATICOS E INDIVIDUOS SAUDAVEIS NAO INFECTADOS PELO
I Y251 S —

Citocinas pro-inflamatorias--------=-=-========mmmmm oo



6.2.2 Citocinas anti-inflamatorias-------=-==========mmm oo

63  AVALIACAO DE QUIMIOCINAS --rnmrmmmmmemmemmemmemme e e ecmecnee

6.4 CORRELACAO ENTRE CITOCINAS E QUIMIOCINAS--------mmmmmmmmmmmmnmm
6.5 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DAS CITOCINAS
PLASMATICAS E A CARGA PROVIRAL---mmmmmmmmmmmmmmmcmmmcemmmccceee
6.6 CONCENTRAGCOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS
NA REMISSAO DA DIH ------mmmmmmmmmmmeeeee e
6.7 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS
NA MANIFESTACAO DA HAM/TSP EM PACIENTES COM DIH---------==------

7 DISCUSSAQ --------mmmmmmee- S

7.1 PADRAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NOS GRUPOS DE
PORTADORES DO HTLV-1 E EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS DA MESMA
Y D Y o Y ] S ——————
7.2 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS
NA REMISSAO DA DIH E NA MANIFESTACAO DA DIH/HAM/TSP -----------
7.3 DIFICULDADES ENCONTRADAS E PERSPECTIVAS FUTURAS---------

8  CONCLUSOES -mmmmm e
R o [ N —

40
41
44

51

54

54

57

57

63

64

65
66



13

1 INTRODUCAO

O virus linfotropico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) pertence a familia
Retroviridae e ao género Deltaretrovirus. Este virus pode infectar diversos tipos celulares,
contudo ha um tropismo especial pelas células T CD4+ (POIESZ et al., 1980). Foi o primeiro
oncorretrovirus a ser descoberto (POIESZ et al., 1980) sendo endémico em certas regides,
destacando-se o sudoeste do Japdo, as ilhas do Caribe e a América do Sul (CATALAN-
SOARES et al., 2001).

Ha estimativas que existam entre 10 e 20 milhdes de pessoas infectadas em todo o
mundo (PROIETTI, 2005). Estudos epidemioldgicos mais detalhados publicaram
recentemente novos dados incluindo regifes endémicas para 0 HTLV-1 e estimaram que
existam entre 5 e 10 milhdes de pessoas portadoras do virus. Contudo esses resultados foram
baseados em um total de 1,5 bilhGes de individuos provenientes de areas endémicas, 0 que
pode indicar que este nUmero possa realmente ser ainda maior (GESSAIN e CASSAR, 2012).

No Brasil, destaca-se o estado da Bahia, o qual conta com uma prevaléncia de 1,8% na
cidade de Salvador (DOURADO et al., 2003). Em estudo feito com amostras de bancos de
sangue foi observada uma distribuicdo heterogénea da prevaléncia do HTLV-1/2 entre os
estados brasileiros, apresentando os estados do Maranhéo e da Bahia as maiores prevaléncias,
sendo de 10,0/1000 e 9,4/1000, respectivamente (Figura 1). Estes resultados podem ser
explicados pelo perfil étnico da populacdo nestes estados, possuindo grandes proporcées de
pessoas afrodescendentes, além de estar relacionado também ao padrdo socioecondmico da
populacdo (CATALAN-SOARES et al., 2005).
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Figura 1: Prevaléncia sorolégica do HTLV /1l em bancos de sangue nas capitais dos
26 estados brasileiros e Distrito Federal. Catalan-Soares et al., 2005.

A transmissdo do HTLV-1 ocorre principalmente por via vertical (da mée para o filho,
pela amamentacdo), mas ha registros de transmissdo por contato sexual, principalmente de
homens para mulheres, por transfusdo de sangue e através do uso compartilhado de agulhas
contaminadas entre os usuarios de drogas injetaveis (ZIMMERMMANN et al. 2014; DE LA
FUENTE et al. 2006). H& também a transmissdo horizontal através da amamentacdo em
amas-de-leite ou de amamentacdo cruzada.(BITTENCOURT, 1998).

1.1. DOENCAS ASSOCIADAS

O HTLV-1 esta associado a algumas patologias graves como a Leucemia/Linfoma de
Células T do adulto (ATLL), a Mielopatia associada ao HTLV-1/Paraparesia Espéstica
Tropical (HAM/TSP) e a Dermatite Infecciosa associada ao HTLV-1 (DIH) (POMBO et al.,
1999; BITTENCOURT et al., 2007; GOMES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2005). A
transmissdo sexual e por transfusdo sanguinea parece estar mais relacionadas com a
HAM/TSP, enquanto a ATLL parece estar mais relacionada com a infecgdo na fase infanto-
juvenil, mostrando que talvez seja necessario um tempo maior de exposicdo para 0
desenvolvimento desta patologia (BARTHOLOMEW, 1998). No entanto, na Bahia, tem sido
observados casos de HAM/TSP na faixa infanto-juvenil, mostrando que a mielopatia pode
ocorrer em criangas infectadas verticalmente (PRIMO et al., 2005).
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1.1.1. ATLL

A ATLL é uma forma grave de neoplasia de células T (principalmente CD4+), sem
tratamento eficaz e geralmente fatal nas formas mais graves da doenca. Ocorre geralmente na
fase adulta na quinta década da vida (BITTENCOURT, 2007). A ATLL é também
caracterizada por uma expanséo clonal persistente de células CD4+ infectadas (CAVROIS et
al 1996; ETOH et al., 1997; BITTENCOURT e FARRE, 2008).

No estado da Bahia, 33% dos linfomas T em geral sdo decorrentes da infec¢éo pelo
HTLV-1 (BARBOSA et al., 1997) e 60% dos casos possui envolvimento cutaneo
(BITTENCOURT et al., 2007) (Figura 2). A prevaléncia da ATLL é de 6,6% em homens e
2,1% em mulheres portadoras do virus (ARISAWA et al., 2000). H& uma grande diversidade

de manifestaces clinicas, o que levou a sua subdivisdo nas diferentes formas: aguda, cronica,

linfomatosa, smoldering e a tumoral priméaria de pele (SHIMOYAMA et al., 1991;
BITTENCOURT et al., 2007).

Figura 2: Lesdes tumorais e papulas cutaneas em pacientes com diferentes formas clinicas de ATLL.

1.1.2. HAM/TSP

A HAM/TSP é uma mielopatia grave com paraparesia espastica progressiva, associada a
disturbios vesicais que se manifestam em 2 a 5% dos portadores de HTLV-1 (OSAME et al.,
1990; SAITO et al., 1991). E uma doenca inflamatdria crénica na qual ocorrem lesées no
sistema nervoso central, mais frequente no género feminino, sendo 46 anos a média de idade
de inicio da doenca (MORENO-CARVALHO et al., 1992; NAKAGAWA, 1995). Observa-
se, também, no infiltrado perivascular inflamatério do cérebro e do corddo espinhal uma
maior predominancia de células CD4+ especificas para o HTLV-1, contudo células T CD4+
especificas para HTLV-1 sdo encontradas em grande proporcdo em pacientes com leses
iniciais do sistema nervoso central (IWASAKI et al., 1992; UMEHARA et al., 1993; GOON
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et al., 2003). Algumas caracteristicas sdo utilizadas como critérios para o diagnostico da
HAM/TSP (Tabela 1) (CASTRO-COSTA et al., 2006). A HAM/TSP, embora caracterize-se
por ser uma doenca do adulto, alguns casos da doenca tem sido observados na faixa infanto-
juvenil (PRIMO et al., 2005). A manifestacdo infanto-juvenil da HAM/TSP caracteriza-se por
ser rapidamente progressiva, diferente do que ocorre no adulto (PRIMO et al., 2005;
ARAUJO et al., 2002).

Tabela 1: Caracteristicas utilizadas como critérios para o diagnéstico da
HAM/TSP, segundo CASTRO-COSTA et al., 2006.
CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DA HAM/TSP
1. Paraparesia cronica que progride lentamente
2. Fraqueza proximal nos membros inferiores
3. Sinas piramidais nos membros inferiores
4. Anticorpos para HTLV-1 no soro e no liquido cefalorraquidiano
5. Inicio insidioso
6. Distarbios da bexiga
7. Lombalgia
8. Outros sintomas relacionados

1.1.3. DIH

A DIH é uma forma grave e recidivante de eczema incidente em criangas que
adquirem a infeccao por via vertical. Embora o virus tenha sido descoberto em 1980 (POIESZ
et al., 1980) e a DIH tenha sido descrita inicialmente na Jamaica em 1966 (SWEET et al.,
1966), a associacdo do virus com esta doenca sé ocorreu em 1990 (LA GRENADE et al.,
1990). A DIH caracteriza-se por lesbes eritemato-descamativas e crostosas que afetam o
couro cabeludo, axilas, pavilhdo auricular, regides retroauriculares, palpebras, pele paranasal
e/ou pescoco (LAGRENADE et al., 1998, OLIVEIRA et al., 2005) (Figura 3). Geralmente as
lesbes sdo infectadas por Staphylococcus aureus e por Streptococcus beta haemolyticus (LA
GRENADE,1996; OLIVEIRA et al., 2005). Outras caracteristicas clinicas podem ser
observadas, como linfocitose, anemia, linfadenopatia, elevado indice de sedimentagdo de
eritrocitos e hiperimunoglobulinemia (LAGRENADE et al., 1990). As seguintes
caracteristicas sdo utilizadas como principais critérios no diagnéstico da DIH e diferenciacdo
da Dermatite Atopica: (1)Eczema do couro cabeludo, axilas, virilhas, pavilhdo auricular,
regides retroauriculares, palpebras, pele paranasal e/ou pescoco; (2)Rinorréia crénica e/ou
lesGes crostosas no vestibulo nasal; (3) Dermatite crénica recidivante com resposta imediata a
antibioticoterapia e com recidiva apds suspensdo do tratamento; (4)Inicio precoce na infancia;

e (5) Soropositividade para 0 HTLV-1, sendo obrigatorio o preenchimento dos critérios (1),
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(2) e (5) e o envolvimento de pelo menos duas regibes do corpo no critério (1) (LA
GRENADE et al.,, 1998). Em estudo com 42 casos, Oliveira e colaboradores (2012)
adaptaram estes critérios e indicaram os principais para o diagnéstico no Brasil: (1) presenca
de lesdes erittmato-descamativas, exsudativas e crostosas no couro cabeludo, regibes
retroauriculares pescoco, axilas, virilha, seios paranasais, pele perioral, orelhas, térax,
abddmen e outras regides; (2) Presenca de crostas narinas; (3) Dermatite crénica recidivante
com resposta imediata a adequada terapia, mas com recorréncia ap0s a interrupcdo da mesma;
(4) Diagnéstico da infecgdo pelo HTLV-1 por meio de testes soroldgicos bioldgicos ou
moleculares. Para estes critérios, considerou-se necessario o envolvimento de pelo menos 3
areas do critério (1) incluindo lesGes no couro cabeludo e regides retroauriculares. Além disso
a presenca de crostas nas narinas, embora seja um critério, ndo é obrigatério (OLIVEIRA et al
2012).

Na DIH, diferente da Dermatite Atdpica ou da Dermatite Seborréica, hd um
predominio de células CD8+, perforina negativos e raramente granzime positivos, ndo sendo
portanto linfécitos T citotoxicos ativados (BITTENCOURT et al., 2005). Além disso,
individuos infectados pelo HTLV-1 com a Dermatite AtOpica possuem niveis de anticorpos
anti-HTLV-1 menores que pacientes com a DIH (LA GRENADE et al., 1998) Também tem
sido descrito que pacientes com a DIH e pacientes com a HAM/TSP possuem maiores niveis

de anticorpos anti-HTLV-1 que portadores assintomaticos (PRIMO et al., 2005).
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Figura 3: Paciente com DIH apresentando lesGes eritemato-descamativas e crostosas nas regides
auricular e couro cabeludo (A), pescoco e regido retro-auricular (B), e nas palpebras e regides nasais e
paranasais (C). Bittencourt e Oliveira, 2005.

Nos portadores do virus é apontada uma probabilidade de 0,4% de desenvolver a DIH
até os quatro anos de idade (MALONEY et al., 2000). Geralmente, inicia-se apds 0s 18 meses
de vida e raramente persiste até a vida adulta (GONCALVES et al., 2000). E uma doenca
predominante em criancas de sexo feminino, ocorrendo até a idade de 2 anos, com raros casos
em adultos (BITTENCOURT et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005; GONCALVES et al.,
2000). Os primeiros casos desta doenca foram relatados na Jamaica, contudo, a Bahia conta
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com a segunda maior casuistica da literatura, depois da Jamaica, tendo varios casos sendo
relatados. Ja foram mencionados na literatura alguns casos de DIH que manifestaram
HAM/TSP ainda na adolescéncia ou que evoluiram para ATL (PRIMO et al., 2005;
HANCHARD et al., 1991; FARRE et al., 2008), evidenciando uma possivel associagio entre
estas doencas. Em nosso grupo de estudo observamos que 30% dos casos de DIH
diagnosticados na Bahia evoluiram para a forma infanto-juvenil da HAM/TSP (PRIMO et al.,
2005; BITTENCOURT et al., 2006). Dados mais recentes ja foram publicados mostrando que
47,2% dos casos de DIH apresentaram simultaneamente a HAM/TSP (OLIVEIRA et al.,
2012). Também ja foi descrito um caso de paciente DIH que desenvolveu precocemente e
sequencialmente a HAM/TSP e a ATLL (FARRE et al., 2008).

1.2. CARACTERIZACAO MOLECULAR DO VIRUS

O HTLV-1 possui um genoma de 9032 pb, composto pelos genes gag, pol e env
flanqueados nas extremidades 3’ e 5 por sequéncias terminais repetidas chamadas LTR
(Long Terminal Repeats). Entre o gene env e a LTR 3’, ha uma regiao chamada pX, onde
encontra-se genes relacionados com a patogenicidade do viirus, como Tax, Rex, HBZ, p21,
p12, p13 e p30 (SEIKI et al., 1983) (Figura 4).
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Figura 4: Imagem esquematizada do genoma do HTLV-I e 0s -rh‘FéN‘As dos genes
virais. Adaptado de Matsuoka e Jeang, 2007.

A proteina Tax é um transativador de 40 kDa com acéo pleiotrdpica no ciclo celular e
com grande capacidade de aumentar a transcricdo dos genes virais controlada através da
regido 5’ LTR por interagir com fatores de transcricdo como a proteina de ligagdo ao
elemento de resposta do AMPc (CREB - cAMP response element binding protein), além de
outros fatores como NF-kB, que pode aumentar a producdo de outras citocinas, estimulando a
proliferacdo viral e inibindo a apoptose de células infectadas (JEANG et al., 2004,

YOSHIDA, 2001). Ja foi relatado que a proteina Tax também pode ter um papel inverso na
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patogenicidade viral, sendo o principal antigeno reconhecido pelas células T CD8+,
facilitando uma resposta imune efetiva contra o HTLV-1 (KANNAGI et al., 1991).

O gene HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper factor) codifica uma proteina capaz de
inibir a transativacdo da proteina Tax por competir com o complexo CREB. J& 0 seu RNA é
capaz de estimular o crescimento e a proliferacdo de células T (SATOU et al., 2006). A
proteina HBZ tem sido apontada como uma proteina imunogénica reconhecida por CTL
especificas (MACNAMARA et al., 2010), mas ndo como o principal alvo das células CTL
devido a sua baixa expressdo nas células infectadas (SUEMORI et al., 2009).

A entrada do virus na célula depende da interacdo entre a glicoproteina do envelope
viral (Env) e os receptores das células alvo, como, por exemplo, sulfato de heparina
proteoglicana (HSPGs) e Neuropilina-1 (NRP-1), para a fase de adesdo viral, e do Receptor
de Glicose-1 (GLUTL1) para a entrada do virus (MANEL et al., 2003, JONES et al., 2005,
LAMBERT et al., 2009).

A forma classica de disseminacdo dos virus consiste na liberacdo de particulas virais
por células infectadas no meio, que por sua vez irdo infectar novas células. Na infeccdo pelo
HTLV, contudo, sdo encontradas poucas particulas virais no plasma, o que pode estar
relacionado com a disseminacdo preferencial do virus pelo processo de divisdo mitética das
células infectadas (DONEGAN et al., 1994; MAZUROV et al., 2010) ou através da
transferéncia de particulas viricas ou material viral de uma célula infectada para uma célula
ndo infectada. Um dos processos melhor estudados para este ultimo fenémeno é a formacéo
da sinapse viroldgica, onde apenas o material do virus (proteinas e RNASs virais) sao
transferidos de uma célula infectada para células ndo infectadas (IGAKURA et al., 2003).

A formacdo da sinapse viroldgica ocorre pelo contato entre a célula infectada com a
célula ndo infectada, sendo também dependente da interacdo entre a proteina ENV e 0s
receptores da célula alvo. Além disso, é descrito também que a transmissdo dos componentes
virais pode ocorrer através do contato celular com a formacdo de estruturas similares a
biofilmes, na qual o virus estimula a célula infectada a aumentar a expressdo de proteinas
como colageno, fibronectina, galectina-1 e galectina-3, que por sua vez podem ter sua
composicdo de carboidrato modificada para construcdo de agregados extracelulares (Figura
5). Essa matriz extra-celular rica em carboidratos pode garantir coeséo, protecéo e adeséo aos
aglomerados virais. A hiperglicosilacdo das glicoproteinas do envelope pode auxiliar o virus a
escapar do reconhecimento imune, melhorando a eficiéncia na infecgdo. Assim, apos o

contato com outra célula, ocorre a degeneracdo dessa matriz extra celular e liberagcdo dos virus
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e imediata adesdo a célula ndo infectada (PAIS-CORREIA et al., 2010; THOULOUZE e
ALCOVER, 2011).

Uma terceira forma de transmissdo célula a célula ocorre através de condutos
celulares, no qual se formam projecdes celulares por onde sdo conduzidas as particulas virais
para as células ndo infectadas, além disso, a formacdo desses condutos € facilitada pela acdo

da proteina viral p8, resultando numa maior disseminacdo (PROOYEN et al., 2010).
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Figura 5: Representagdo dos mecanismos de transmissdo viral de uma célula infectada a outra ndo
infectada. No esquema representa-se a transmissdo pela formacao de sinapses viroldgicas (A), pela
formacédo de biofilmes (B) e através de condutores (C). Adaptado de Yasunaga e Matsuoka, 2011.

Apds a entrada do virus na célula, ocorre uma transcricdo reversa do RNA formando o
DNA, o qual € integrado no genoma humano de forma aleatdria, sendo agora denominado
provirus. A inser¢do do genoma viral no DNA das células hospedeiras em diferentes sitios
origina diversos clones de células infectadas com o DNA proviral inserido nas varias regifes
gendmicas, caracterizando um padrédo de integragdo policlonal (BANGHAM et al., 2003;
BITTENCOURT; FARRE, 2008). Um desses clones pode ter a sua maquinaria de
proliferacdo ou controle de morte celular alterada, replicando-se exacerbadamente, passando
entdo a ter uma populacdo majoritaria em relacdo aos outros clones celulares. Este altimo
padrdo é conhecido como monoclonal, pois um clone predomina em relacdo aos demais
(SEIKI et al., 1983) (Figura 6).



21

Expanséo @ @ Expansdo
Policlonal @ monoclonal

@@ ©O©
> Seo
© @O

Populagio policlonal Populagéo monoclonal

®
©X©®
® ©@'\

Figura 6: Expansdo clonal das células CD4+ infectadas pelo HTLV-I.
llustracdo mostrando a expansdo policlonal e a expansdo monoclonal.
Bittencourt e Farre, 2008.

1.3. DEFESA DO HOSPEDEIRO CONTRA A INFECCAO VIRAL

A defesa inicial contra a infeccdo pelo HTLV-1 é realizada pela imunidade inata
mediada principalmente pela producdo de Interferon tipo 1, que realizara a inibicdo da
replicacdo viral, e pelas células NK, que causam a destruicdo das células infectadas. A
presenca persistente do virus no organismo induz o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa, caracterizada pela producdo de anticorpos que neutralizam os antigenos virais,
impedindo a entrada do virus na célula alvo e a disseminacdo do virus de célula a célula
(SAITO et al., 2012). Alguns virus que residem dentro das células, como é o caso do HTLV-
1, sdo controlados pela acdo das CTL (Linfécitos T Citotdxicos), como as células CD8+. As
CTLs podem estimular a sintese de citocinas e a ativacdo de fagdcitos para o controle e
eliminacdo das células infectadas. Células dendriticas (CD) possuem a capacidade de
fagocitar células infectadas, processar 0s antigenos virais e apresentar fragmentos desses
antigenos as células CD8+, que por sua vez reconhece e elimina as células infectadas
(JACOBSON et al., 1990; ROWAN et al., 2012; OHASHI et al., 2014; LIM et al., 2014).
Também tem sido relatado que o equilibrio entre a presenca do virus e a resposta imunoldgica
do hospedeiro podem ser fatores que auxiliem na manutencdo do quadro clinico
assintomético, de forma que desequilibrios na resposta podem resultar na proliferacéo

descontrolada de clones de células infectadas (SAITO et al., 2012). Essa resposta imunolégica
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pode ser mediada pela acdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias, além da acéo
de quimiocinas (FUZI et al., 2014). Tem sido descrito que na infec¢do pelo HTLV-1 hd um
desequilibrio do sistema imunolégico resultando na linfoproliferacdo espontanea e producao
de citocinas pelas células T em pacientes com a HAM/TSP na faixa etaria adulta (SANTOS et
al., 2004) e em doadores infectados pelo HTLV-1 (CARVALHO et al., 2001). Foi reportado
que o quadro inflamatério cutaneo na DIH pode ser explicado pela acdo de citocinas pro-
inflamatdrias que amplificariam e manteriam a inflamacdo, podendo explicar a natureza
recidivante da doenga (TSCHACHLER et al., 1998).

1.4. SINALIZACAO VIA CITOCINAS E QUIMIOCINAS

As infeccOes e lesdes teciduais sdo combatidas pelo sistema imune inato através da
inducdo da inflamacdo aguda, causando o acimulo de leucdcitos e proteinas plasmaticas no
local da infec¢do. O processo de inflamacdo também envolve o sistema imune adaptativo,
uma vez que durante esta resposta imune inflamatoria, os linfécitos produzem moléculas
chamadas citocinas, as quais sdo mediadoras de natureza protéica com funcéo de sinalizagéo
celular e indutores da inflamacdo. Cada citocina é produzida por determinados tipos celulares,
chamadas de células fonte. As células efetoras da linhagem CD4+ possuem a grande
capacidade em se diferenciar, expressando moléculas de superficie e citocinas, as quais
possuem diversos papeis, incluindo a ativagdo de linfécitos B, macrdéfagos e células
dendriticas (MOSMANN et al., 1986 (2005); ABBAS e MURPHY, 1996; ZHANG et al.,
2014).

As citocinas podem agir de forma estimulatéria, moduladora ou inibitoria e ter suas
funcdes realizadas de forma autdcrina, paracrina ou enddcrina. Para a sua correta funcédo
bioldgica é necessaria a producdo do seu receptor especifico, e o efeito de cada uma se da
apos a ligacdo ao receptor expresso na superficie da célula alvo. De acordo com o estimulo
recebido, os linfécitos ndo diferenciados ThO, podem se diferenciar em Thl, Th2 ou Th17.
Esses padrdes fenotipicos diferenciam-se em resposta a sinalizagdo das citocinas produzidas
no inicio da resposta imune e essa diferenciacdo envolve ativacdo transicional e epigenética,
participando na defesa do hospedeiro contra diferentes agentes infecciosos (RENGARAJAN
et al., 2000).

Os linfocitos Thl possuem um padrdo de producédo das citocinas IL-2, IFN-y, IL-12,
IL-16 e IL-18, todas aumentando a resposta inflamatoria. Contudo as citocinas que
caracterizam mais fortemente esse fendtipo é a citocina IFN-y. Estas células diferenciam-se na

presenca das citocinas IL-12 e IFN-y. A IL-2 € sintetizada principalmente por macrdfagos e
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células dendriticas infectadas por patdgenos, enquanto o IFN-y é sintetizado pelas células NK.
A resposta imune do tipo Thl é utilizada na defesa do hospedeiro contra patdgenos
intracelulares (RENGARAJAN et al., 2000).

Os linfécitos Th2 possuem um padrdo de expresséo das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e I1L-13. Essas células diferenciam-se em resposta a citocina IL-4 que é produzida
pelas células Th2 e em pequenas quantidades por mastécitos e eosinofilos, e possuem como
caracteristica peculiar a producéo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Estas Gltimas citocinas sdo
responsaveis pela produgdo de IgE, ativacdo de eosindfilos e secrecBes mucosas,
respectivamente. Esse subtipo de linfocitos esta intimamente relacionado com a resposta
contra helmintos e contra alérgenos (RENGARAJAN et al., 2000).

Os linfocitos T CD4+ que expressam altas concentracdes dos fatores de transcri¢do T-
bet e STATA4, se diferenciam em células Th1l, enquanto os linfocitos T CD4+ que expressam
altos niveis de STAT6 e GATAG, diferenciam-se em células Th2 (ZHANG et al., 2014).

O padréo caracteristico de resposta contra os virus € o Thl, incluindo a defesa contra
0 HTLV-1, contudo, estudos apontam que a infeccdo pelo HTLV-1 pode causar um padrdo de
citocinas Thl (Hanon et al., 2001, Nishiura et al., 2004), Th2 (MOGENSEN e PALUDAN,
2001) ou de ambas (CARVALHO et al., 2001).

Ja foi descrito um mecanismo de inibicdo da sinalizacdo por citocinas através de uma
familia de proteinas chamadas SOCS (Supressores da sinalizacdo de Citocinas), o que pode
modular o processo inflamatério (YASUKAWA et al., 2000), podendo ser responsavel pela
expressao de citocinas do perfil Thl ou Th2.

Um terceiro fendtipo para os linfocitos T CD4+ é o Thl7, produzidas em resposta a
bactérias e fungos, as células T virgens diferenciam-se neste fendtipo em resposta a producéo
das citocinas IL-6, IL-1, IL-21 e IL-23, e as células Th17 ja diferenciadas passam a produzir
citocinas caracteristicas como a IL-17 e a IL-22 (MURPHY et al., 2003; HARRINGTON et
al., 2005).

Um estudo feito com pacientes HTLV-1 que desenvolveram bexiga hiperativa e com
pacientes HAM/TSP, mostrou que os dois grupos produzem mais citocinas pré-inflamatorias
que portadores assintomaticos como TNF-a e IL-17. Além disso, apresentam correlagdes
entre a carga proviral e as concentracfes das citocinas pro-inflamatorias nas culturas de
PBMC estimuladas. Esses achados podem sinalizar para o desenvolvimento da HAM/TSP nos
pacientes com bexiga hiperativa associada ao virus (SANTOS et al., 2012).

Um grande grupo de citocinas de baixo peso molecular, homdlogas em sua estrutura,

chamadas de quimiocinas, também esta envolvido no processo inflamatério e séo capazes de
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controlar a adesdo, a quimiotaxia e a ativacdo leucocitaria. Sdo proteinas que possuem
estrutura terciaria, com terminal amina com longa alca e trés folhas B e uma hélice C-
terminal. As quimiocinas podem ser classificadas em quatro familias (familia C, familia CC,
familia CxC e familia Cx3C) de acordo com o nimero e espagamento dos aminoacidos
existentes nos dois primeiros residuos de cisteina da extremidade N-terminal (MURDOCH e
FINN, 2000; ALLEN et al., 2007).

Muitas citocinas ja foram descritas e ja se conhecem as suas funcdes bioldgicas, sendo
também classificadas de acordo com o seu papel na inflamagdo. Muitos estudos tém sido
realizados para avaliar o papel das citocinas e quimiocinas na infec¢do pelo HTLV-1, porém
na sua maioria, eles incluem portadores adultos e pacientes com HAM/TSP ou ATLL (Tabela
2).
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Tabela 2: Estudos do perfil de citocinas e quimiocinas em individuos infectados pelo

HTLV-1.
AUTOR CITOCINAS GRUPO ESTUDADO METODOLOGIA
KURODA IL-1 e Avaliacédo do liquido
P o HAM/TSP adultos (;- ) q
etal., 1993; IFN-y cefalorraguidiano e do soro;
LARSON,2 - .
ot IL-2 e ATLL e Andlise de biopsia
STARLIN TNF'U,, IL'2
Getal., IL-4, IL-6 o HAM/TSP adultos e Auvaliacdo plasmatica
2012 IL-10, IFN-y
MORI et
I, 1995; .
e IL-8 o ATLL e Linhagens celulares
ZHANG et
al., 2000
NASCIME
NTOetal., IL-5, IL-4, IL-10 _
e e DIH e Cultivo das PBMC
2009; IFN-y, TNF-a
MUNIZ et IL-5, IL-10
° e Cultivo das PBMC
al., 2006 IFN-y, TNF-a e HAM/TSP adultos
IL-12
AHUJA et .
| 200: IFN-y o HAM/TSP adultos Cultura de células estimuladas
al.,
TNF-a
AZIMI et
al., 2000: L5 e HAM/TSP adultos e Cultivo das PBMC
RAUCH et e ATLL e Biopsia de rato
al., 2014
-4 HAM/TSP adult
YAMANO o adultos
IL-10 e Cultivo das PBMC
et al., 2009 e ATLL
IL-17
TNF-a, IL-12
BRITO- e HAMI/TSP adultos )
MELO et IFN-y, IL-4 Cultura de células estimuladas
: e ATLL
al., 2007; IL-10
SARKIS et
° IL-17 o HAMI/TSP adultos e Cultivo celular

al., 2013
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1.4.1 Citocinas pro-inflamatorias

A IL-1[3 é uma citocina pré-inflamatoria que possui como células fonte os mondcitos,
macrofagos, bem como outros tipos celulares, tendo sua funcdo bioldgica relacionada com o
estimulo a secrecdo de IL-2 e producdo do receptor IL-2R pelas células CD4+, proliferacéo e
ativagdo dos linfocitos B, neutrofilos, mondcitos/macréfagos, aumentando a atividade
quimiotatica e a fagocitose (DINARELLO, 1996; CHENTOUF et al., 2014; MAEDLER et
al., 2006). Outra funcdo indicada ¢é a capacidade de aumentar a expressao de moléculas de
adesdo pelas células endoteliais, inibindo a proliferacdo das mesmas. Esta citocina tem sido
encontrada no liquor de pacientes HAM/TSP, mas ndo no plasma do sangue periférico, o que
pode estar relacionado com a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, facilitando a
transmigracdo de linfocitos sobre a barreira hematoencefalica e a destruicdo de astrocitos
(KURODA et al., 1993; FERRARI et al., 2004).

A citocina IL-2 é um fator de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo dos
Linfécitos T. Atua na expansao clonal de linfécitos ativados por antigenos. Trata-se de uma
glicoproteina que controla as respostas e fungdes das células T, aumentando também a
secre¢do das citocinas IFN-y e IL-4 por estas células. Alguns estudos sobre o receptor desta
citocina (o IL-2R) mostraram que 0 mesmo pode ser alvo de terapias para o tratamento de
esclerite em pacientes com a ATLL (LARSON,2012). Além disso, a presenca desse receptor
soltvel no plasma pode ser um biomarcador que auxilia na identificacgio da HAM/TSP
(TOLEDO-CORNELL et al., 2014).

A citocina TNF (Fator de Necrose Tumoral) tem como principal célula fonte os
macrofagos. Sua principal funcdo é a citdlise em células neoplésicas, possuindo importante
papel antitumoral. Possui também a funcéo na estimulagdo da adesao leucocitéaria no endotélio
(MACKAY et al., 1993), por estimular a producdo da molécula de adesdo E-selectina. Num
estudo envolvendo pacientes com HAM/TSP adultos, estabeleceu-se uma relacdo de maior
expressao plasmatica do TNF-a nestes, quando comparado com portadores assintomaticos
(STARLING et al., 2012).

A citocina IL-6 possui como principais células fonte as células B, as células T e os
mondcitos. A IL-6 € um importante mediador da fase aguda da inflamagdo (STARLING et al.,
2013), possuindo também papel na atracdo de eosinofilos para o local da inflamacéo. Trata-se
de uma citocina pleiotrépica na resposta imune antigeno-especificas e nas reacoes
inflamatorias, além de possuir um papel na proliferacdo de células B. Possui efeitos locais e

sisttmicos e estimula a producdo de neutrofilos na medula 6ssea, pois sinaliza as células-
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tronco para a formagdo de células mieloides e linfoides multipotentes. Tem sido mostrado
que, comparado com portadores assintomaticos, a IL-6 apresentou-se em alta concentragdo no
plasma de individuos com HAM/TSP (STARLING et al., 2012).

A citocina IL-8, conhecida atualmente como quimiocina CxCL8, é produzida
principalmente por mondcitos e macréfagos. Atua na migracéo de neutrofilos para os tecidos
(quimiocinese). Esta citocina é um grande estimulo migratdrio para células do sistema imune,
além de estimular a expressdo de moléculas de adesdo por células endoteliais. E um grande
mediador na resposta inflamatdria dérmica. Tem capacidade em estimular a divisdo dos
queratindcitos, o que pode explicar o aparecimento de paraceratose e hiperceratose vistos na
DIH (BITTENCOURT; OLIVEIRA, 2005). A proteina Tax ja foi apontada como um
transativador para o gene da IL-8, aumentando sua expressdo com o auxilio de fatores
transcricionais em linhagem de células JUKART (MORI et al., 1995; ZHANG et al., 2000).

A citocina IL-17 é produzida especialmente pelas células Th17 e relaciona as fungdes
das células T na imunidade adaptativa com o sistema imunoldgico inato. Esta citocina
estimula a producéo de citocinas, entre elas 0 TNF-a, e quimiocinas que recrutam neutrofilos
para os sitios de ativacdo, além de estimular também a producdo de defensinas que sédo
substancias antimicrobianas. Esta citocina tem sido relacionada com a patogénese da
HAM/TSP por estimular o aumento da expressdo da glicoproteina Osteopontina, um agente
quimiotatico para macréfagos e relacionada com o processo de inflamacdo, proliferacao
celular, progressao tumoral e metastase (SARKIS et al., 2013).

A citocina IFN-y é caracteristica do fen6tipo das células Th1l e tem como células fonte
as células Thl, as células CD8+ e as células NK. Esta citocina esta relacionada com a
ativacdo de macrofagos e estimulo a producdo de alguns anticorpos. Também tem sido
demonstrado o seu papel na expressdo de moléculas MHC de classe | e 1l. A producédo desta
citocina pelas células Thl forma uma alca de amplificacdo positiva através da ativagdo do
fator de transcricdo STAT1, o qual estimula a transcricdo do fator T-bet, este Gltimo ativa a
transcicdo do proprio gene IFN- y. O IFN-y possui também um grande papel na ativagdo de
macrofagos e na inibicao da diferenciagéo de linfocitos Th2 e Th17 (ZHANG et al., 2014). Na
infeccdo pelo HTLV-1, esta citocina tem sido encontrada em culturas de células sem
estimulagdo estando em maiores concentragdes em individuos com a DIH e com a HAM/TSP
guando comparado com portadores assintomaticos (NASCIMENTO et al., 2009) e também
em cultura ndo estimulada das PBMC de pacientes HAM/TSP (MUNIZ et al., 2006), o que
pode apontar para um papel na ativagdo da inflamacdo nas duas patologias e consequente
inibicdo da resposta Th2.
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A IL-12 é uma citocina pré-inflamatoria heterodimérica de 70 kDa composta por duas
subunidades de 40 kDa e 35 kDa. Possui como células fonte as células dendriticas, os
monocitos e os macrofagos. Esta relacionada a diminuicdo da producdo de citocinas Th2,
favorecendo a producéo das citocinas Thl em resposta a potdgenos intracelulares, incluindo a
producdo de interferon-gama (IFN-gama) (TRINCHIERI, 2003). Parece estar relacionada
também a protecdo contra processos alérgicos (TANQ et al., 1998). Estudo com modelo
animal tem demonstrado o papel desta citocina em melhorar a resposta das células CD8+ a
patdgenos intracelulares devido a sua capacidade citolitica (STARBECK-MILLER et al.,
2013). Em estudo com cultivo de mondcitos derivados de células déndriticas, a proteina viral
Tax tem sido apontada como importante na manutencdo dos niveis desta citocina (AHUJA et
al., 2007).

1.4.2. Citocinas anti-inflamatérias

A citocina IL-4 é produzida por células Th2 e possui a capacidade de estimular a
producdo de Imunoglobulina E (IgE), um anticorpo responsavel pela desgranulacdo de
mastocitos nas reacdes de hipersensibilidade imediata. Além disso, esta citocina possui um
papel na supressdo da resposta inflamatéria em pacientes com a HAM/TSP (YAMANO et al.,
2009).

A citocina IL-10 € produzida pelas células CD8+ ativadas. Seu principal papel é inibir
a producdo de citocinas pro-inflamatérias, além de inibir proliferacdo de células Thi,
facilitando a resposta Th2. Tém-se demonstrado que esta citocina € um importante
imunomodulador em portadores do HTLV-1. No mesmo estudo, a frequéncia de células IL-
10+ foi associada com a presenca de mondcitos também secretores de citocinas pro-
inflamatdrias, exibindo um efeito imunomodulador importante para o controle da infecgédo
(BRITO-MELO et al., 2007; MUNIZ et al., 2006).

Em pacientes com a HAM/TSP, foi reportado uma diminuigdo na secrecdo de IL-4 e
de IL-10 por células CD4+CD25+CCR4+, reservatorio predominante para o virus, o que pode
auxiliar na indugéo da resposta Thl (YAMANO et al., 2009).

1.4.3. Quimiocinas

A quimiocina CCL-22 é uma citocina marcadora do padrdo de resposta Th2, possui

um grande papel no recrutamento de células T e basoéfilos. Possui também um papel na
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manutencdo da integridade epitelial e na lesdo tecidual. Tem sido demonstrado que a proteina
Tax € um transativador da quimiocina CCL-22, o que pode explicar os altos niveis desta
citocina em individuos infectados pelo HTLV-I. Ja foi mostrado que em cultura de linhagens
celulares H582, KOB, KK1, SO4 e ST1 derivadas de pacientes ATL, o aumento de CCL-22
pode ser induzido pela proteina viral Tax. Ainda neste estudo, mostrou-se que as células
CCRA4+, principal reservatorio para o virus, adere preferencialmente as células expressando
Tax, favorecendo a transmissao do virus pelo contato celular (HIESHIMA et al., 2008). Desta
forma, as células infectadas produzem a proteina Tax, a qual estimula a producéo de CCL-22
e a migracao celular, resultando na aderéncia das células CCR4+ as células infectadas.

A CCL-27 é uma quimiocina conhecida por estar associada a memoria das células T
relacionada com inflamacdo da pele. Esta relacionada com a migracdo de células dérmicas,
recrutando também linfocitos para o local de inflamacdo na pele. Estudos mostram que a
CCL-27 pode interagir com o CCR-10 e regular as células T que controlam a inflamacéo da
pele (HOMEY et al., 2002).

1.4.4. Perfil de Citocinas na DIH

A infeccdo pelo HTLV-1 caracteriza-se pela proliferacdo de células T e pela alteracédo
no padrdo de producéo de citocinas quando comparado com individuos saudaveis (BEZERRA
et al., 2011; POPOVIC et al., 1984). Ja foi observado um aumento na producéo de citocinas,
como IFN-y, TNF-a, IL-5 e IL-10, em cultura de células infectadas pelo HTLV-1, quando
comparados doadores infectados e individuos saudaveis. Neste mesmo estudo mostrou-se que
tanto as citocinas Thl quanto as Th2 sdo expressos na infeccdo pelo HTLV-1, e que altas
concentracdes de IL-10 nos individuos infectados modula a producgdo de IFN-y o qual induz
predominantemente a producdo de IFN-y, o que pode ser responsavel por um padrdao Thl
(CARVALHO et al., 2001).

Na DIH ja foi observado um aumento na producdo de IFN-y e TNF-a, similares ao
encontrado em portadores que desenvolveram HAM/TSP, o que pode ser um possivel risco
para o desenvolvimento da HAM/TSP nestes pacientes (NASCIMENTO et al., 2009).
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2 HIPOTESE DE ESTUDO

As concentracdes de citocinas e quimiocinas no plasma do sangue periférico de
individuos jovens infectados pelo HTLV-1 é diferente do observado em portadores
assintomaticos da mesma faixa etaria e pode estar relacionada com a manifestacdo das

doencas.

3 JUSTIFICATIVA

Existem poucos estudos que avaliam o perfil de citocinas séricas na infeccdo pelo
HTLV-1 e estes concentram-se na sua grande maioria em pacientes adultos que
desenvolveram HAM/TSP ou a ATLL. Escassos trabalhos avaliam portadores na faixa etaria
infanto-juvenil incluindo pacientes com DIH. Por outro lado, os pacientes com DIH
desenvolvem HAM/TSP ainda na adolescéncia e em uma percentagem maior do que a
esperada nos portadores assintomaticos adultos. Nao se conhecem os fatores envolvidos neste
fendmeno que poderiam estar relacionados com uma maior desregulacdo imunoldgica. A
realizacdo deste estudo no nosso meio justifica-se por ser o Brasil o segundo pais no mundo
onde mais casos desta dermatite foram reportados apés a Jamaica (OLIVEIRA et al., 2012;
LaGRNADE et al., 1998) e a Bahia, o estado brasileiro com maior nimero de casos descritos
no Brasil. A coorte de pacientes avaliados neste trabalho vem sendo acompanhada ha varios
anos pelo nosso grupo e varios casos de manifestacdo simultanea de DIH e HAM/TSP ja
foram observados, o que possibilita um estudo incluindo esta condicdo clinica (PRIMO et al.,
2005, OLIVEIRA et al., 2012).

Ja foi descrito na literatura que a prépria infeccdo pelo HTLV-1 por si s6 pode ser
suficiente para alterar o padrdo da citocinas Th1l para Th2 e vice versa, reduzindo a sintese de
algumas citocinas e iniciando a expressao de outras (MACCHI et al., 1998), porem poucos
estudos foram realizados com pacientes com a DIH. Também ja foi demonstrado existir um
desequilibrio nos niveis de citocinas caracteristicas do padrdo Thl e Th2 em pacientes com
dermatite atdpica, patologia com clinica muito similar a DIH, porém néo relacionada com o
HTLV (NARBUTT et al., 2009). Desta forma, a avaliacdo do perfil de citocinas nos pacientes
jovens infectados pelo HTLV-1 pode permitir a identificacdo de um biomarcador que auxilie

a deteccéo precoce das doencas associadas ao virus.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL.
Avaliar as concentracdes plasmaticas de citocinas e quimiocinas na infeccao pelo

HTLV-1 em individuos infanto-juvenis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

l. Quantificar a concentracdo plasmatica de citocinas e quimiocinas em pacientes
com DIH, pacientes com DIH que manifestam simultaneamente HAM/TSP e
compara-las com a observada em portadores assintomaticos e individuos sadios

ndo portadores do virus da mesma faixa etaria.

Il.  Relacionar as concentracGes destas citocinas e quimiocinas com a carga proviral
nos grupos de portadores do HTLV-1.

[1l.  Identificar as mudancas nas concentragdes de citocinas e quimiocinas no plasma
de pacientes de DIH ao entrar em remissao da doenga.
IV. Identificar as mudancas nas concentragdes de citocinas e quimiocinas no plasma

de pacientes com DIH ap6s o desenvolvimento da HAM/TSP.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO DE ESTUDO

Esse estudo foi realizado com uma coorte formada por individuos portadores do
HTLV-1 que foram acompanhados de 2006 a 2014. Ao determinarmos o quadro clinico dos
pacientes, foram formados grupos amostrais para comparacdo dos niveis séricos. N&o
realizamos célculo amostral, pois ndo h& dados previamente publicados sobre as médias das
concentragOes séricas de citocinas e quimiocinas nessa populacdo. Além disso, ha a limitacéo
do ndmero de individuos infectados pelo virus que desenvolvem a DIH devido a baixa
prevaléncia desta doenca nos individuos infectados, o que torna o tamanho das amostras
pequeno, resultando, portanto num estudo com amostras de conveniéncia.

O nosso estudo teve como objetivo avaliar as citocinas e quimiocinas em pacientes
infanto-juvenis infectados pelo HTLV-1, os quais tiveram suas medianas de concentracdo
comparadas com o grupo de portadores assintomaticos, nosso controle negativo para a
doenca. Também realizamos a inclusdo do grupo de individuos saudaveis com o propoésito de
verificar se as diferencas nas concentragcdes séricas de citocinas e quimiocinas poderiam estar
relacionadas com a manifestacdo da doenca ou apenas pela presenca do virus no individuo.

Além dessas comparagdes das concentracBes plasmaticas, realizamos andlises de
correlagdes entre as citocinas e quimiocinas nos grupos estudados para tentar determinar as
interacOes existentes entre as mesmas.

Para a avaliacdo de possiveis mudancas no perfil de producdo de citocinas e
qguimiocinas na remissdo da DIH, foram incluidos os quatro pacientes que apresentaram
remissdo da doenca no periodo de seguimento. Este foi um estudo preliminar dado o nimero
pequeno de pacientes incluidos. Para a avaliacdo de possiveis mudancas no perfil de producédo
de citocinas e quimiocinas na manifestacdo de HAM/TSP em pacientes com DIH, foram
incluidos seis pacientes, caracterizando-se também por ser um estudo preliminar dado o
namero pequeno de pacientes incluidos. Para essas avaliaces, duas amostras do mesmo

paciente nas duas condicdes clinicas diferentes foram comparadas.



33

\
Individuos Individuos sem
infectados pelo infeccdo pelo HTLV-1
Avaliacdo de
fim) | Portadores citocinas e
assintomatico S
guimiocinas no
- lasma e
) ——) Remissdo da DIH P e ~
N Pacientes com — | quantificacéo da
DIH mmm—) | D|H/HAM/TSP carga proviral
| Pacientes com
E> DIH/HAM/TSP
Pacientes com
= HAM/TSP
—

Figura 7: Delineamento do estudo.

5.2 POPULACAO ESTUDADA

Foram incluidos 81 individuos (tabela 3), dos quais 61 foram portadores de HTLV-1 e
20 individuos saudaveis ndo portadores. A infec¢do pelo HTLV-1 foi testada por enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) e confirmada por Western blot (WB) ou por Reagdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction -PCR). Todos os individuos incluidos no
estudo foram atendidos no Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES) sendo
avaliados através de exames clinicos, dermatoldgicos e neuroldgicos para diagndstico da DIH,
segundo critérios descritos por La Grenade e colaboradores (1998) e adaptado por Oliveira e
colaboradores (2012). Para diagnostico da HAM/TSP foram utilizados os critérios da tabela 1,
descritos por Castro-Costa e colaboradores (2006). Realizamos a coleta das amostras de
sangue periférico para extracdo de DNA e andlises das citocinas e quimiocinas presentes no
plasma. Excluimos do nosso estudo os individuos infectados pelo HIV ou com quadros de
outras infecgdes clinicas ativas ou recentes, uma vez que essas situacdes podem também

promover a producao de citocinas e quimiocinas e ser um fator de confundimento.

5.3 COLETA E MENSURACAO DE CITOCINAS NO PLASMA

Os pacientes foram atendidos para avaliacdo clinica e coleta de sangue periférico,
sendo atribuidos codigos as amostras que foram encaminhadas para a Fundagdo Oswaldo
Cruz / Centro de Pesquisa Gongalo Moniz-CPqGM, laboratorio de Patologia Experimental —

LAPEX, onde foram processadas.
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As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos de 4 mL contendo
anticoagulante heparina. Para separacdo do plasma, foram submetidas a centrifugacdo com
rotacdo de 1.000 rpm durante 10 minutos em centrifuga convencional. Apos a centrifugacao,
coletou-se o plasma em aliquotas em tubos eppendorfs e foram armazenadas a - 20°C para
posteriores analises. Antes das analises, o plasma utilizado foi centrifugado para eliminagdo

de “debris” e limpeza do mesmo.

5.4 TESTE ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY— ELISA

Foi feito o teste de ELISA para a analise das quimiocinas CCL-22 e CCL-27. O teste
foi realizado com o kit Quantikine Imunoassay da empresa ReD Systems®, e a leitura da placa
foi feita em fotdmetro da marca ThermoPlate, modelo TP-Reader. A curva padrédo foi
construida através de uma diluicdo seriada, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os
valores de absorbancia foram convertidos para valores de concentracdo, baseando-se na curva

padréo construida, utilizando o software GraphPad Prism 6.1.
5.5 ANALISE POR CITOMETRIA

Para a analise das citocinas foi usado o BD™ Cytometric Bead Array (CBA) System,
Becton Dickinson (BD), obtidos da empresa BD Biosciences®. Utilizamos o kit CBA Human
Th1/Th2/Th17 Cytokines (para avaliar as citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, e IL17A) além do kit
CBA Human Inflamatory Cytokines (para avaliar as citocinas I1L-8, IL-1(3, IL-6, IL-10, TNF e
IL-12p70).

Para a confec¢do das curvas padréo, as esferas de captura, conjugadas com anticorpos
para cada citocina, foram diluidas em 2 mL de Assay diluent em tubo de polipropileno de 15
mL, com subsequente incubagdo por 15 minutos, a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da
luz e desta forma obtendo-se o padrdo de concentracdo superior. Prosseguimos com dilui¢éo
seriada em tubos eppendorfs nas seguintes proporgdes: 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128 e
1:256, além do diluente apenas (controle negativo). A dilui¢do seriada foi feita inicialmente
transferindo-se 300 uL do padréo de concentracdo superior para o tubo 1:2 contendo 300 pL
do diluente, homogeneizando bastante. Continuamos as dilui¢fes transferindo 300 uL do tubo
1:2 para o tubo 1:4 e assim sucessivamente, sempre homogeneizando bastante.

Para preparar o mix das beads de captura, adicionamos 5 uL de cada bead de captura

para cada amostra a ser analisada, ressuspendendo o mix com buffer Serum para reduzir as
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chances de falsos positivos devido a presenca de proteinas no plasma, e incubando por 30
minutos em temperatura ambiente e protegido da luz.

Na preparacdo das amostras do plasma, centrifugamos todas as amostras a 1.500 rpm
por 10 minutos & temperatura ambiente para eliminacdo dos debris e limpeza das amostras.

Na preparagdo das placas, transferimos para os pocos 25 yL do mix das beads da
curva padrao, além da mesma quantdade de cada amostra. Em todos os pocos da placa foram
adicionados 25 uL do fluorocromo PE, sempre homogeneizando. A placa foi incubada por 3
horas em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds este periodo, realizamos as lavagens
dos pocos utilizando 500 yL de tampé&o de lavagem e centifugando a 1.500 rpm por 5 minutos
a 4°C. Prosseguimos descartando o sobrenadante dos pogos e ressuspendendo o contetdo em
250 uL do tampéo de lavagem. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo citémetro de fluxo
FACSCalibur (BD).

5.6 QUANTIFICACAO DA CARGA PROVIRAL

Para realizar a quantificagdo da carga proviral (CPV), utilizamos 30ng de DNA para
cada amostra, extraido das PBMCs separadas por gradiente de ficoll. Inicialmente as amostras
foram quantificadas, diluidas e requantificadas para maior controle da quantidade de DNA
utilizado na reagéo. A carga proviral foi avaliada por PCR quantitativa em tempo real para o
gene Tax e o sistema usado foi 0 TagMan, tendo como gene de referéncia a -globina.

Para a construcdo das curvas padrdo de referéncia para o gene tax e para o gene -
globina, utilizamos produtos de PCR destes dois genes. Os produtos foram sequenciados e
quantificados. Apos isto foi calculado o numero de moléculas existente e realizou-se uma
diluicéo seriada de 10° a 10".

As sequéncias de oligonucleotideos utilizados foram:

5-CAGCCCCTTGTCTCCACTTG-3" tax (sense);

5-ACCTTGAGGGTCTTAGAGGTTC-3 tax(antisense);
5-GGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCC-3"B-globina(sense)
5-GTCTTCTCTGTCTCCACATGCCCA -3"B-globina(antisense).

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os valores das citocinas e quimiocinas de cada paciente foram tabulados no programa
Microsoft Office Excel 2007. Para as analises estatisticas utilizamos o programa GraphPad
Prism 6.1. Os dados obtidos foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney e
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as analises das avaliacbes dos pacientes DIH que apresentaram posteriormente a
DIH/HAM/TSP e dos pacientes DIH que entraram em remissdo da doenca, foram analisados
pelo teste Wilcoxon para amostras pareadas. Uma probabilidade de p < 0,05 foi considerada
significativa. Realizamos analises de correlagdo das citocinas estudadas através da
determinacédo do coeficiente de Spearman (p). As correlagdes com valor de p igual a 1 (p=1)
foram consideradas como uma correlacdo perfeita. As correlagdes que apresentaram valores
de p iguais ou maiores que 0,8 e menores que 1 foram consideradas fortes (0,8< p < 1). As
correlagdes com valores de p iguais ou maiores que 0,5 e menores que 0,8 foram consideradas
moderadas (0,5< p < 0,8). E as correlagdes que apresentarem valores de p maiores ou iguais a
zero e menores que 0,5 foram consideradas fracas (0,0< p < 0,5). Os resultados foram

tabelados numa matriz de correlacéo.

5.8 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de
Oliveira (registro 006/011) e pelo CONEP (registro 13097). A participacdo de criangas e
adolescentes ja recrutados foi consentida pelos respectivos responsaveis legais que assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estes também consentiram a
criopreservacdo do material biolégico. Somente foram incluidos novos individuos que

aceitaram e assinaram o TCLE (adulto ou responsavel legal do menor).



6 RESULTADOS

6.1 GRUPOS ESTUDADOS

As carateristicas dos grupos estudados estdo resumidas na tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos grupos incluidos nas avaliagdes.
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IndIV|,dugs Portadores do HTLV-1
saudaveis
Portadores Pacientes com | Pacientes com a | Pacientes com a
assintomaticos aDIH DIH/HAM/TSP HAM/TSP
Media
MaCe | 135(10-20) | 14.24(1021) | 1265(219) | 1567(1021) | 20852
(anos)
Feminino: 10 Feminino: 7 Feminino: 16 Feminino: 7 Feminino: 4
Sexo n (50%) (38,9%) (61,5%) (70%) (57,1%)
(%) | Masculino: | Masculino: 11 | Masculino: 10 Masculino: 3 Masculino: 3
10 (50%) (61,1%) (38,5%) (30%) (42,9%)
Total 20 18 26 10 7

6.2. AVALIACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS EM PACIENTES COM DIH, COM
DIH E HAM/TSP, COM HAM/TSP, PORTADORES ASSINTOMATICOS E INDIVIDUOS
SAUDAVEIS NAO INFECTADOS PELO HTLV-1.

6.2.1 Citocinas pro-inflamatorias

Nesta avaliacdo foram incluidas as citocinas pré-inflamatorias 1L-2, TNF-a, IL-6, IL-
8, IL-1pB, IL-12p70, IFN-y e IL-17, e comparamos 0s valores de concentracdo entre 0s grupos
do estudo. As concentracfes plasmaticas das citocinas IL-2 e IL-6 foram maiores em todos 0s
grupos de portadores do HTLV-1 em comparacdo com as dos individuos ndo infectados
(Figura 8), enquanto as citocinas TNF-a e IL-8 apresentaram-se em maiores concentragdes
nos grupos de portadores assintomaticos, de pacientes com a DIH e de pacientes com a
DIH/HAM/TSP em comparacdo com os individuos saudaveis sem a infec¢do. Quando
comparados os grupos de portadores do HTLV-1 entre eles, ndo foram observadas diferencas
para as citocinas TNF-a ¢ IL-6, porém os pacientes de DIH mostraram maior concentracdo
das citocinas IL-2 e IL-8 do que os portadores assintomaticos (p=0.025 e p=0.0153,
respectivamente). Além disso, o grupo de pacientes com a HAM/TSP apresentou menores
concentragfes plasmaticas da citocina 1L-8 quando comparado com os grupos DIH e
DIH/HAM/TSP (p=0,0057 e p=0,0330, respectivamente.
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Figura 8. Avaliacdo das concentracdes plasmaticas das citocinas pré-inflamatorias 1L-2, TNF-a, IL-6
e IL-8 em individuos portadores do HTLV-1 e individuos saudaveis. Comparacdes entre 0s grupos IS
(individuos saudaveis) (n=20); AS (portadores assintomaticos) (n=18); DIH (portadores com a
Dermatite Infecciosa) (n=26); DIH/HAM/TSP (portadores com a manifestacdo simultdnea DIH e
HAM/TSP) (n=10) e HAM/TSP (portadores apenas da HAM/TSP) (n=7). As analises estatisticas
foram feitas através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e foram observadas diferenca
estatisticamente significante entre as medianas da citocina IL-2 dos grupos IS e AS (p=0,0018), IS e
DIH (p=0,0001), IS e DIH/HAM/TSP (p<0,0001), IS e HAM/TSP (P=0,0223) e entre o0s grupos AS e
DIH (p=0,0251). Para a citocina TNF-a encontramos diferencas significantes entre grupos IS e AS
(p=0,0002), IS e DIH (p=0,0001) e entre IS e DIH/IHAM/TSP (p=0,0091). A citocina IL-6 mostrou
diferenca significantes entre os grupos IS e AS (p=0,0008), IS e DIH (p<0,0001), IS e DIH/HAM/TSP
(p=0,0020) e entre IS e HAM/TSP (p<0,0001).Todos os valores das concentracdes foram expressos
em pg/mL. A avaliacdo da citocina 1L-8 mostrou diferencas estatisticamente significantes entre as
medianas dos grupos IS e AS (p=0,0139), IS e DIH (p=0,0003), IS e DIH/HAM/TSP (p=0,007), AS e
DIH (p=0,0153), DIH e HAM/TSP (P=0,0057) e entre DIH/HAM/TSP e HAM/TSP (p=0,0330).
Todos os valores das concentragdes foram expressos em pg/mL.

A avaliacdo das concentraces plasméticas da citocina IL-13 mostrou que portadores
assintomaticos e pacientes com a DIH apresentam valores menores quando comparados com
individuos saudaveis (p=0,0045 e p<0,0001, respectivamente) enquanto 0s pacientes com a
DIH/HAM/TSP apresentaram um leve aumento comparado com os individuos saudaveis

(p=0,0379). Adicionalmente, os pacientes com a DIH/HAM/TSP apresentaram maiores
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concentragdes para a IL-1f3 quando comparado com o grupo de pacientes com a DIH e com o
grupo de pacientes com a HAM/TSP (p<0,0001 e p=0,0058, respectivamente) (Figura 9).

Todos os grupos mostraram niveis de concentracdo similares para a citocina IL-12p70
(Figura 9).

Ao verificarmos as concentragfes plasmaéticas da citocina IFN-y, encontramos que o0
grupo de individuos saudaveis apresentaram menores concentragdes que o grupo de
individuos portadores assintomaticos (p=0,0233) e o grupo de pacientes com a DIH
(p=0,0289), contudo, ndo houve diferencas entre os demais grupos (Figura 9).

A avaliacdo da citocina IL-17 mostrou que os portadores assintomaticos apresentaram
menores concentracbes que os individuos ndo infectados (p<0,0001). Enquanto que,
considerando os grupos de portadores do HTLV-1, os portadores assintomaticos apresentaram
menores niveis que os pacientes de DIH e pacientes com DIH/HAM/TSP, porém ndo houve
diferencas significantes entre as concentra¢des do grupo HAM/TSP (p=0,0049 e p=0,0043,

respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo das concentracBes plasmaticas da citocina IL-13, IL-12p70, IFN-y e IL-17 em
individuos portadores do HTLV-1 e individuos saudaveis. Comparacdes entre 0s grupos IS
(individuos saudaveis) (n=20); AS (portadores assintomaticos) (n=18); DIH (portadores com a
Dermatite Infecciosa) (n=26); DIH/HAM/TSP (portadores com a manifestagcdo simultanea DIH e
HAM/TSP) (n=10) e HAM/TSP (portadores apenas da HAM/TSP) (n=7). As analises estatisticas
foram feitas através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Na avalia¢do da citocina IL-1(3 foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre as medianas dos grupos IS e AS (p=0,0045),
IS e DIH (p<0,0001), IS e DIH/HAM/TSP (p=0,0379), DIH e DIH/HAM/TSP (p<0,0001) e entre
DIHHAM/TSP e HAM/TSP. A avaliagdo da citocina IL-12p70 ndo mostrou diferengas
estatisticamente significantes. Na avaliacdo do IFN-y, houve diferencas significantes apenas entre o0s
grupos IS e AS (p=0,0233) e entre IS e DIH (p=0,0289). A citocina IL-17 mostrou-se em
concentragdes diferentes nos grupos 1S e AS (p<0,0001), AS e DIH (p=0,0049), AS e DIH/HAM/TSP
(p=0,0043). Todos os valores das concentragdes foram expressos em pg/mL.

6.2.2 Citocinas anti-inflamatorias

As citocinas IL-4 e IL-10 mostraram maiores niveis de concentracdes plasméticas em
portadores do virus do que em individuos saudaveis ndo infectados (Figura 10). Os individuos
saudaveis apresentaram concentragdes menores para a citocina IL-4 quando comparado com
os portadores assintomaticos (p=0,0062), com DIH (p<0,0001), DIH/HAM/TSP (p=0,0002) e
HAM/TSP (p=0,0220). A avaliacdo da citocina IL-10 mostrou que os individuos saudaveis
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apresentaram menores concentra¢cdes quando comparado com os portadores assintomaticos
(p=0,0001), com DIH (p<0,0001), DIH/HAM/TSP (p<0,0001) e HAM/TSP (p<0,0001). Os
niveis de IL-4 entre os grupos de portadores do HTLV-1 foram similares, independentemente
da condicéo clinica, enquanto que para a IL-10, os niveis dos portadores assintomaticos foram
menores que dos pacientes com a DIH (p=0,007), dos pacientes DIH/HAM/TSP (p=0,042) e
dos pacientes com a HAM/TSP (p=0,0403).
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Figura 10. Avaliacdo das concentraces plasmaticas das citocinas anti-inflamatdrias IL-4 e
IL-10 em individuos portadores do HTLV-1 e individuos saudaveis. Comparacdes entre 0s
grupos IS (individuos saudaveis) (n=20); AS (portadores assintomaticos) (n=18); DIH
(portadores com a Dermatite Infecciosa) (n=26); DIH/HAM/TSP (portadores com a
manifestacdo simultanea DIH e HAM/TSP) (n=10) e HAM/TSP (portadores apenas da
HAM/TSP) (n=7). As analises estatisticas foram feitas através do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. A avaliagdo da citocina IL-4 mostrou diferencas diferenca estatisticamente
significantes entre as medianas dos grupos IS e AS (p=0,0062), IS e DIH (p<0,0001), IS e
DIH/HAM/TSP (p=0,0002) e entre IS e HAM/TSP. A avaliagdo da citocina IL-10 mostrou
diferencas estatisticamente significantes entre as medianas dos grupos IS e AS (p=0,001), IS e
DIH (p<0,0001), IS e DIH/HAM/TSP (p<0,0001), IS e HAM/TSP (P<0,0001), entre AS e
DIH (p=0,007), entre AS e DIH/HAM/TSP (p=0,042) e entre AS e HAM/TSP (P=0,0403).
Todos os valores das concentragdes foram expressos em pg/mL.

6.3. AVALIACAO DE QUIMIOCINAS

Foram avaliadas as quimiocinas CCL-27 e CCL-22 (Figura 11). Os niveis da

guimiocina CCL-22 foram maiores nos individuos saudaveis quando comparados com 0s



42

grupos de portadores do virus (portadores assintométicos (p=0,0005), pacientes com a DIH
(p=0,0203), pacientes com a DIH/HAM/TSP (p=0,0051), ou pacientes com a HAM/TSP
(p=0,0005). Porém, dentre os grupos de portadores do HTLV-1 o grupo de pacientes com a
DIH apresentaram maiores concentracbes comparado com o0 grupo de pacientes com a
HAM/TSP (p=0,0220).

Quanto a quimiocina CCL-27, o grupo de pacientes com a DIH/HAM/TSP apresentou
as menores concentragcdes, quando comparados com o grupo de individuos saudaveis
(p=0,0037), com os portadores assintomaticos (p=0,0003) e com os pacientes com a DIH
(p=0,0008), porém ndo houve diferencas significantes quando comparados com o grupo
HAM/TSP.
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Figura 11. Avaliacdo das concentracdes plasmaticas das quimiocinas CCL-22 e CCL-27 em
individuos portadores do HTLV-1 e individuos saudaveis. Comparacdes entre 0s grupos IS
(individuos saudaveis) (n=20); AS (portadores assintomaticos) (n=18); DIH (portadores com a
Dermatite Infecciosa) (n=26); DIH/HAM/TSP (portadores com a manifestagdo simultanea DIH e
HAM/TSP) (n=10) e HAM/TSP (portadores apenas da HAM/TSP) (n=7). As analises estatisticas
foram feitas através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a quimiocina CCL-22, foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre as medianas dos grupos IS e AS (p=0,0005),
IS e DIH (p=0,0203), IS e DIH/HAM/TSP (p=0,0051), IS e HAM/TSP (P=0,0005) e entre DIH e
HAM/TSP (P=0,0220). A avaliacdo da quimiocina CCL-27 mostrou diferencas estatisticamente
significantes entre as medianas dos grupos IS e DIH/HAM/TSP (p=0,0037), AS e DIH/HAM/TSP
(p=0,0003), DIH e DIH/HAM/TSP (p=0,0008). Todos os valores das concentragdes foram expressos
em pg/mL.

A tabela 4 resume os valores de mediana para as concentragcbes das citocinas e

quimiocinas avaliadas neste estudo nos grupos incluidos nas analises.
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Tabela 4: Valores de mediana da concentracdo plasmatica das citocinas estudadas em
Individuos saudaveis ndo infectados, nos portadores assintomaticos, pacientes com DIH,

pacientes com manifestacdo simultanea de DIH e HAM/TSP, e pacientes apenas com a
HAM/TSP.

MEDIANA DA CONCENTRACAO PLASMATICA (PG/ML)

Individuos Portadores
Saudaveis Assintomaticos il DURNRRIIEE [RAres
IL-1B 14,93 12,64 4,33 15,41 4,03
(13,93 — 15,99) (1,3-22,37) (1,44 -16,76) (14,5 - 16,76) (0,0-15,12)
IL-2 0,0 0,145 36,15 39,43 42,33
(0,0-0,0) (0,0-58,11) (0,0 -51,69) (0,0 — 55,26) (32,84-55,97)
0,0 8,38 11,60 15,97 0,0
TNF-A (0,0 - 10,91) (0,0 — 48,05) (0,0-76,51) (0,0-57,07) (0,0-124,6)
IL-6 0,0 12,31 23,98 8,155 29,35
(0,0 -16,43) (0,0—47,22) (0,76 — 75,81) (0,0-39,32) (17,18-39,98)
IL-8 5,94 10,94 86,60 32,58 7,0
(0,0-39,07) (2,38 - 147,2) (5,03 - 371,0) (5,2 - 467,7) (0,0-62,63)
IEN- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(0,0-0,0) (0,0-2,22) (0,0 - 2,65) (0,0-1,58) (0,0-44,55)
8,32 9,12 7,2 8,19 7,2
IL-12P70 (7,27 - 11,57) (2,33 -23,82) (2,29 - 20,64) (7,0 - 16,87) (2,29-20,64)
IL-17 99,79 12,71 113,7 179,0 0,0
(48,21 -282,1) (0,0—198,2) (0,0 —796,0) (0,0 - 374,6) (0,0-388,5)
IL-4 0,0 0,61 10,81 11,53 17,58
(0,0-0,0) (0,0 - 46,97) (0,0 -35,13) (0,0 — 44,40) (5,03-25,24)
IL-10 0,0 1,83 20,01 20,59 19,72
(0,0-0,0) (0,0 - 28,46) (1,17 — 36,51) (0,0 — 28,46) (13,2-26,72)
CCL-22 1.352 819,2 1.037 763,5 684,7
(693,2 —2.301) (503,3 — 1.487) (389,1-2.172) (104,1 - 1.592,0) (587,1-878,3)
CCL-27 467,8 521,1 548,6 317,8 532,6
(379,6 — 1.003) (290,3 - 705,0) (262,7 — 761,8) (237,9 - 595,7) (256,1-653,4
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6.4 CORRELACAO ENTRE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

No intuito de avaliar possiveis relacbes entre as concentragcdes das citocinas e
quimiocinas estudadas, realizamos a analise de correlacdo entre as mesmas no grupo de
Individuos saudaveis (tabela 5), no grupo de Portadores assintomaticos (tabela 6), no grupo de
pacientes DIH (tabela 7), no grupo de pacientes com a manifestacdo simultanea da
DIH/HAM/TSP (tabela 8), e no grupo de pacientes com a HAM/TSP (tabela 9). As
correlacdes significantes perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*) foram
sinalizadas na matriz de correlacdo de acordo com o Coeficiente de Spearman (p). As

correlagdes significantes nos grupos avaliados foram resumidas na tabela 10.
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Tabela 5: Matriz de correlacdo das citocinas e quimiocinas no grupo de individuos saudaveis nao infectados (IS).

1S | 1L-10 IL-6 TNE- | 1L-2 | 1L-4 ”;N' IL-17 | IL-18 | IL-8 | IL-12p70 | ccL-22 | ccL-27
** (0 54
IL10 | 10 | ooime | 03399 | 0 0 0 | 02188 | 02623 | -001989 | 0,09961 | -02984 | -0,2586
IL-6 1.0 03053 | 0 0 0 |-01560 | 03420 | 01119 | 072068 | -009895 | -0,2108
TNF- 1,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IL-2 10 | 0 0 0 0 0 0 0 0
IL-4 10 | 0 0 0 0 0 0 0
'FYN' 1,0 0 0 0 0 0 0
IL-17 10 | 01029 | 027 02093 | -007368 | -0,1203
IL- ** () 6133
- 10 | 05380 | o otos | 02219 | 03515
IL-8 1.0 03607 | 04421 | 01173
IL-
12p7 10 | -008509 | 009714
0
CCL- Lo | 07038
22 : (P=0,0005)
CCL-
27 1.0

Correlaces significantes foram sinalizadas como perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*). Nas células encontram-se os valores do
Coeficiente de Spearman (p) e entre parénteses estdo os valores de “p”.



Tabela 6: Matriz de correlacdo das citocinas e quimiocinas no grupo de portadores assintomaticos (AS).

as |l e | TNTL IL-4 IFN-y L7 g | ies | azpro | ©5F | C5F
% 0,6008 *x% (0,9058 | *** 0,9074
IL10 | 10 | o oore) | 9% | ooonoon) | (reooony | 04512 03931 | -042 | 02045 | -007765 | -042 | -0,14
*%0,6789 | **0,7374
IL-6 1,0 010 | p-00019) | (Poo00z) | 00832 02687 | -031 | 04515 | -01367 | -037 |-0,11
TNF- %5 0,5751 **0,7882 | ** 0,6475
10 | 02003 | 00308 | pooioe | 02983 | 027 | oljioch | o ot | 0045 | 042
IL-2 1,0 08642 19038 02270 | -046 | 003309 | -02384 | -039 |-0,26
1 (P<010001) 1 1 1 1 1 1 1
IL-4 1,0 0,1788 02535 | -038 | 02564 | -0,1852 | -039 |-0,32
*0,4849 %0485 | ** 05378

IFN-y 10 (P=0,0414) | 0981 | (p=0.0409) | (P=0,0213) | 016 | 018

IL-17 1,0 019 | 03637 01188 | 0,012 | -0,20

IL-1B 10 | -000206 | 05981 | 076 0'87

IL-8 1,0 02994 | -024 | 0,30

IL-

1270 1,0 027 | 036
CcCL-

22 10 |-020
CcCL-

S 1,0

Correlaces significantes foram sinalizadas como perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*). Nas células encontram-se os valores do

Coeficiente de Spearman (p) e entre parénteses estdo os valores de “p”.




Tabela 7: Matriz de correlacdo das citocinas e quimiocinas no grupo de pacientes com a DIH.

piH | '] 1Le Bl IL-4 IFN-y IL-17 IL-1B IL-8 | IL-12p70 | CCL-22 | CCL-27
=
IL-10 | 1,0 (p%ﬁi 01 | peoooan | 03235 | mgoooy | 03182 | 01482 | 03454 | -008306 | 02181 | -0.0
IL-6 10| 03 | pooaoo) | %82 | peoooon) | poooros) | 295 | peooossy | 02512 | 0418 | 013
TNF 10 | (megopst) | (po00zssy | 026L | 01206 | LN | 03420 | oo oOh | 008540 | -024
IL-2 10| peooooq) | (Peoooo, | 0387 | 01073 | o03es6 | oasze | GOPR | oo
IL-4 10| moones) | 02530 | pegoser | OI61L | 03634 | 0253 | 047
IFN-y 1,0 03592 | 01117 | 02505 | -01932 | -03343 | 026
IL-17 1,0 01763 | 01874 | 003073 | 03861 | -0,012
IL-1B 1,0 0,2961 (;%%202081) 002807 | -046
IL-8 1,0 02025 | -001744 | -018
12570 1,0 008141 | -043
o 10 | -0,03385

47

Correlacgdes significantes foram sinalizadas como perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*). Nas células encontram-se os valores
do Coeficiente de Spearman (p) e entre parénteses estio os valores de “p”.



Tabela 8: Matriz de correlacdo das citocinas e quimiocinas no grupo de

acientes com a DIH e a HAM/TSP.

IL-
DIH/HA | IL- TNF IL- cCL-
IEA I e | T IL-2 IL-4 Ny | D IL-18 IL-8 120p7 S| coLer
*kkk
0,8667 *% (07801 | **07632 | **-05021 *% 07212
IL-10 1 1.0 1 plg002 | 921 | (p=0,0097) | (P=0.0140) | (P<0.0001) | ©23 | 02128 | (p_go23ay | 048 | 0,006 | -0,03030
2)
** 06524 | **06832 | **-05021 *0.9030
IL-6 10| 061 | o 00are) | (peooaes) | (eoioooy) | 034 | 04012 | o | 032 | 025 | 02970
** 0.7455
TNE- 10 | 008077 0,2339 0273 | 02 | oz | o TN | 032 | 045 | 03576
IL-2 1,0 04858 | . 08378 | 555 | (3303 04536 | 031 | 013 | 02423
1 1 (P<0’0001) 1 1 1 1 1 1
IL-4 1,0 **-0,3946 | 57 | (4044 05170 | 016 | -047 | -0,3631
L (P<0,0001) 1 1 1 1 1 1
0.02 | **-05500
IFN-y 1,0 3. | (peoooory | 03651 |-028 | -002 | -0,04564
IL-17 10 | -0.3385 04479 | 009 | 015 | -0,1657
IL-1B 1,0 01763 | 032 | -035 | -0.2067
IL-8 10 014 | 021 | -0.3001
IL-12p70 10 | 042 | 02523
**0.7576
CCL-22 10 | (pegara)
ccL-27 1,0
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Correlagoes significantes foram sinalizadas como perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*). Nas células encontram-se os valores do
Coeficiente de Spearman (p) e entre parénteses estdo os valores de “p”.



Tabela 9: Matriz de correlagdo das citocinas e quimiocinas no grupo de pacientes com a HAM/TSP.

HAM/TSP| IL-10 | IL-6 |TNF- | IL-2 | IL-4 |IFN-y | IL-17 | IL-8 | IL-1B |IL-12p70 |CCL-22| CCL-27
**%0,875

IL-10 | 1000 -0337|-0249 | 0,073 | 0009 | 0618 | 0o 0,036 | 0360 | 0324 | 0631 | 0,018
IL-6 1,000 | -0,409 | -0,206 | -0,075 | 0,635 | -0,307 | 0334 | 0,296 | -0445 | 0,185 | -0,L11
TNF- 1,000 | 0,348 | 0,732 |-0,338 | -0,304 | -0,670 | 0,020 | -0,158 | -0,315 | -0,118
50,829

IL-2 1,000 | 0,156 | 0,206 | 0308 | 0,126 |-0487 | -0,396 | 0,180
(p=0,034)
IL-4 1,000 | 0520 | 0020 | %% 5346 | 0364 | -0564 | -0382

’ | ’ (p=0,048) | ’ | |

IFN-y 1,000 | 0676 | 0408 | 0,204 | 0612 | 0000 | 0,408
IL-17 1,000 | 0158 | -0,394 | 0,197 | -0374 | 0,256
IL-8 1,000 | 0,214 | 0,286 | 0464 | 0,464
IL-1B 1,000 | 0,750 | 0,143 | -0,357
IL-12p70 1,000 | 0321 | 0321
CCL-22 1,000 | 0,571
CCL-27 1,000

Correlagdes significantes foram sinalizadas como perfeitas (****), fortes (***), moderadas (**) e fracas (*).

valores do Coeficiente de Spearman (p) e entre parénteses estdo os valores de “p”.

Nas células encontram-se 0s
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Tabela 10: Correlagcdes moderadas e fortes entre citocinas e quimiocinas nos
rupos avaliados.

; IL-10 /IL-6 0,54 P=0,0138 Moderada
INDIVIDUOS IL-18/ IL-12P70 0,6135 P=0,004 Moderada
SAUDAVEIS (1) ~cey H57cciar 0,708 P=0,0005 Moderada
IL-10/ IL-6 0,6908 P=0,0015 Moderada
IL-10/ 1L-2 0,9058 P<0,0001 Forte
IL-10/1L-4 0,9074 P<0,0001 Forte
IL-6/1L-2 0,6789 P=0,0019 Moderada
IL-6/1L-4 0,7374 P=0,0005 Moderada
PORTADORES  "TNF-¢/IFN-y 0,5751 P=0,0125 Moderada
ASSINT&'\Q)A TICOS TNF-a /IL-8 0,7882 P=0,0001 Moderada
TNF-0. / IL-12p70 0,6475 P=0,0037 Moderada
TNF-0./IL-15 0,5547 P=0,042 Moderada
IL-2/1L-4 0,8642 P<0,0001 Forte
IFN-y / IL-12p70 0,5378 P=0,0213 Moderada
IL-1B/ IL-12p70 0,9228 P<0,0001 Forte
IL-10/ IL-2 0,5366 P=0,0047 Moderada
PACIENTES COM IL-10 / IFN-y -0,7089 P<0,0001 Moderada Negativa
A DERMATITE IL-6/1L-2 0,7061 P<0,0001 Moderada
INFECCIOSA IL-6 / IFN-y -0,7176 P<0,0001 Moderada Negativa
(DIH) IL-2/1L-4 0,6305 P=0,0006 Moderada
IL-2 / IFN-y -0,7152 P<0,0001 Moderada Negativa
IL-4 / IFN-y -0,5081 P=0,008 Moderada Negativa
IL-10/ IL-6 0,8667 P=0,0022 Forte
IL-10/IL-2 0,7891 P=0,0097 Moderada
PACIENTES COM IL-10/1L-4 0,7632 P=0,0140 Moderada
MANIFESTACAO IL-10 / IFN-y -0,5021 P<0,0001 Moderada Negativa
DA DIHE IL-10/1L-8 0,7212 P=0,0234 Moderada
HAM/TSP IL-6/IL-2 0,6524 P=0,0476 Moderada
IL-6/1L-4 0,6832 P=0,0476 Moderada
IL-6 / IFN-y -0,5021 P<0,0001 Moderada negativa
IL-6/1L-8 0,9030 P=0,0008 Forte
TNF-0./ IL-8 0,7455 P=0,0174 Moderada
IL-2 / IFN-y -0,6378 P<0,0001 Moderada negativa
IFN-y/ IL-1B -0,55 P<0,0001 Moderada negativa
CCL-22/CCL-27 0,7576 P=0,0149 Moderada
IL-10/ IL-17 0,0875 P=0,012 Forte
A e ™ CCL-27/IL-2 0,829 P=0,034 Forte
IL-8/IL-4 - 0,764 P=0,048 Moderada negativa
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6.5 CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DAS CITOCINAS
PLASMATICAS E A CARGA PROVIRAL.

Foi quantificada a carga proviral nos portadores de HTLV-1 incluidos no estudo. Esta
quantificacdo foi feita no DNA extraido da mesma coleta a partir da qual foram avaliados os
niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas. A carga proviral quantifica o numero de
celulas infectadas na amostra avaliada. As medianas da carga proviral foram 0,272 copias/100
PBMC para o grupo dos portadores assintomaticos, 5,98 copias/100 PBMC para o0 grupo de
pacientes com DIH, 14,68 copias/100 PBMC para o grupo de pacientes de DIH que também
manifestaram HAM/TSP e 2,4 copias/100 PBMC para o grupo de pacientes com a
HAM/TSP. Assim, a carga proviral apresentou-se menor no grupo de portadores
assintomaticos quando comparado com o grupo de pacientes com a DIH (p=0,0161) ou
qguando comparado com o grupo de pacientes DIH/HAM/TSP (p<0,0001). Ao compararmos a
carga proviral do grupo DIH com o grupo HAM/TSP, ndo encontramos diferencas
significantes (Figura 12). Ndo foram observadas correlagbes entre a carga proviral e 0s
valores de concentragcdo para nenhuma citocinas ou quimiocinas em nenhum dos grupos
separadamente, contudo a analise de correlacdo feita considerando todos os portadores de
HTLV-1 como um Unico grupo de infectados mostrou correlaces positivas fracas entre a
carga proviral e as citocinas IL-8 (r=0,3531; p=0,0128) e IL-10 (r=0,3647; p=0,01) (Figura
13).
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Figura 12: Comparagdo da carga proviral entre os grupos estudados. Foram comparados 0s grupos de
portadores assintomaticos (n=12), DIH (n=28), DIH/HAM/TSP (n=8) e HAM/TSP (n=6). Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre as medianas dos grupos Assintomaticos e
DIH/HAM/TSP (p<0,0001), entre as medianas do grupo Assintomatico e do grupo DIH (p=0,0161),
entre os grupos DIH e DIH/HAM/TSP (p=0,0266) e entre o grupo DIH/HAM/TSP e HAM/TSP
(p=0,0027). Foi considerada a carga proviral (CPV) para cada 100 células.
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Figura 13: Correlacdo entre a carga proviral e as citocinas e quimiocinas considerando todos os grupos portadores assintomaticos (n=12), DIH (n=28),
DIH/HAM/TSP (n=10) e HAM/TSP (n=7) em um Unico grupo de infectados. Foram observadas correlagdes significantes entre a carga proviral e a
concentracdo das citocinas 1L-8 (r=0,3531; p=0,0128) e IL-10 (r=0,3647; p=0,01). Foi considerada a carga proviral (CPV) para cada 100 celulas e a

concentracdo das citocinas e quimiocinas foi expresso em pg/mL.
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6.6 CONCENTRAC}()ES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA
REMISSAO DA DIH.

Alguns dos pacientes de DIH incluidos (e sem manifestagdo de HAM/TSP) no estudo
entraram em remissdo. Foram comparados os niveis de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias para 0 mesmo paciente na fase de doenca ativa e na fase de remissdo da DIH,
considerando como remissdo mais de 6 meses sem doenca e sem tratamento. Somente
observamos diferenca nas concentragcdes plasmaticas da quimiocina CCL-27 (p=0,0344), de
forma que os valores de concentragdo desta quimiocina foram mais elevados quando os

pacientes de DIH entraram em remisséo (figura 14).

6.7 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA
MANIFESTACAO DA HAM/TSP EM PACIENTES COM DIH.

Avaliamos as concentracdes plasmaticas das citocinas incluidas neste estudo em
pacientes de DIH antes e depois da manifestacdo de HAM/TSP. Observamos a redugdo na
producdo de TNF-a no momento em que o paciente apresentou a manifestacdo simultinea de
DIH e HAM/TSP (p=0,0197). As outras citocinas avaliadas ndo mostraram diferencas
significantes nos seus niveis quando os pacientes de DIH manifestaram simultaneamente a
HAM/TSP. Para este estudo também é necessario o aumento do nimero de pacientes para

dados conclusivos (Figura 15).
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Figura 14. ConcentracGes plasmaticas das citocinas e quimiocinas estudadas no momento em que o paciente apresentava a DIH com lesdes cutaneas (DIH) e
no momento em que ndo haviam mais lesdes (REMISSAO). No gréfico, temos as avaliacdes das concentracdes plasmaticas das citocinas IL-1p, IL-2, TNF-o,
IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-15, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-10, CCL-22 e CCL-27. Apenas para a quimiocina CCL-27 encontramos uma diferenga significante entre
os dois momentos das analises, sendo maior no momento da remisséo da DIH (p=0,0344). As anélises estatisticas foram feitas através do teste t Student para
amostras pareadas. Todos os valores das concentragdes foram expressos em pg/mL.
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Figura 15. Concentra¢des plasméticas das citocinas e quimiocinas estudadas no momento em que o paciente manifestava DIH e no momento posterior,
quando desenvolveu simultaneamente a HAM/TSP (DIH/HAM/TSP). No gréafico, temos as avaliacdes das concentracdes plasmaticas das citocinas IL-1p3, IL-
2, TNF-a, IL-6, IL-8, I1L-12p70, IL-15, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-10, CCL-22 e CCL-27. Apenas para a citocina TNF-o encontramos uma diferenga significante
entre os dois momentos das anélises, sendo menor no momento que o paciente apresenta a manifestacdo simultanea DIH/HAM/TSP (p=0,0197). As andlises
estatisticas foram feitas através do teste t Student para amostras pareadas. Todos 0s valores das concentragfes foram expressos em pg/mL.
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7 DISCUSSAO

7.1 PADRAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NOS GRUPOS DE PORTADORES DO
HTLV-1 E EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS DA MESMA FAIXA ETARIA

Neste estudo avaliamos o perfil plasméatico de citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias, além das quimiocinas CCL-22 e CCL-27, em individuos saudaveis, em
portadores do HTLV-1 assintomaticos, em pacientes com manifestacdo de DIH, em pacientes
com a manifestacdo simultanea de DIH/HAM/TSP e em pacientes com a manifestacdo da
HAM/TSP, todos na faixa infanto-juvenil. Avaliamos também estas citocinas na DIH em
atividade e na remissdo das lesbes, além do momento antes e depois do desenvolvimento da
HAM/TSP nos pacientes com DIH.

Os nossos resultados indicam que na infec¢do pelo HTLV-1 na faixa infanto-juvenil
parece ocorrer uma desregulacdo imunoldgica que se relaciona com maiores concentracdes
plasmaticas das citocinas pro-inflamatorias IL-2, 1L-6, TNF-a, IL-8, e IL-1[3. Para as ultimas
trés citocinas, os valores das concentracdes plasmaticas para o grupo HAM/TSP mostraram-se
similares ao do grupo de individuos saudaveis. Esta diferenca de padrdo observada entre este
grupo e os outros grupos de individuos portadores do HTLV-1 pode estar relacionada com a
patogénese de HAM/TSP. Neste sentido, quando os pacientes de DIH manifestam também
HAM/TSP observa-se uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de TNF-a em amostras
pareadas. Ao avaliarmos a citocina IFN-y, houve um leve aumento de concentragdo apenas
nos grupos de portadores assintomaticos e no grupo de pacientes com a DIH, quando
comparados com o grupo de individuos saudaveis sem a infeccdo. Porém, os valores
detectados foram muito baixos e encontraram-se fora da curva padrdo para esta citocina na
técnica utilizada. Devido aos baixos niveis detectados ex vivo, consideramos que para esta
citocina seria mais adequada a quantificacdo dos seus niveis em sobrenadantes das PBMCs
procedentes de individuos dos diferentes grupos cultivadas e estimuladas in vitro. Além
disso, os individuos infectados pelo HTLV-1 mostraram maior produgdo das citocinas anti-
inflamatdrias IL-4 e IL-10, assim como menor producdo da quimiocina CCL-22 quando
comparados com os individuos ndo infectados. Estes resultados parecem nos mostrar que a
presenca do virus no organismo hospedeiro pode ser um fator que altere o padrdo de resposta
inflamatéria mediada pelas citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias como ja
mencionado em estudos com individuos adultos infectados pelo HTLV-1 realizados por
Brito-Melo e colaboradores (2013) e por Starling e colaboradores (2013).
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Dentre estas moléculas, o0 TNF-a, a IL-4 e a IL-6 apresentaram niveis similares nos
portadores do HTLV-1, independentemente da condicdo clinica apresentada, se relacionando
com a presenca do virus e ndo com a manifestacdo de doenca associada. Ndo existem na
literatura trabalhos que avaliem concentracdes plasmaticas destas moléculas na faixa
considerada no presente trabalho. Nascimento e colaboradores (2009) avaliaram a
concentragdo de citocinas in vitro em sobrenadantes de células mononucleares cultivadas em
pacientes de DIH e as compararam com portadores e ndo portadores adultos (NASCIMENTO
et al., 2009). Em portadores do HTLV-1 adultos, foram reportados niveis similares de IL-2,
IL-10 e TNF-a quando comparados com individuos saudaveis ndo infectados também adultos
(STARLING et al., 2013). Neste mesmo estudo, demonstrou-se também que, comparado com
portadores do HTLV-1 assintomaticos e com individuos saudaveis, a IL-6 apresentou-se em
alta concentracao no plasma de individuos com HAM/TSP (STARLING et al., 2013). O TNF-
a possui importante fungdo na citolise de células tumorais, bem como na defesa contra células
infectadas por estimular a adesdo de leucocitos no endotélio. Por sua vez, a IL-6 é um
importante mediador da inflamacéo, estimulando a proliferacdo de células B, auxiliando na
resposta humoral (MACKAY et al., 1993). Tem sido descrito um aumento na producdo de
citocinas pro-inflamatérias como 0 TNF-a nas PBMC de pacientes HAM/TSP, bem como da
citocina IL-6 no liquido cefalorraquidiano quando comparado com PBMC de portadores
assintomaticos (NISHIMOTO et al., 1990; KUBOTA et al., 1998). Em nosso estudo ndo
observamos maiores concentracdes da citocina IL-6 em pacientes com DIH, nem em
pacientes com a DIH/HAM/TSP ou em pacientes com a HAM/TSP, comparados com 0S
portadores assintomaticos, o que pode nos sugerir que nesta faixa etéria, a IL-6 ndo esteja
assumindo papel importante no desenvolvimento das doengas, uma vez que o tempo de
convivéncia com o virus € menor. Da mesma forma, 0 TNF-a pode estar contribuindo com a
resposta citotoxica contra as células infectadas por estimular a adesdo leucocitaria. Nos
portadores do HTLV-1, o aumento nas concentragdes da citocina IL-4, comparado com 0S
individuos saudaveis, pode favorecer a supressao da inflamacéo, uma vez que possui fungéo
anti-inflamatoria por estimular a produgéo de anticorpos (YAMANO et al., 2009).

Ja foram reportados também maiores niveis sericos de CCL-22 em portadores
assintomaticos adultos, pacientes de HAM/TSP e ATLL comparados com individuos nédo
infectados (TOULZA et al., 2010). Também foi reportado que linhagens celulares infectadas
com o0 HTLV-1 secretam grandes quantidades de CCL-22 e atraem células T que expressam
CCR4, podendo explicar a transmissdo preferencial do virus em células CD4+CCR4+
(HIESHIMA et al., 2008). Foi sugerido recentemente que o CCL-22 induzida pelo HTLV-1
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manteria uma frequéncia alta de CD4+FoxP3+, 0 que contribuiria na persisténcia do HTLV-1
ao diminuir a resposta citotdxica contra 0 HTLV-1 (TOULZA et al., 2008; TOULZA et al.,
2010). Deste modo, esperavamos maior concentracao de CCL-22 nos portadores do HTLV-1
a respeito dos individuos ndo infectados. Neste estudo realizado por Toulza, os valores de
mediana de concentragdo da quimiocina CCL-22 nos grupos de individuos infectados pelo
HTLV-1 foram similares aos valores encontrado em nosso estudo, contudo, ao observarmos
os individuos saudaveis sem a infec¢@o nos dois estudos, percebemos que o referido grupo do
estudo de Toulza apresentou menor mediana que 0 grupo em nosso estudo. Esta observacao
pode estar relacionada com o fator idade, uma vez que os individuos do estudo de Toulza
eram adultos, enquanto em nosso estudo os individuos estdo na faixa etaria infanto-juvenil,
contudo sdo necessarias mais analises que permitissem avaliar o fator idade neste grupo.

No grupo de portadores assintomaticos, observamos que a citocina IL-17 apresentou-
se em menores valores de concentragdo que em individuos saudaveis sem a infeccdo, o que
também foi observado em pacientes adultos por Leal e colaboradores (2013) podendo estar
relacionado com mecanismos de supressdo de células Th17 nos portadores assintomaticos
(LEAL et al., 2013). Contrariamente, em nosso estudo, esta citocina esteve em maiores
concentrag0es nos pacientes com a DIH ou com a DIH/HAM/TSP, o que pode estar
relacionado com a resposta pro-inflamatéria associada a esta citocina. Embora tem sido
apontado este mecanismo em pacientes HAM/TSP ou em portadores do HTLV-1, nossos
resultados indicam que pacientes jovens com a HAM/TSP apresentam valores de
concentracdo da IL-17 similares ao encontrado no grupo de portadores assintomaticos
(ELAIN et al., 2014; SARKIS et al., 2013).

A DIH é uma doenca inflamatéria sistémicas associada ao HTLV-1, que se caracteriza
principalmente pela aparicdo de lesdes cutaneas eritémato-descamativas e crostosas em areas
determinadas do corpo (MORENO-CARVALHO et al., 1992; NAKAGAWA, 1995;
LAGRENADE et al., 1998, OLIVEIRA et al., 2005). A sua clinica é similar a da dermatite
atopica e frequentemente é necessario o diagnostico diferencial entre ambas as dermatites. A
maior concentracdo plasmatica das citocinas I1L-2, IL-8, IL-17 e IL-10 nos pacientes com a
DIH em comparacao aos portadores assintomaticos parecem sugerir o estabelecimento de uma
resposta pro-inflamatoria acompanhada da producdo de citocinas anti-inflamatérias. De
maneira interessante, ndo houve diferengas significantes nas concentragdes destas citocinas
entre os grupos de pacientes com DIH e o grupo de pacientes com DIH/HAM/TSP, sugerindo

qgue a manifestacdo adicional da mielopatia ndo influi na regulacdo das mesmas. De forma
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parecida, Starling e colaboradores (2013) ndo observaram diferencas nos niveis plasmaticos
de IL-2 e IL-10 entre os portadores assintomaticos e os pacientes de HAM/TSP adultos.

O fato das concentracGes das citocinas I1L-8 e IL-10 terem correlacionado com a carga
proviral parece sugerir que a producdo destas citocinas estejam ocorrendo em resposta ao
namero de células infectadas, que principalmente sdo células T CD4+ infectadas. Ja foi
mostrado que a proteina viral Tax pode transativar o gene da IL-8, aumentando sua expresséo
com o auxilio de fatores transcricionais em linhagens celulares (MORI et al., 1995; MORI et
al., 1998; ZHANG et al., 2000).

Neste grupo, as maiores concentracGes plasmaticas das citocinas IL-2 e IL-8 pode
sugerir que nos pacientes com a DIH estas citocinas participam de alguma maneira na
patogénese da doenca. As células infectadas se caracterizam por ter aumento na expressao de
CD25, receptor da IL-2, induzida pela Tax (INOUE et al., 1986; YAMANO et al., 2009).
Desta forma a IL-2 poderia estar relacionada com um estimulo a linfoproliferacdo de células
T infectadas, como foi encontrada em portadores assintométicos adultos (STARLING et al.,
2010). Em nosso estudo, ndo observamos correlacéo entre os niveis de IL-2 e a carga proviral
em nenhum dos grupos, o que pode sugerir que, a IL-2 tenha um papel na proliferacdo nédo
apenas de células infectadas, mas de toda populacao de células T e que ndo se relaciona com o
namero de células infectadas na amostra analisada. Quanto a citocina IL-8, as maiores
concentracdes poderiam estar auxiliando na migracdo de linfocitos, uma vez que para esta
citocina possui atividade quimiotatica (descrita hoje como quimiocina CxCL8) além de ser
um grande mediador na resposta inflamatoria dérmica, estimulando a divisdo dos
queratindcitos, podendo explicar quadros de paraceratose e hiperceratose caracteristicos da
DIH, como mostrados por Bittencourt e Oliveira (2005).

A respeito da IL-17 e a manifestacdo de DIH, tem sido descrito que a secrecdo desta
citocina é realizado por células Th17, um subtipo de células T de memdria, e parece ter um
papel importante na patogénese de doencas inflamatérias cutaneas, como a psoriase
(HARRINGTON et al., 2005; ZABA et al., 2007). Pouco se conhece sobre o papel das células
Th17 na infecgdo pelo HTLV-1 e os poucos trabalhos disponiveis foram feitos na HAM/TSP
do adulto, onde foram observados maiores niveis de RNA de IL-17 em PBMC de pacientes
com esta mielopatia quando comparados com portadores assintomaticos apés cultivo ex vivo
(SARKIS et al., 2013). Esta citocina também parece ter um papel importante no mecanismo
de defesa do hospedeiro contra infec¢Oes bacterianas, como a do Staphylococcus aureus,
bactéria encontrada com muita freqtiéncia nas lesdes de pacientes de DIH (ISHIGAME et al.,
2009; CHO et al., 2010; AUJLA et al.,, 2008). Na Dermatite Atopica, patologia com
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sintomatologia muito similar & DIH e na qual também é encontrada infeccao por S aureus, foi
observada expressdo elevada de 1L-17, a qual foi relacionada com o remodelamento tecidual
(BATISTA et al., 2014; SIMON et al., 2014). Desta forma, a maior producdo desta citocina
nos pacientes com a DIH pode também ocorrer em resposta a infec¢do bacteriana, contudo,
esse aumento nas concentracfes plasmaticas, pode contribuir com a patogénese da DIH ou
com a ativagdo da inflamagdo nestes pacientes como ja relatado em pacientes com a
HAM/TSP (ELAIN et al., 2014; SARKIS et al., 2013). O quadro dermatoldgico dos pacientes
de DIH ndo se modifica pelo fato de manifestar HAM/TSP, apresentando lesfes cutaneas
similares e também infectas pelo S. aureus. Esta semelhanca no quando dermatoldgico entre
estes dois grupos poderia explicar os niveis similares observados para a IL-17 nos dois
grupos.

Na avaliacdo da citocina IL-4, houve apenas uma tendéncia a maiores medianas de
concentracdo no grupo de pacientes com a DIH e no grupo com a DIH/HAM/TSP. Assim,
nossos resultados podem ser um indicativo de que nestes pacientes esteja ocorrendo uma
tentativa de imunomodulacdo para reestabelecer o equilibrio imunoldgico. Este mecanismo
foi sugerido por Brito-Melo e colaboradores (2013) para pacientes com HAM/TSP quando
avaliaram os niveis intracelulares desta citocina em células CD4+ circulantes.

A HAM/TSP também ¢é uma doenca inflamatéria sistémica, porém se caracteriza pelo
acometimento do sistema nervoso central com dano tecidual no cordao espinhal (MORENO-
CARVALHO et al., 1992; NAKAGAWA, 1995; LAGRENADE et al., 1998, OLIVEIRA et
al., 2005). O desconhecimento que ainda se tem sobre a HAM/TSP na faixa infanto-juvenil,
nos levou a incluir um grupo, ainda que pequeno, de pacientes que manifestaram
simultaneamente a DIH e a HAM/TSP nesta faixa etaria e um grupo menor de pacientes que
desenvolveram apenas a HAM/TSP. Deste modo, os resultados obtidos para estes grupos
terdo que ser confirmados com um maior nimero de pacientes incluidos. A manifestacdo
adicional de HAM/TSP nos pacientes de DIH se relacionou no nosso estudo com uma
diminuicdo da quimiocina CCL-27 e com um aumento de IL-13. A CCL-27 esté associada
com o direcionamento de linfocitos T de memoria para a pele, participando da inflamacéo
mediada por células T (MORALES et al., 1999, XIA et al., 2014; HOMEY et al., 2002),
sendo possivel que na manifestacdo da HAM/TSP em pacientes com DIH a diminuicdo desta
guimiocina no plasma possa favorecer o direcionamento de linfécitos T CD4+ e CD8+ para o
SNC, porém isto ainda precisa ser melhor investigado. Como ja discutido, estudos de
populages linfocitarias circulantes seriam necessarios para poder avaliar melhor esta relacdo

com a DIH/HAM/TSP. Na manifestacdo da HAM/TSP em pacientes com a DIH, o aumento
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nas concentragdes plasmaticas da citocina IL-1[3, pode favorecer a expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio e a transmigracdo de linfécitos sobre a barreira hemato-encefalica com a
destruicdo de astrocitos (KURODA et al., 1993; FERRARI et al., 2004). Como este aumento
nos niveis desta citocina ocorreu na comparacao do grupo de manifestacdo simultanea de DIH
e HAM/TSP em referéncia aos grupos DIH e HAM/TSP, sugere-se estar relacionado com
algum mecanismo da co-manifestacdo destas duas patologias.

Embora a citocina 1L-12p70 seja apontada como um importante estimulo a producéo
de INF-y, como também importante papel em melhorar a resposta das ceélulas CD8+
(TRINCHIERI, 2003; ENOSE-AKAHATA et al., 2008), nossos resultados parecem indicar
que a referida citocina ndo esteja participando nas condi¢Oes experimentais analisadas da
resposta imune contra a infeccdo pelo HTLV-1.

Como jéa discutido anteriormente, a menor concentracdo da citocina IL-8 no grupo de
pacientes com a HAM/TSP quando comparado com o grupo DIH e com o grupo
DIH/HAM/TSP, pode estar relacionado com a migracdo de linfdcitos, papel executado por
esta citocina, atuando entdo como mediadora na resposta inflamatéria dérmica estando
envolvida com a patogénese da DIH (MORI et al., 1995). Assim, este aumento na producéo
da IL-8 no grupo DIH/HAM/TSP estaria mais relacionado com a DIH do que com a
HAM/TSP ou com algum mecanismo da co-manifestacéo.

A maior parte das correlacbes observadas entre as citocinas e quimiocinas estudadas
sdo moderadas e ocorrem nos portadores de HTLV-1. Isto provavelmente se relaciona a
prépria existéncia de uma resposta imune orquestrada contra o virus. As correlagBes fortes
observadas nos portadores assintomaticos entre a IL-2 e as citocinas anti-inflamatorias IL-4 e
IL-10 poderiam estar relacionadas com um equilibrio entre a resposta pro e anti-inflamatdria,
0 que poderia estar contribuindo com uma carga proviral baixa e um quadro clinico
assintomatico. Isto estaria de acordo com o relatado por Brito-Melo e colaboradores (2007).
Na DIH e na DIH com manifestagdo simultanea de HAM/TSP onde parece ocorrer uma maior
desregulacédo desta resposta, foram encontradas correlagdes entre a IL-2, a IL-6, a IL-10, todas
se correlacionando de forma negativa com o INF-a, 0 que ndo é visto ocorrer no grupo de
pacientes com a HAM/TSP, sugerindo que estas correlagcbes possam ser devido a algum
mecanismo relacionado com a patogénese da DIH. Deste modo, este equilibrio, observado nos
portadores assintomaticos, poderia ndo acontecer de maneira tdo efetiva nestes grupos.
Existem diferengas em algumas das correlagdes detectadas entre o grupo de pacientes com
DIH, entre o grupo de pacientes com DIH/HAM/TSP e entre o grupo de pacientes com a
HAM/TSP, sugerindo que a manifestacdo adicional de HAM/TSP em pacientes de DIH leva a
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inducdo de mecanismos imunolégicos parcialmente diferentes do observado na DIH ou na
HAM/TSP.

Nossos dados indicam que o desenvolvimento da DIH se relaciona com um aumento
da carga proviral. Estes resultados estdo de acordo com Primo e colaboradores (2005), que
mostraram maior carga proviral nos pacientes de DIH quando comparados com portadores
assintomaticos adultos (Primo et al., 2005). O diferencial neste trabalho é a comparacéo da
carga proviral entre grupos na faixa etaria infanto-juvenil e portanto, com um tempo de
infeccdo menor. Além disso, na manifestacdao adicional de HAM/TSP nos pacientes com esta
dermatite incrementa ainda mais este pardmetro, uma vez que elevados niveis de carga
proviral foram relacionados na literatura com um fator de risco no desenvolvimento da
HAM/TSP em adultos (Taylor, 1999). Contrariamente, encontramos no grupo de pacientes
com a HAM/TSP cargas provirais menores que a observada no grupo de pacientes com a DIH
e no grupo de pacientes com a DIH/HAM/TSP. Este resultado é inesperado e ndo temos
explicagdo para 0 mesmo. Precisaremos aumentar o nimero de individuos com manifestagéo
de HAM/TSP neste analise e, confirmando o resultado, ampliar o estudo para tentar entender
porque na faixa infanto-juvenil a manifestacdo de HAM/TSP ndo se relaciona com um

aumento da carga proviral.

7.2 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA
REMISSAO DA DIH E NA MANIFESTACAO DA DIH/HAM/TSP

O numero de pacientes incluidos na comparacdo das concentracdes plasmaticas nos
pacientes DIH em atividade e quando estes entraram em remissdo foi muito pequeno, o que
ndo permite ampla discussdo sobre os resultados. Ainda assim, foi possivel observar um
aumento significante na concentragdo da quimiocina CCL-27 quando o paciente de DIH entra
em remissao. Este resultado foi inesperado pois acreditdvamos gque 0s niveis desta quimiocina
seriam maiores na DIH e diminuiriam na remissdo. Na dermatite atopica, a qual apresentam
uma clinica muito parecida aos pacientes com DIH e também é crbnica e recidiva na auséncia
de tratamento, foram observados niveis séricos elevados de CCI-27, que correlacionam com a
severidade da doenca, sugerindo existir um papel no processo inflamatorio desta dermatite
(KAKINUMA et al., 2003). Porém, os niveis desta quimiocina na DIH em atividade foram
similares aos dos portadores assintomaticos e aumentaram quando as lesbes cutaneas
desapareceram. Em ambas as dermatites acontece presenca de Staphylococcus aureus nas
lesbes, porém na dermatite atopica, ha um infiltrado linfocitario nas lesdes cutaneas de

linfocitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ enquanto na DIH a infiltragéo € principalmente CD8+
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nédo funcional (OLIVEIRA et al., 2005), o que pode indicar ndo haver grande quantidade de
células infectadas na lesdo cuténea. Acreditamos que, na remissdo da DIH, o aumento
plasmatico de CCL-27 pudesse levar para a migracdo de linfocitos T para a derme,
participando da recuperacgdo da integridade dérmica. Estudos do perfil de citocinas nas leses
e das populacGes celulares circulantes nestas duas condi¢des clinicas (atividade e remissdo)
s80 necessarios para maiores conclusdes.

A manifestacdo da HAM/TSP em pacientes DIH se relacionou com uma diminuicéo
dos niveis plasmaticos de TNF-a. Esta citocina é um mediador importante para o
estabelecimento da inflamacdo estando envolvido na ativacdo de células do endotélio, o que
pode auxiliar as células do sistema imune a migrarem do endotélio para os sitios de
inflamacdo (TENDLER et al., 1991; STARLING et al., 2010). Ja foi relatado a presenca desta
citocina apenas no liquor de pacientes HAM/TSP quando comparado com analises das
concentracdes séricas (KURODA et al., 1993), o que pode indicar a migracdo de células
produtoras de TNF-a para o SNC. Estudos adicionais sdo necessarios para poder esclarecer

melhor este fendbmeno.
7.3 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora nossos resultados ndo sejam conclusivos, este estudo abre perspectivas para
outros estudos do perfil de citocinas nas lesbes dérmicas, bem como no liquor de pacientes
com a DIH, com a DIH/HAM/TSP e com a HAM/TSP. Além disso, o grupo de pesquisa
estard se empenhando em aumentar o nimero de individuos acompanhados para os futuros
estudos realizados, uma vez que essa é uma dificuldade em estudos de doencas raras ou de
baixa frequéncia na populacéo.

Tendo em vista que os estudos de avaliacdo de citocinas e quimiocinas publicados na
literatura se concentram em individuos adultos e em estudos de cultivos celulares, buscamos
avaliar as concentracdes plasmaticas das citocinas e quimiocinas nos individuos jovens
infectados pelo HTLV-1, uma vez que avaliar as concentragdes destas moléculas no sangue
periférico sem estimulagdo pode nos dar resultados diferenciados acerca do perfil
imunologico, facilitando até mesmo a identificacdo de um biomarcador para as patologias
estudadas. Ainda assim, verificamos a extrema importancia de ser realizado um estudo que
avalie os tipos celulares e as redes de interacdo das citocinas estudadas, de forma a entender
como estas citocinas estdo interagindo e assumindo um papel na patogénese das doengas

associadas ao HTLV-1.
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Embora tenhamos conseguido discutir nossos resultados, neste estudo a avaliagéo da
citocina IFN-y mostrou-se inadequada para avaliacdo direta das concentracdes plasmaticas
devido as baixas concentracdes encontradas no sangue periférico, os quais estiveram abaixo
do nivel de detecc¢éo, sendo necessario realizar avaliacbes do IFN-y com outra metodologia ou
até mesmo avaliar a producdo desta citocina por estimulacéo in vitro de células. Ainda assim,
demos continuidade a este estudo, pois a maior parte das amostras utilizadas foram
provenientes de plasmas congelados em momentos anteriores de acompanhamento da coorte,
da qual obtivemos os individuos para este estudo, ndo havendo mais possibilidades de repetir

as avaliacdes das amostras dos periodos mais antigos.

8 CONCLUSOES

v Existe uma desregulagdo imunoldgica na infecgdo pelo HTLV-1 na faixa infanto-
juvenil, caracterizada por um aumento nas concentra¢es plasmaticas das citocinas I1L-6, IL-2,
L-4 e IL-10 e por uma reducdo nas concentracdes plasmaticas da quimiocina CCL-22;

v Portadores assintomaticos preservam maior equilibrio entre a resposta pro-inflamatéria
e anti-inflamatdria, que junto com uma menor carga proviral, pode estar relacionado com a
manutencdo do quadro clinico assintomatico.

v Pacientes com a DIH/HAM/TSP parecem exibir um descontrole imunoldgico
parcialmente diferente dos pacientes que apresentam apenas a DIH ou a HAM/TSP, podendo

estar relacionado com mecanismos da co-manifestacéo ainda desconhecidos.
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