UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE MEDICINA
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pos-Graduacio em Patologia

TESE DE DOUTORADO

ATIVACAO CELULAR, PROLIFERACAO E APOPTOSE
NAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO HTLV-I

DANIELE DECANINE

Salvador - Bahia - Brasil
2006

TR

002575

Hi



UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

ATIVAGAO CELULAR, PROLIFERACAO E APOPTOSE NAS
PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO HTLV-/

DANIELE DECANINE

Orientador: Dr. Johan Van Weyenbergh

Tese apresentada para a obtengdo do grau de
Doutor em Patologia, area de concentragéo em
Patologia Experimental

Salvador - Bahia

2006 5;“‘“(“,';_1(, N 4

1

! asag-.‘.’\m;ng
Wifo 315
Al

i



Ficha Catalogréfica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Decanine, Daniele
D291a Ativagdo celular, proliferagio e apoptose nas patologias associadas ao HTLV-I
[manuscrito] / Daniele Decanine. - 2006.
111 £ :il.;30 cm.

Datilografado (fotocdpia).
Tese (doutorado) — Universidade Federal da Bahia. Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz, 2006.
Orientador: Prof. Dr. Dr. Johan Van Weyenbergh, Laboratorio de Imunoregulagio

e Microbiologia.

1. Apoptose . 2. HTLV-IL. 3. Mielopatia. 4. Leucemia. 4. Interferons. 1.Titulo.

CDU 578.28:616.98




“Ativagio Celular, Proliferagdo e Apoptose nas patologias associadas ao HTLV-1”

DANIELE DECANINE

FOLHA DE APROVACAQO

COMISSAO EXAMINADORA

r. Edgar Marcelino de Cafvalho Filho Dr. Luiz Vicente Rizzo
Professor Titular Professor Associado
FAMED - UFBA uUsp
Dra. Helenemarne Schaer Bhrbosa Dra. Maria Fernanda Rios Grassi
Professora Adjunta Pesquisadora Adjunta
FAMED - UFBA CPqGM-FIOCRUZ

Dr. Johan Van Weyenbergh
Pesquisador Associado
CPqGM-FIOCRUZ



Dedico este trabalho aos meus pais, Rui Decanine e Valquiria da Costa Decanine,

pelo amor incondicional e pelo apoio e incentivo em todos 0s dias da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus

Ao Dr. Johan Van Weyenbergh
Pela orientagéo, dedicacao e incentivo.

Ao Dr. Manoel Barral Netto e Dra. Aldina Barral, pelo apoio e por ter me concedido a
oportunidade de integrar o quadro de pesquisadores do LIMI.

Ao Dr. Bernardo Galvao-Castro, por sua colaboragdo no que diz respeito a obtencao
de pacientes e disponibilizagdo do laboratério P3 para que esta pesquisa pudesse
ser realizada.

Ao Dr. Edgar M. Carvalho e Dra. Aurélia Porto, pela colaboragao e fornecimento de
amostras dos individuos assintomaticos.

Ao Dr. Antonio Andrade e Dr. Frederico Fegueiroa, pela disponibilizacdo dos
pacientes com HAM/TSP (Fundagao de Neurologia e Neurocirurgia da Bahia).

A Dra. Marilda Gongalves, pelo carinho, incentivo e colaboragao no desenvolvimento
das técnicas de biologia molecular e na elaboragao do projeto de qualificagao.

A Dra. Claudia Ida Brodskyn pelo apoio durante a elaboragdo do projeto de
qualificagao.

A Dra. Achiléa Bittencourt pela disponibilizagado dos pacientes com ATL (Hospital
Universitario Professor Edgard Santos-HUPES)

Ao Dr. Jean Pierre Kolb, pelo apoio e colaboracdo no desenvolvimento desta
pesquisa, no que diz respeito as moléculas apoptéticas e INOS.

Ao Dr. Eduardo Ramos pela colaboragdo e disponibilizagdo do material para as
técnicas de histopatologia.

Aos colegas de laboratério (LIMI e LIP) e aos Amigos do mestrado e doutorado, pela
convivéncia agradavel e pelo companheirismo.

Aos amigos do LASP, pela colaboragao, amizade e incentivo.

A Silvia Cardoso, José Carlos, Lucyvera Imbroinise, Camila Mota e Elze Leite, pelo
carinho e apoio em todos 0os momentos necessarios.

Aos amigos especiais, Claudiane Junqueira, Leila Karine Novaes Soares, Franklin
Barbalho Magalhdes, Marco Silvany, George Mariane Soares, Clarissa Romero
Teixeira, Tatiana Moura, Gilvanéia Santos, Aline Bafica, André Bafica, Jorge
Tolentino, Joiza Monti, Ricardo Khouri, Ana Paula Almeida, Gisélia Santana, Theolis



Barbosa, Vera Vinhas, Sebastiao Martins de Souza Neto, Natali Alexandrino,
Claudio Paulo Santos e Saul Schnitman por terem compartiihado momentos alegres
e dificeis no decorrer destes anos.

Aos meus vizinhos Jane e Patricia Luz, Uarib Reazak, Lidsy Fonseca e Elias
Chalfun Dias, que se tornaram parte da minha familia.

A Rosalia Meire Oliveira da Silva, pelo carinho especial, amizade, apoio e atengao,
além do incentivo em todos os momentos dificeis, durante todos estes anos.

Aos amigos do LETI, José Fernando Oliveira Costa, Mateus Santos de S4, Juliana
Fraga Vasconcelos e Daniele Brustolin pela amizade e ajuda no desenvolvimento
das técnicas de blastogénese.

As técnicas e estudantes da histopatologia (UNIH), Cristina dos santos Vasconcelos,
Aline Maria D’Oliva de Cerqueira, Jacqueline Carvalho da Silva, Anna Clara Cunti,
Joseane Miranda Correa, Missilene de Queiroz, Creuza Vasconcleos dos Santos e
Camila Nunes Sampaio pelo apoio e disponibilizagado do material necessario para a
preparagao das laminas.

Ao Curso de Pés-Graduagao e aos professores pela oportunidade, apoio e incentivo.

As Bibliotecarias, Ana Fiscina e Vania pela ajuda na obtencdo e organizacdo das
referéncias bibliograficas.

Aos setores de comunicagao visual (CVC) e informatica (CPD), pelo apoio na
elaboragdao dos recursos visuais necessarios em diversos momentos do
desenvolvimento deste trabalho.

Ao Centro de pesquisas Gongalo Moniz pela disponibilidade do espacgo fisico,
pessoal e recursos que possibilitaram a realizagao deste trabalho.

Ao CNPq pelo suporte financeiro para o desenvolvimento da tese.



AICD
ATL
AZT

CD
CDNA
COM
CRE
CTL

DD

DNA
ELISA
FACS
FITC
GM-CSF
HAM/TSP
HIV

HLA
HTLV-I
JAK/STAT
IFN

IL

INOS
IRF-I
IDU

LPS
LTR

MFI
MHC
MRNA

LISTA DE ABREVIATURAS

Morte celular induzida por ativagao

Leucemia de células T no adulto

Zidovudina

Cadigo de diferenciacao

DNA complementar

Contagem de células por minuto

Elementos responsivos do cAMP

Linfécitos T citotoxicos

Dominio de Morte

Acido desoxirribonucléico

Técnica de ensaio imunoenzimatico

Separador de células ativadas por fluorescéncia
Isoticianato de fluoresceina

Fator estimulante de colénia de granul6citos e macréfagos
Mielopatia associada ao HTLV-I/Paraparesia espastica tropical
Virus da imunodeficiéncia Adquirida

Antigeno de histocompatibilidade leucocitario

Virus linfotrépico para células T humanas

Janus Kimase/ Ativador de Transcrigdo e Transdutor de Sinal
Interferon

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel

Fator regulador de interferon-I

Usuarios de drogas injetaveis

Lipolissacarideo

Sequéncias terminais repetidas

Intensidade mediana de fluorescéncia

Moléculas do complexo de histocompatibilidade principal

RNA mensageiro



MTOC
NF-xB
NO
oD
PBMC
PCR
PDGF
PE
PTHrP
RNA
RT
SNC
SRE
TGF-B
Th
TNF-R
TNF-a
TRAIL

Centro de organizagao de microtubulos
Fator de transcrigao nuclear do gene-x nas células B
Oxido nitrico

Densidade optica

Células mononucleares do sangue periférico
Reacao de polimerase em cadeia

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Ficoeritrina

Proteina relacionada ao paratorménio

Acido ribonucléico

Transcriptase reversa

Sistema nervoso central

Elementos responsivos ao soro

Fator de crescimento de células T

Linfécitos T auxiliares

Receptor de TNF

Fator de necrose tumoral-o.

Ligante e indutor de apoptose relacionado ao TNF



RESUMO

ATIVACAO CELULAR, PROLIFERACAO E APOPTOSE NAS PATOLOGIAS
ASSOCIADAS AO HTLV-Il. Daniele Decanine. O HTLV-| é o agente etiolégico da
Leucemia/Linfoma de células T no adulto (ATL), da Mielopatia Associada ao HTLV-
I/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP), e de outras patologias. Os IFN-a e
IFN-B foram recentemente introduzidos no tratamento de ATL e HAM/TSP, embora
seus mecanismos de agao ainda estejam pouco esclarecidos. A presenca da iINOS e
seu recém-descoberto papel anti-apoptético na ATL inciou novas perspectivas
terapéuticas. Considerando o provavel papel da ativacao e proliferagdo linfocitaria
induzida pelo HTLV-lI nas patologias associadas, buscamos estudar a regulacao
molecular e celular da ativagao celular, linfoproliferagéo e apoptose ex vivo e in vitro
em individuos soropositivos assintomaticos, pacientes com HAM/TSP e pacientes
com ATL. Observamos uma correlagao significante do estagio clinico na HAM/TSP
com a linfoproliferacao in vitro e com a expressao de CD80 em células B ex vivo. O
efeito marcante do IFN-B no aumento da expresséo in vitro de Fas e CD86, sugere a
utilizagcdo destas moléculas como possiveis marcadores biolégicos do uso clinico
dos IFNs. Observamos que, apenas o IFN-B, mas ndo o IFN-a, mostrou atividade
anti-proliferativa significante, mas nao pro-apoptética in vitro nos pacientes com
HAM/TSP, ATL e em doadores normais. Porém, as células mostraram-se sensiveis
ao estimulo com anti-CD3 na inducdo da apoptose, sugerindo que os IFNs,
principalmente o IFN-p possui efeitos anti-proliferativos e o anti-CD3 pré-apoptoticos.
Em relagéo ao inibidor da iINOS, ndo observamos nenhum efeito anti-proliferativo
e/ou pré-apoptotico nos individuos infectados por HTLV-l. De acordo com nossos
resultados, o conhecimento de marcadores biolégicos e o uso combinado de IFN-B e

outras drogas pro-apoptéticas, como o anti-CD3, poderia ser considerado em futuros
ensaios terapéuticos em HAM/TSP ATL.

Palavras-chave: 1.Apoptose. 2.HTLV-I. 3. Mielopatia. 4. Leucemia. 5. Interferons




ABSTRACT

CELULAR ACTIVATION, PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN HTLV-I-
ASSOCIATED PATHOLOGY. Daniele Decanine. HTLV-Il is the ethiologic factor for
ATL (Adult T cell Lymphoma), HTLV-l-associated myelopathy (HAM), as well as
other pathologies. Interferon (IFN)-a e -p have been shown to be effective in ATL e
HAM, but their mechanism of action remains unclear. Recently, the presence of INOS
and its anti-apoptotic effect has been demonstrated in ATL, initiating new
perspectives for therapy. Considering the correlation between HTLV-l induced
lymphoproliferation and associated pathologies, we investigated the cellular
activation, lymphoproliferation and apoptosis ex vivo and in vitro in seropositive
asymptomatic individuals, ATL and HAM/TSP patients. We found that ex vivo
expression of CD80 in B cells and in vitro lymphoproliferation significantly
correlacionates with clinical stage in HAM/TSP. The marked effect of IFN-B upon in
vitro expression of Fas and CD86 suggests their possible use as biological markers
in clinical evaluation. IFN-p displayed significantly increased anti-proliferative activity,
as compared to IFN-a, in HAM/TSP, ATL and health donors. However, only anti-CD3
stimulation was able to exert a significant pro-apoptotic effect in vitro, in all groups
studied. Inhibition of iINOS had no significant anti-proliferative or pro-apoptotic effect
in HTLV-l-infected individuals. In summary, this study points at the possible use of
IFN-B, in combination with pro-apoptotic drugs such anti-CD3, as a therapeutic
strategy in HAM/TSP and ATL.

Key words: 1. Apoptosis. 2. HTLV-I. 3. Myelopathy. 4. Leukemia 5.Interferons.
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1 INTRODUGAO

O HTLV-l é um virus linfotrépico de células T humanas, que pertence ao
género Deltavirus da familia Retroviridae de virus RNA que se replica pela
transcricdo do seu material genético em moléculas de DNA, as quais se integram no
genoma da célula hospedeira. Do ponto de vista patogenético, o HTLV é classificado
como sendo da subfamilia Oncovirinae devido ao fato de que tanto o HTLV-I quanto o
HTLV-II podem causar a imortalizagéo e a transformagado celular (MANNS et al.,
1999).

Individuos infectados por HTLV-lI tém sido identificados entre usuarios de
drogas e imigrantes residentes nos EUA e na Europa, sendo esta infecgao
encontrada em diversas partes do mundo com uma distribuicdo desigual, onde a
soroprevaléncia varia de 0,1% a 30% em areas costeiras. Esta estimado que
aproximadamente 10 a 20 milhdes de pessoas no Mundo todo sédo portadoras desse
virus e as areas de maior endemicidade para o HTLV-I sdo o Jap3o, llhas do Caribe,
parte da Africa Central, sudeste da Asia, bem como parte da América Central e do
Sul (principalmente na Colémbia e as regides Sudeste e Nordeste do Brasil) e
regides da Melanésia (BANGHAM, 2000).

No Brasil, a prevaléncia média entre doadores de sangue é cerca de 20 a 100
vezes maior do que a relatada nos EUA e Europa, estando em torno de 0,45%
(GALVAO-CASTRO et al., 1997). Atualmente, o HTLV-I esta presente em todas as
regiées do Brasil, tornando o pais uma das maiores areas endémicas do Mundo com
a prevaléncia da infecgdo bastante heterogénea no que diz respeito a sua distribuicdo

geografica (CATALAN-SOARES et al, 2005), sendo que, dentre as capitais
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brasileiras, Salvador ¢ a cidade que detém a maior prevaléncia de individuos
infectados (1,76%) num estudo populacional (DOURADO et al., 2003).

A transmissao do HTLV-I ocorre predominantemente por via vertical, onde um
numero consideravel de soropositivos adquire a infecgdo congenitamente de mae
para filho (amamentagao, via pré-natal e sangue transplacentario), ou ainda por via
horizontal, por intermédio do contato sexual ou por via parenteral (transfuséo
sanguinea e uso de seringas contaminadas) (KINOSHITA et al., 1984, MAEDA et al.,
1984; KAJIYAMA et al., 1986). Em Salvador, a freqiiéncia da infecgéo pelo HTLV-I
entre mulheres gravidas € relativamente elevada, sendo a infecgcdo materna por
intermédio da amamentag¢ao a mais provavel e a transmissédo sexual a segunda via
mais importante (BITTENCOURT et al., 2001).

Em usuarios de drogas injetaveis (IDU) a transmissdo horizontal, por meio da
utilizacdo de seringas e/ou agulhas contaminadas, apresenta uma prevaléncia, em
Salvador, de 22% em homens e de 46,2% em mulheres (DOURADO et al., 1999). A
transmissao horizontal, por intermédio do contato sexual, € mais expressiva do
homem para a mulher (60%) (KAJIYAMA et al., 1986) e a prevaléncia dessa infecgao
aumenta com a idade sendo duas vezes maior em mulheres, especialmente nos
grupos etarios acima de 40 anos (MURPHY et al., 1991; KAJIYAMA et al., 1986;
SARIM et al., 1990; MANNS et al., 1991) indicando que provavelmente esta diferenga
surge a partir de uma infeccao em mulheres em idade sexualmente ativa.

A infeccao pelo HTLV-I pode levar ao desenvolvimento de patologias distintas
como a Leucemial/Linfoma de células T no adulto (ATL), a Mielopatia Associada ao
HTLV-l/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP) e outras como a dermatite
infecciosa e a uveite (MANNS et al.; 1999). Dentre os individuos infectados, um

nuamero consideravel de soropositivos desenvolve ATL (2-3 %) (KONDO et al.; 1987),
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cerca de 5% desenvolvem HAM/TSP e a soma das prevaléncias descritas para as
patologias associadas ao HTLV-l encontra-se em torno de 10% (DE THE, 1993),
sendo que a maioria dos individuos infectados permanece assintomatica.

HAM/TSP é uma doenga neurodegenerativa progressiva de inicio insidioso
cuja resposta imune é exacerbada envolvendo destruigao celular no sistema nervoso
central (SNC) com areas de desmielinizagao particularmente no trato corticoespinhal
da medula espinhal, cujos danos sado mais severos na regiao posterior da regiao
toracica provocando espasticidade, paraparesia, hiperreflexia e sinal de Babinski que
sao sintomas caracteristicos desta doenca (UMEHARA et al., 1993).

A segunda patologia mais prevalente, associada ao HTLV-l, é a
Leucemia/Linfoma de células-T no Adulto (ATL), uma resposta linfoproliferativa
agressiva, causada por uma integracado monoclonal do virus acompanhada por uma
imunodeficiéncia via expressao de moléculas imunorregulatérias na superficie celular
e produgéao de citocinas imunossupressoras, além da presenca de células TCD4+ ou
TCD8+ ativadas expressando CD25 (MATSUOKA, 2005). Trata-se de um linfoma de
células T maduras com uma fase leucémica caracterizada pela presenca de linfocitos
ativados (CD4+CD25+) no sangue periférico, lesées cutaneas, linfoadenopatia
generalizada, hepatoesplenomegalia, linfocitose periférica, hipercalcemia e o
aparecimento de células tumorais com o nucleo multilobulado (flower cells)
(YAMAGUCHI e WATANABE 2002). Varios estudos tém implicado a proteina viral tax
como tendo um papel importante na patogénese da transformagao maligna, visto que
a tax possui uma capacidade de ativar varios genes virais e celulares (FRANCHINI,
1995; UCHIYAMA, 1997; ROSS et al., 1996). Desta forma, considera-se atualmente a

tax uma proteina oncogénica sem um homologo celular.
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1.1 CARACTERISTICAS MOLECULARES DO VIiRUS

O HTLV-l é um retrovirus, fita simples, cujo genoma é composto por trés
genes codificadores de proteinas estruturais (gag, pol e env), um gene pX que
codifica varias proteinas regulatérias, dentre elas as proteinas nao-estruturais Tax e
Rex e sequéncias terminais repetidas (LTR) nas duas extremidades do genoma (5’ e
3’), que constituem o promotor viral e outros elementos, onde se ligam proteinas
reguladoras importantes no controle da expressdo viral (CANN et al, 1985;
FRANCHINI, 1995).

O gene gag (antigeno grupo-especifico) codifica as proteinas virais gp19
(proteina da matriz), gp24 (proteina do capsideo) e gp15 (proteina do
nucleocapsideo); o gene pol (protease/polimerase) codifica a Transcriptase Reversa
(RT) e a Integrase; e o gene env (envelope) codifica as proteinas do envelope viral, a
proteina transmembrana gp21 e a glicoproteina de superficie gp46 (FRANCHINI,
1995). Na infeccao da célula hospedeira a regido env é responsével pela adsorgcao do
virus, fusdo da membrana viral com a membrana celular seguido de liberagéo do
viriom no citoplasma (MANEL et al., 2005). O desvio de leitura da regiao gag e pol,
no genoma do HTLV-I, codificam a protease que é responsavel pela clivagem das
cadeias poliprotéicas formando proteinas estruturais maduras (MANEL et al., 2005;
FRANCHINI, 1995).

As proteinas regulatérias Tax e Rex sdo responsaveis por transativar a
replicacao e a transcrigéo viral (FRANCHINI, 1995). A Tax transativa a transcricao

viral e regula a expressdo de genes celulares e a Rex é responsavel pela regulacéo
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pés-transcripcional do genoma por meio do controle do splicing do mRNA viral
(HOLLSBERG, 1999; YOSHIDA, 2001).

A proteina Tax atua na ativagao do fator transcricional do genoma humano, o
NF-xB, levando a transcricdo de varios genes envolvidos na resposta imune
inflamatéria, responsavel, também, pela imortalizacdo e sobrevivéncia das células
infectadas (HARHAJ et al., 2005) por meio da inducdo a um aumento da expressao
de diferentes genes relacionados com o crescimento celular, como os protoncogenes
c-fos, c-myc, c-sis e erg e fatores de crescimento e/ou seus receptores como as
interleucinas-1 (IL-1), 2 (IL-2), 3 (IL-3) e 6 (IL-6), cadeia a do receptor para IL-2 (IL-
2Ra), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator estimulante de col6nia
de macréfagos (GM-CSF) fator de crescimento tumoral B (TGF-B), proteina
relacionada ao paratorménio (PTHrP), vimentina (proteina do citoesqueleto),
complexo de histocompatibilidade principal de classe | (MHC-I) e fator de necrose

tumoral B (TNF-B) (FRANCHINI, 1995).

1.2 RESPOSTA IMUNE CELULAR AO HTLV-I

O HTLV-I possui um tropismo especial para células TCD4" (RICHARDSON et
al., 1990), entretanto pode infectar outros tipos celulares como também linfécitos
TCD8" in vivo, desencadeando uma proliferacdo clonal espontanea similar a
desencadeada por células TCD4" (WUCHERPFENNIG et al., 1992; NAGAI et al.,

2001).
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A infecgédo e propagagado do virus no organismo ocorrem mais eficientemente
por intermédio da interagao entre células T, onde particulas intracelulares e RNA viral
sdo transferidas para a célula hospedeira, do que por meio de virions livres
(HOLLSBERG, 1999). As células infectadas sofrem uma reorganizagcédo dos
componentes virais, semelhante ao observado na sinapse imunologica, onde ¢€
observada uma polarizacao das proteinas gag e env para a area de contato celular e
uma polarizagdo do centro de organizagdo dos microtubulos (MTOC) facilitando a
transmissao entre as células T, processo denominado como sinapse viral (IGAKURA
et al., 2003).

A interacdo de células TCD4" infectados com células TCD4" nao infectadas
promove a geragao de células progenitoras carreadoras do virus e sdo mediadas
pela expressdao de moléculas coestimulatérias como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2)
(TAKAMOTO et al., 1997). Por outro lado, linfocitos T CD4" infectados e ativados por
HTLV-I também expressam epitopos virais que podem causar uma ativagao de
células precursoras T CD8" citotdxicas antivirais restritas ao MHC-I (apud BUCLKE et
al., 1996) ou desencadear uma resposta autoimune por meio do reconhecimento de
antigenos proprios ou peptideos virais no contexto MHC Il, na auséncia da expressao
das moléculas coestimulatérias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) (SCHOLZ et al., 1996).

A percentagem de células TCD8" ativadas e também de linfocitos B circulantes
€ um importante indicador imunolégico que pode auxiliar o monitoramento das
patologias associadas, uma vez que a diminuicao das células B resultou em um
aumento na razao linfocitos T/B e um aumento na porcentagem de linfocitos T CD8*
HLA-DR positivos, exclusivamente em pacientes com HAM/TSP (BRITO-MELO et al.,

2004).
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Individuos naturalmente infectados por HTLV-l possuem uma proporcao
significante de linfécitos TCD8" infectados e a expressao de tax nesses linfocitos os
tornam susceptiveis ao fratricidio mediado por linfécitos T citotdxicos (CTL) virus-
especificos podendo, todavia prejudicar o controle imune do HTLV-1 e contribuir para
a persisténcia do virus in vivo (C).

A proteina Tax & a proteina viral caracterizada como antigeno alvo para os
CTLs HTLV-I especificos (JACOBSON et al., 1990; KANNAGI et al., 1991) podendo
ser secretada pelas células infectadas e agir como uma citocina extracelular, sendo
internalizada e processada para a apresentagdo de antigenos virais ou transportada
para o nucleo, onde vai agir como fator transcricional ativador (apud MOSTOLLER et
al., 2004).

Outras proteinas virais, entretanto, tém sido propostas como a Gag, Pol e Env
(JACOBSON et al., 1990; PARKER et al., 1992) além de outras pequenas proteinas
regulatérias, incluindo Tof e Rof (PIQUE et al., 2000) atuando como peptideos
participantes no reconhecimento de CTLs e ativagdo da resposta imune.

As células infectadas com o virus HTLV-l aumentam a expressdo dos seus
marcadores de superficie, assim como as moléculas coestimulatérias CD80/86,
concomitante a indugao de uma proliferagdo espontanea de linfécitos T, que pode
levar ao estabelecimento de uma infeccao persistente (MAEDA et al, 1997;
RICHARDSON et al., 1997) e ativagao generalizada do sistema imune, podendo ser
o0 ponto chave para o desenvolvimento das patologias associadas (BUCKLE et al.,
1996). A proliferagcao exacerbada de linfécitos T € um efeito direto da infeccéo e
ocorre devido a ativacdao do NF-xB promovendo a ativacdo do promotor de
determinados genes da célula T (IL-2, IL-2Ra, IL-15 e IL-15Ra) (CERESETO et al.,

1996, WODARZ et al., 1999; AZIMI et al., 1999).
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Secrecgao autocrina de IL-2 é baixa em linfécitos T infectados por HTLV-l e a
via IL-2R pode ser ativada pela IL-15 (GIRI et al., 1994, BAMFORD et al., 1994) que
se liga as cadeias B e y do receptor IL-2R, assim como a IL-2, induzindo elementos
sinalizadores JAK/STAT levando a proliferagédo de todas as subpopulagoes de células
T ativadas (apud WALDMANN et al.,, 2001). A IL-15 ainda manifesta agbes anti-
apoptoéticas atuando como fator de crescimento e inibindo a morte celular induzida
por ativagao (AICD), além de estimular a homeostase das células TCD8" de memoria
(ZHANG et al., 1998; apud WALDMANN et al., 2001; MARKS-KONCZALIKI et al.,
2000).

A infeccado com HTLV-l, além de desregular os mecanismos de ativagao e
proliferacao celular, também modula diferencialmente a produc¢do de citocinas in
vitro (MACCHI et al., 1998), causando um aumento na secregao policlonal de IL-4,
IL-6, IL-5, TNF-a, IL-10 e IFN-y na maioria dos individuos soropositivos, incluindo os
assintomaticos (MACCHI et al., 1997; CARVALHO et al., 2001). Esse virus também
é capaz de interferir com o perfil de citocinas produzido por clones de células TCD4"
Th1 e Th2 ja estabelecidos, o que difere dos doadores normais (MACCHI et al.,
1998).

Na Leucemia de células T no Adulto (ATL), estudos demonstram que a
proteina viral Tax estimula a expressdo de genes celulares envolvidos no inicio da
leucemizacéo, incluindo proteinas regulatérias do ciclo celular, citocinas/ fatores de
crescimento (IL-2, IL-2Ra, GM-CSF e IL-6) e fatores de transcricao (CREB, Fos/Jun,
Nf-xB/Rel, Egr/Krox, c-myc) (HISCOTT et al, 1995). Podem, também, ativar o
promotor IRF-4 (fator regulador de IFN-4), como observado em céluias T infectadas

com HTLV-I e em células Jurkat transfectadas com tax (YAMAGATA et al., 1996).
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Em pacientes com HAM/TSP, um aumento na produgdo de citocinas pro-
inflamatérias como IFN-y e TNF-a, apresenta-se muito mais exacerbada do que em
individuos assintomaticos (NISHIURA et al., 2004; WATANABE ef al., 1995,
UMEHARA et al., 1994; MATSUI e KURODA, 1997) indicando que a resposta imune
inflamatéria desempenha um importante papel no desenvolvimento da doenga
(MACCHI et al., 1997; CARVALHO et al., 2001; YAMANO et al., 2002; FURUKAWA
et al., 2003; SANTOS et al., 2004).

Entretanto, estudos com individuos infectados assintomaticos, demonstram
que se trata de um grupo bem heterogéneo em relagao a expressao da proteina viral
Tax, a resposta proliferativa e a produgao de citocinas inflamatérias (MACCHI et al.,
1997; CARVALHO et al., 2001). Santos e colaboradores (2004) compararam alguns
aspectos da resposta imune em pacientes com HAM/TSP e assintomaticos,
demonstrando que o grupo de individuos assintomaticos apresentou uma proliferagao
de linfocitos e produgao de IFN-y similar a encontrada em pacientes com mielopatia.
Tal fato poderia indicar uma possivel progressdao da infecgdo nesses individuos
tomando como base o fato de que a grande maioria dos assintomaticos apresentou
uma resposta proliferativa e inflamatéria diminuida em relagéo aos pacientes.

Um outro grupo de pesquisadores observou uma produgdo maior de citocinas
inflamatérias, como por exemplo, IFN-y e TNF-a, em células expressando Tax de
individuos assintomaticos, com carga viral elevada, do que em pacientes com
HAM/TSP, sugerindo que a produgado de citocinas inflamatérias, principalmente o
IFN-y, nesses individuos seria um dos fatores importantes para o desenvolvimento
da mielopatia associada ao HTLV-I (FURUKAWA et al., 2003).

Em geral, o IFN-y induz MHC de classe |l e pode levar a uma resposta imune

celular com destruigao do sistema nervoso central (MOORE et al., 1989) indicando
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um possivel papel deletério do IFN-y nas patologias associadas ao HTLV-I (KUBOTA
et al., 2000). No entanto, os interferons IFN-a e IFN-B, considerados IFN do tipo |
possuem uma agao antiviral, anti-proliferativa e imunomodulatéria e vem sendo
utilizado na clinica demonstrando um efeito benéfico na ATL (MAHIEUX e HERMINE,
2005; HERMINE et al., 1995), na HAM/TSP (IZUMO et al., 1996; OH et al., 2005) e
na esclerose multipla, que &€ uma outra doenga com perfil neurodegenerativo (HUA et
al., 1998).

Os IFN-a e IFN-B possuem efeitos pleiotrépicos no sistema imune, incluindo a
regulagao da expressao de MHC de classe | e Il em todos os tipos celulares e a
ativacao de células dendriticas imaturas, levando ao aumento de quimiocinas,
receptores de quimiocinas e moléculas coestimulatérias (CD40, CD80, CD86). A
maturagcao de células dendriticas induzida por esses IFNs pode também promover
um cross-priming de células T CD8" apés a infecgéo viral (LE BON et al., 2003).

Os IFN do tipo | também sao capazes de manipular eventos mediadores de
morte celular programada por intermédio de uma regulagdo transcricional de

proteinas pr6 e anti-apoptéticas (ARNOLD et al., 1999; PILLING et al., 1999).

1.3 APOPTOSE

A apoptose é descrita como morte celular programada, a qual possui papel
importante na regulagao do sistema imune Esta envolvida na homeostase celular

durante o desenvolvimento embriolégico (embriogénese), na involugdo de tecidos
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horménio-dependente, na regressdo de tumores e no envelhecimento, além de
participar de alguns processos patolégicos (CUMMINGS et al., 1997).

A morte celular programada afeta, comumente, células individuais e é
identificada como um processo ativo, porém silencioso, o que nao induz inflamagao.
Apresenta caracteristicas morfoldégicas distintas da necrose como a reducédo de
tamanho celular, condensacdao da cromatina em direcido a membrana nuclear,
fragmentagao nuclear e rompimento da célula em vesiculas com organelas intactas e
fragmentos nucleares (chamados de corpos apoptéticos), que sédo fagocitados por
macréfagos ou células vizinhas (GRANVILLE et al., 1998; HOCKENBERY, 1995).

A degradacao do DNA em fragmentos de 50 a 300 Kb é uma das
caracteristicas principais da apoptose e pode ocorrer devido mecanismos indutores
distintos, caracterizados como extrinsecos e intrinsecos. Esses eventos,
sinalizadores extrinsecos ou do tipo |, referem-se aos receptores de superficie, como
o fator de necrose tumoral (TNF) expresso em macréfagos, células B, células T e
células NK; o Fas (CD95) expresso em células normais e ativadas; o FasL (CD95L)
expresso nas células T CD4", T CD8" e células NK apds estimulacido e o TRAIL
associado a citotoxicidade mediada por células T, NK e monécitos o qual pode
interagir com TRAIL-R1 (DR4) e TRAIL-R2 (DRS5) induzindo apoptose ou interagir
com TRAIL-R3 (DCR1) e TRAIL-R4 (DCR2) levando a um efeito antagonista da
apoptose (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; AGGARWAL, 2003)

Ja os eventos sinalizadores intrinsecos ou do tipo Il, estdo diretamente
relacionados com a ativagdo mitocondrial que é causada por exposi¢des fisicas
(radiagao ionizante, hipertermia) e téxicas (peréxido de hidrogénio); radicais livres;

mecanismos imunologicamente relevantes como a morte mediada por linfocitos T
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citotoxicos (CD8") com a polarizagédo de granulos citotoxicos (granzima-perforina) e
stress oxidativo (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; HOCKENBERY, 1995).

Apoés a indugdo da apoptose ao menos duas vias sinalizadoras podem ser
desencadeadas através de seus dominios intracelulares (Anexo A). A primeira via
envolve a cascata do dominio de morte (DD) que se comunica por meio de caspases
e a segunda inclui a ativagdo de membros da familia de oncogenes Bcl-2
(PHILCHENKOQV, 2004).

As caspases possuem funcao iniciadoras e efetoras na apoptose e sao
pertencentes a um grupo de proteinas classificadas como iniciadoras e/ou efetoras
da apoptose (Anexo B) que clivam proteinas no terminal C de residuos de acido
aspartico e sao sintetizadas como zimogénios que requerem clivagem proteolitica
para gerar subunidade ativa, que é conduzida por outras caspases, representando o
maior repertorio na sinalizagao da apoptose (PHILCHENKOV, 2004; KOLENKO et
al., 1999).

Bcl-2 € uma familia de proteinas formada por membros pré-apoptéticos (Bax,
Bak, Bcl-xs, Bok/Mtd, Bad, Nbk/Bik, Bid, Bim, Hrk, Blk e BNIP3) e anti-apoptéticos
(Bcl-2, Bel-x., Bel-w, Mcl-1, A-1/Bfl-1) que regulam, dentre outras fungdes, o efluxo
de citocromo ¢ da mitocdndria para o citossol (ARAVIND et al., 1999). Uma
caracteristica acentuada de Bcl-2 e os demais membros anti-apoptoticos é sua
capacidade de promover protecdo contra uma variedade de estimulos de morte,
como o dano no DNA, inibicdo metabdlica, expressao oncogénica e tratamento com
glicocorticoides, podendo ainda, proteger da morte celular induzida por Fas (CD95)
em alguns tipos celulares (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; RATHMELL e

THOMPSON, 1999).
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1.3.1 Apoptose na Infeccao por HTLV-I

A apoptose pode ser iniciada por uma série de fatores, incluindo as infeccdes
virais, onde se apresenta como um mecanismo de defesa do organismo para prevenir
a propagacdo do virus (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; RATHMELL e
THOMPSON, 1999) e pode ser considerada como uma resposta imune inata para
limitar a propagacgao e a expressao de proteinas virais as quais bloqueiam a resposta
de morte; todavia, apoptose também pode facilitar a disseminagdo do virus
(EVERETT e MCFADDEN, 1999). Inimeros virus tém desenvolvido mecanismos
para interferir na reguiagao normal da apoptose em células infectadas, dentre eles se
encontra o HTLV-l que nao é aparentemente capaz de induzir morte celular
programada em células infectadas, o contrario do que ocorre com infec¢ao pelo virus
HIV (BADLEY, 2000).

Linhagens de células T infectadas com HTLV-l se mostram parcialmente
resistentes a varios mecanismos indutores de apoptose (BRAUWEILER et al., 1997)
e a ativagao de NF-«B via Tax em células infectadas (KAWAKAMI et al., 1999; SUN e
BALLARD, 1999) e uma expressao elevada de Bcl-xL, também via Tax, em células
transfectadas (NAKASHIMA et al,, 2003) pode tornar estas células resistentes a
diversos mecanismos indutores de apoptose. Por outro lado, linhagens de células
transfectadas com Tax mostram ambos os efeitos pré e anti-apoptéticos a depender
do estimulo empregado. Em algumas linhagens celulares, a Tax é capaz de induzir
apoptose (NICOT e HARROD, 2000; CHEN et al., 1997) e em outras possui um efeito
anti-apoptético (SAGGIORO et al.,, 2001; TSUKAHARA et al., 1999; KISHI et al.,
1997). Todavia, ja estd bem descrito que o virus por si sé é aparentemente anti-

apoptotico (HAMASAKI et al., 2001; FURUKAWA et al., 2001).
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A proteina Tax é capaz de desregular varios processos celulares
influenciando a vida e a morte celular (JEANG et al., 2004), a proliferacao celular
(YOSHIDA, 2001) ou indugdo de apoptose via bloqueio do reparo de DNA e
segregagdo cromossOmica (apud MARRIOTT et al, 2002) ou ainda via stress
oxidativo e dano direto ao DNA (CHLICHLIA et al., 2002). Em geral, a Tax pode
ativar (NG et al.,, 2001) e/lou se ligar a varios genes celulares levando a uma
transformacao celular ou a uma leucemizagao (WU et al., 2004).

As vias pelas quais a Tax transativa esses genes é composta pela ativagao
de pelo menos trés regides regulatérias de promotor: 1. A sequéncia CRE
(elementos responsivos do cAMP), a qual se ligam as proteinas CREB/ATF ou
CREM; 2. O sitio de ligacdo para membros da familia NF-xB (fator de transcricao
nuclear do gene k nas células B); 3. A sequéncia SRE (elementos responsivos ao
soro) que se liga aos SRF. Estas sequéncias ativadas podem levar a célula ao
crescimento sem a necessidade de sinais extracelulares (SUZUKI et al., 1993,
ZHAO e GIAM, 1992).

O dominio transcricional CREB/ATF se mostrou importante para proteger as
celulas da apoptose uma vez que foi capaz de inibir a apoptose induzida pela
superexpressao do oncogene Bax (SAGGIORO et al, 2003). Entretanto, a

expressdo de Tax induz a translocagao de NF-xB para o nucleo, com a reducgéo do
complexo lkBa-NF-kB, e mantém a ativagdo constitutiva de NF-xB em células T
infectadas (apud YOSHIDA, 2001; BERAUD e GREENE, 1996).

NF-kB desenvolve um importante papel no desenvolvimento e regulagao do
sistema imune, nas respostas inflamatérias e na proliferacao e morte celular e é
considerado um fator primordial para a apoptose em diversas patologias, o qual

possui efeitos pré6 e anti-apoptéticos (apud BALDWIN, 2001; apud AGGARWAL,
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2000) como por exemplo na ATL onde membros da familia do NF-kB (p50, p65 e
cRel) podem induzir a expressdao de APO2L, em parte dependente de Tax, em

pacientes resistentes a apoptose via APO2L (MORI et al., 2005).

1.4 FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR A APOPTOSE E A PROLIFERAGAO

CELULAR NA INFECGAO POR HTLV-I

Considerando a resposta imune inflamatéria e a proliferagcao espontanea
exacerbada dos linfécitos T nos individuos infectados por HTLV-l, bem como a
modulagdo da apoptose nesses individuos, vem sendo avaliado, atualmente, o
possivel papel da algumas moléculas que seriam capazes de interferir com esta
ativacao e morte celular para proporcionar um melhor entendimento dos mecanismos

de acao viral e vias moleculares envolvidas nesta infecgao.

1.4.1 O papel dos Interferons do Tipo |

Os interferons possuem uma habilidade para interferir com a replicacao viral e
diferenciagao celular e funcionam como imunomodulatérios, anti-proliferativos e anti-
angiogénicos assim como participam da indugdo de genes pro-apoptéticos
(BORDEN et al., 2000).

A acao anti-proliferativa e pré-apoptética nas células T esta associada a uma

variedade de alteracbes moleculares, incluindo aumento em inibidores de ciclina
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kinases e moléculas pré-apoptoticas (FAS/FASL, p53, BAX, BAK), bem como a
ativacao de pro-caspases 3 e 8 (CHAWLA-SAKAR et al., 2003).

Indugao de morte celular ou apoptose nao foi inicialmente considerada uma
acao dos IFNs todavia, os IFN-a e IFN-B tem se mostrado indutores de alteragées
morfolégicas caracteristicas das células apoptéticas e estas alteragcbes mostraram-
se vinculadas ao envolvimento da sinalizagdo FADD/caspase 8, ativacdo de
caspases, liberagdo de citocromo ¢ da mitocéndria, destruicdo do potencial
mitocondrial e mudangas na simetria da membrana plasmatica e fragmentagdo do
DNA (CHAWLA-SAKAR et al., 2001; MORRISON et al., 2001; THYRELL et al.,
2002).

De acordo com os efeitos pleiotrépicos dos IFN do tipo | no sistema imune,
desde 1995, os IFN-a e IFN-B vém sendo gradativamente introduzidos na clinica,
com agao combinada com outras drogas como arsénico ou AZT em individuos
infectados, no entanto, o mecanismo de acdo desses IFN ainda precisa ser

elucidado nestas patologias.

1.4.2 O papel da NO sintase induzivel (iNOs)

A iINOS é uma enzima induzida pelos interferons do tipo | e Il, principalmente
os IFN-y e IFN-B, que catalisa a sintese de 6xido nitrico (NO) e é conhecida como
uma molécula envolvida em processos inflamatérios e defesa antimicrobiana em
resposta a estimulos mitogénicos ou antigénicos (ALDERTON et al, 2001;

SCIORATI et al., 1999; BOEHM et al., 1997).

Glockzin e colaboradores, em 1999, sugeriram que o 6xido nitrico pode afetar

a atividade dos proteossomos devido a acumulagédo de p53 e indugéo de apoptose
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por macréfagos, tratados com inibidores especificos de proteossomos e as
subsequentes exposi¢cdes de células a S-nitrosoglutationa e estimulacao de NO
endogeno produzidos por tratamento LPS/IFN-y resuitam na inibigao da atividade de

proteossomos e indugéo de apoptose.

Por outro lado, o NO também € capaz de inativar caspases por meio da
oxidagao e S-nitrosilagao de cisteina ativa, bloqueando o processo apoptético, além
de modular os membros da familia Bcl-2 que controlam a permeabilidade
mitocondrial, indugdo das heat shock protein (HSP 70) e interagdo com a via das

ceramidas (KOLB, 2000).

Portanto, dependendo da sua concentragao, atividade e tipo celular, o 6xido
nitrico pode possuir diversos efeitos em relagdo a apoptose, podendo ser pré ou
anti-apoptoético. Seus efeitos sdo observados quando esta molécula estimula a
expressao de enzimas e fatores de transcricdo envolvidos no reparo de DNA e
modulagao da apoptose assim como genes tumorais (p53), transativando a
expressao dos genes proé-apoptoticos (Bax e inibidores cdk) diminuindo a expresséao

do Bcl-2 (anti-apoptético).

Nas patologias associadas ao HTLV-I tem sido sugerido que o NO possa ter
uma acgao anti-apoptética (SONOKI et al, 1999) e mecanismos que possam
bloquear seus mecanismos de agdo poderiam ser propostos para a utilizacido na

clinica.
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2 OBJETIVOS

GERAL

Investigar os mecanismos moleculares que participam na ativagao celular, na

proliferacao e na apoptose, espontdnea ou induzida, utilizando células

mononucleares de individuos infectados pelo HTLV-I.

ESPECIFICOS

1.

Estudar o efeito de IFN-«, - (ex vivo e in vitro) na expressao de moléculas de
ativacao celular, na proliferacdo e na apoptose, em células mononucleares de
individuos infectados pelo HTLV-l, e correlacionar com o estado clinico

(HAM/TSP, ATL e assintomatico).

Estudar o papel da iNOS na proliferagcdo e na apoptose em células
mononucleares de individuos infectados pelo HTLV-l, e correlacionar com o

estado clinico (HAM/TSP, ATL e assintomatico).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 POPULACAO ESTUDADA

Participaram deste estudo individuos infectados pelo virus HTLV-I, incluindo
carreadores soropositivos assintomaticos (n=10), pacientes com HAM/TSP (n=25) e
com ATL (n=31). Como controles sadios foram utilizados doadores normais (n=40),
soronegativos pra HTLV-I, obtidos no hemocentro da Bahia (HEMOBA), localizado

na cidade de Salvador.

3.1.1 Assintomaticos e Pacientes

Os individuos assintomaticos com sorologia positiva para HTLV-l foram
selecionados no Servico de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard
Santos (HUPES) e na Fundagao de Neurologia e Neurocirurgia da Bahia (FNN). Em
relacao aos pacientes com HAM/TSP, todos foram recrutados na FNN (Anexo C); os
pacientes com ATL foram selecionados de um grupo de pacientes acompanhados
por Dra. Achiléa Bittencourt no HUPES (Anexo D). Os individuos que participaram
do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo

G), apo6s explicagao dos objetivos da pesquisa.
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3.1.2 Doadores Normais

A inclusdo dos individuos nesse grupo foi realizada de acordo com os critérios
do HEMOBA. Apos a coleta do material, o hemocentro se encarrega de realizar

testes sorologicos para sifilis, chagas, hepatite B e C, HIV e HTLV-l e li.

3.2 ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS

As células mononucleares foram isoladas e purificadas do sangue periférico
por meio de um gradiente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia) (BOYUM, 1968),
cultivadas na concentracdo de 5x10° U/mL em suspensdo com meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media) (para as dosagens de nitrito) ou meio RPMI
(desenvolvido em 1969 no Roswell Park Memorial Institute) (Gibco-BRL)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Hyclone), 1% de L-glutamina
(2mM) e 50pg/mL de gentamicina. Estas células foram distribuidas em placas de 24
pocos, cada pogo contendo 0,5 mL de células e cultivadas por 72 horas em
incubadora a 37°C com 5% de CO, e 95% de umidade. Alguns pogos foram
estimulados com 10 a 10° U/mL de IFN-o e -B (Schering e Serono, respectivamente),
2mM de inibidor de INOS (L-NMMA, 1400W), 0.2ug/mL de o-CD3
(Pharmingen/purificado, sem endotoxina e sem AZIDA) e 1ug/mL de a-Fas agonista
e antagonista (Alexis biochemicals).

Apés 72 horas de cultivo, as células foram coletadas e processadas para

analise de citometria de fluxo, extragdo de RNA e citocentrifugagdo e os respectivos
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sobrenadantes aliquotados para dosagem de nitrito e nitrato e para realizagcao de

Elisa para detecgcao de apoptose (Roche Applied Science).

3.3 QUANTIFICAGAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Os PBMC, apds serem isoladas por intermédio de gradiente de Ficoll-
Hypaque (Sigma e Pharmacia), foram ressuspensas em 200ulL/pogo de meio DMEM
(Gibco-BRL) completo a densidade de 1x10%/mL e cultivados em placas de
microtitulacao fundo U (96 pocgos), por 4 dias a 37°C em 5% de CO; e 95% de
umidade. Os PBMC foram estimulados ou ndo com IFN-a e -3, L-NMMA e «-CD3,
dispostos em triplicatas. Apos este periodo, foi adicionado a cultura *H-timidina
(0,5uCi/200uL) e estas células permaneceram por mais 16 horas (overnight) a 37°C
em 5% de CO, e 95% de umidade.

A proliferacdo celular foi quantificada por meio de incorporagdo de °H-
timidina pela contagem no gas de cintilagdo (f-scintillation counter) (PACKARD -
MATRIX™ 9600) e os dados expressos como média total das contagens das

culturas triplicatas (cpm - counts per minute).
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3.4 ESTUDO DO FENOTIPO CELULAR - CITOMETRIA DE FLUXO

A analise fenotipica das células foi realizada em Sangue Total e em PBMC ex
vivo e in vitro de doadores normais, pacientes com HAM/TSP, pacientes com ATL e
individuos assintomaticos, por intermédio do Citdbmetro de Fluxo FACSort (Becfon

Dickinson Immunocytometry systems, San Jose, CA).

3.4.1 Marcagao, Ex Vivo, de Moléculas de Superficie Celular

3.4.1.1 Células do Sangue Total

As amostras de sangue total (50uL) foram suspensas em 50uL de
PBS+1%BSA+0.1%AZIDA sobdica e incubadas, a 4°C por 30 minutos, com
anticorpos fluorescentes (Anexo E). Apés este periodo foi realizada a lise das
hemacias utilizando 1 mL da solugdo comercial de lise (Lysing solution, BDIS — San
Jose, CA) em cada tubo da amostra, os quais foram homogeneizados em vortex e
mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos. Subseqiientemente, foram
realizadas duas lavagens com 1 mL de PBS/BSA/AZIDA por tubo e centrifugagdes a
1000rpm/ 4°C por 5 minutos. Ao final, as células foram ressuspensas em 200uL/tubo
de PBS com formalina 1% (CH20) e acondicionadas no escuro a 4°C, para serem,

posteriormente, adquiridas e analisadas.
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3.4.1.2 Células Mononucleares do Sangue Periférico

As células mononucleares, apds separacao por gradiente Ficoll-Hypaque, a
densidade de 1x10”/mL foram ressuspensas em PBS/1%BSA/0,1% de azida + 25 %
de plasma humano para bloquear as células a fim de reduzir as ligagbes
inespecificas dos anticorpos. Apoés 15 minutos de bloqueio, os anticorpos
especificos (Anexo E) foram adicionados aos tubos e incubados no escuro por 30
minutos a 4°C, onde posteriormente se procedeu a duas lavagens com 150ulL/tubo
de PBS/1%BSA/0,1% de azida e centrifugagbes com 1000rpm/4°C/5 min. Depois
das lavagens, as células foram fixadas com 200uL/tubo de PBS com formalina 1% e

acondicionadas no escuro a 4°C até a data da aquisig¢ao.

3.4.2 Marcagao, In Vitro, de Moléculas de Superficie Celular

As células mononucleares dos doadores foram destacadas (scraper) dos
pocos, apds cultivo, e lavadas com PBS+1%BSA+0,1%AZIDA para serem
bloqueadas com soro humano e entdo marcadas com anticorpos fluorescentes para
quantificagcdo de diversas moléculas de superficie. A marcagdo com anticorpos
especificos permitiu a identificagdo de células T auxiliares (helper) e citotoxicas,
mondcitos, moléculas coestimulatérias e células apoptéticas, além de quantificar a

expressao de proteinas reguladas pelos IFNs (Fas, FasL, HLA-DR, CD80 e CD86).
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3.4.3 Aquisi¢cdo e Analise de Dados

Para aquisicdo das amostras, primeiramente seguiu-se a definicdo dos
parametros de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) e selec¢ao de linfécitos
na regiao denominada gate. Foram realizadas também compensagdes, ou seja, a
aquisicao de controles como células ndo marcadas e isotipicas para poder
diferenciar a emissao de luz em comprimento de onda nao definido da verdadeira
presenca de marcagdo com mais de um fluorocromo na mesma célula.

A porcentagem de células positivas e a intensidade mediana de
fluorescéncia (MFI) foram calculadas apés dedugado do valor do controle (isotipo)

com a utilizagao do software CELLQuest (versao 3.1F, BDIS — San Jose, CA).

3.5 FRAGMENTAGAO NUCLEAR - CITOCENTRIFUGACAO

Os PBMC, ex vivo e ap6s 72h de cultivo (estimulados ou nao), foram fixados
em laminas de vidro com o auxilio da técnica de citocentrifugagédo (Centrifuga CT-
2000/CIENTEC) e coradas com Hoechst 33258 ou Hematoxilina-Eosina (HE) para a
caracterizagdo morfoloégica da apoptose (fragmentagéo nuclear) e quantificagéo de
células apoptéticas por microscopia de fluorescéncia e microscopia optica,

respectivamente.
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3.6 ELISA PARA DETECCAO DE APOPTOSE

O sobrenadante apés cultura por 72h foi coletado e aliquotado para a
detecgao de nucleossomas nas fragdes citoplasmaticas por intermédio da técnica de
ELISA (Roche Applied Science, Cat. no. 1544675) segundo especificagcdes do
fabricante. Esta técnica baseia-se em um ensaio imunoenzimatico quantitativo com a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para marcagdao de DNA (anti-DNA-peroxidase)
e histonas (anti-histone). Os resultados foram expressos em densidade o6tica de
acordo com a curva padrao (células Jurkat apoptéticas) e a leitura da reacao,
realizada em espectrofotdbmetro com filtro de 405 nm e analisada com o programa

Softmax PRO 3.0.

3.7 DOSAGEM DE NITRATO E NITRITO

Aliguotas de 200uL de plasma ou soro foram dispensadas em microtubos de
1,5mL na presenca de 20uL de cloreto de zinco 1M (Sigma, St Louis MO USA), para

a desproteinizagao, e centrifugadas a 14 000rpm durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

Em seguida, o sobrenadante foi utilizado para a quantificacao de nitrito por
meio do método de Griess (DING ET al., 1988). A curva padrao (1-100uM) foi
construida a partir de uma solugao 0,1M de nitrito de s6dio (NaNO,) (Sigma, S-2252)

diluida em RPMI, seguida de diluigées seriadas (1:2), em placas de 96 pogos. A



37

revelagdo foi realizada por intermédio da adicdo de reagentes a base de
sulfanilamida (Sigma, S-9251) a 1% em 30% de acido acético e N-(1-naftil) etil-
enediamina (NEED) (Sigma, S-9125) a 0,1% em 60% de acido acético, na proporgao
de 1:2. A leitura foi feita em espectrofotdmetro (leitor de ELISA- Emax microplate
reader / molecular Devices, Sunnyvale, calif) no comprimento de onda 570 nm.

Para determinacdo dos niveis de nitrito e nitrato, 100uL da solugdo de
Vanadio lll (solugao 1:1 de vanadio 0,400gramas/50mL de HCI 0,1N) foi adicionado
a cada pocgo e a placa, devidamente coberta com papel aluminio, foi incubada por 90
minutos a 37°C em estufa de CO, com 5% de umidade. Apds incubagao, a placa foi
novamente lida em espectrofotdbmetro e os dados analisados no soffware Softmax
PRO 3.0. Metodologia adaptada do protocolo original descrito por Miranda e

colaboradores (2001).

3.8 ANALISE DE DADOS

A analise de dados e elaboragao dos graficos deste estudo foram realizadas
utilizando o programa GraphPad - Prism 3.0 (GraphPad software, San Diego, CA). O
test t ndo pareado foi utilizado para comparagao entre pacientes e controles (com
correcao de Welch quando necessario) e o teste ¢ pareado foi usado para comparar
amostras estimuladas com néo estimuladas in vitro. O teste de Pearson foi aplicado
para correlacionar parametros imunolégicos e/ou clinicos. Para os demais dados
(teste de Kolmogorov-Smirnov), foram utilizados os testes n&do-paramétricos

correspondentes (Mann-Whitney, Wilcoxon e Spearman).
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DOS IFN-a e IFN-p NA PROLIFERACAO E APOPTOSE EM

INDIVIDUOS INFECTADOS POR HTLV-I.

Considerando a resposta imune inflamatéria e a proliferacdo espontanea
exacerbada dos linfocitos T nas patologias associadas ao HTLV-| e sabendo-se que
a acao dos interferons-o e -p esta associada a uma variedade de alteragdes
moleculares, incluindo aumento em inibidores de ciclina kinases e moléculas pré-
apoptoticas (Fas/FasL, p53, Bax, Bak), bem como a ativagédo de pro-caspases 3 e 8
e regulacdo da expressao de MHC de classe | e Il em todos os tipos celulares,
buscou-se inicialmente avaliar a expressdo do HLA-DR, Fas/FasL e CD80/86,
moléculas reguladas pelos IFNs do tipo | e do tipo I, em PBMC de pacientes com

HAM/TSP, com ATL e em individuos assintomaticos.
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4.1.1 Expressao Ex Vivo das Moléculas Reguladas pelos Interferons do Tipo |

4.1.1.1 Avaliacao da Expressao de HLA-DR

Pode-se avaliar a expressdo ex vivo de HLA-DR em pacientes com ATL,
HAM/TSP e em individuos assintomaticos comparando-os aos doadores normais,

por citometria de fluxo.

Na figura 1 pode-se observar maior variancia entre os pacientes, tanto em
ATL (F-test, p<0,0001) quanto em HAM/TSP (F-test, p=0,007) tornando necessaria
uma analise estatistica com corregao de Welch (teste t de Student nao pareado, com

Welch’s correction).
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Figura 1. Expressdao ex vivo de HLA-DR em PBMC de individuos infectados por HTLV-I.
Porcentagem de células positivas apés marcagdo de moléculas de superficie e quantificagio por citometria de
fluxo em pacientas com Leucemia de células T no adulto (ATL) (n=15), pacientes com Mielopatia associada ao
HTLV-I (HAM) (n=17), soropositivos assintomaticos (AS) (n=3) e doadores normais (DN) (n=28).

A expressao de HLA-DR apresentou uma significancia estatistica maior em

pacientes com HAM/TSP (p<0,0001) do que em pacientes com ATL (p=0,0023),
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quando se comparou esses grupos com doadores normais. Entretanto, na HAM/TSP
o aumento estatisticamente significante foi observado também quando se comparou
com os pacientes com ATL (p=0,025), refletindo uma maior ativagao linfocitaria

nesses pacientes.

4.1.1.2 Expressdo Ex Vivo de Fas e FasL

Na figura 2 observa-se um aumento significativo da expressao de Fas (CD95)
em pacientes com ATL (p=0,0021), HAM/TSP (p<0,0001) e em assintomaticos

(p<0,0001), quando se compara com os doadores normais.
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Figura 2. Expressdo ex vivo de Fas e FasL em PBMC de individuos infectados por HTLV-I.

Porcentagem de células positivas ap6s marcagdo de moléculas superficie e quantificagio por citometria de fluxo
em ATL (Fas n=12, FasL n=12), em HAM/TSP (Fas n=19, FasL n=4), em assintomaticos (Fas n=30, FasL n=8) e
doadores normais (Fas n=15, FasL n=7).

Porém, a expressao de Fas nao é significativamente diferente entre HAM e
ASS (p=0,092) e entre ATL e AS (p=0,82), indicando que a prdpria infecgdo pelo

HTLV-l seria responsavel pelo aumento de Fas, independente da patologia
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associada. Entretanto, o FasL se mostrou com baixa expressdo nos quatro grupos

avaliados, sem significancia estatistica.

4.1.1.3 Correlacdo da Expressido Ex Vivo de FAS (CD95) e HLA-DR com

Apresentacao Clinica em Pacientes com HAM/TSP

Para verificar se a expressao elevada de CD95 teria alguma associagao com
dados clinicos e demograficos dos pacientes com mielopatia, foi investigada a
possivel correlagdo da expressdo de Fas com idade, género, forma de infecgao,
tempo de doenca e as escalas de Osame e de Kurtzke (Tabela 4, em Anexo).
Apenas o tempo de doenga exibiu correlagdo negativa com a expressdo de Fas

(p=0,043 r= -0,54) (Figura 3).

% de céulas positivas -
Fas (CD95)

60 T T
1] 5 10 15

Tempo de doenga

Figura 3. Correlagao da expressao ex vivo de CD95 com o tempo de doenga em pacientes com
HAM/TSP. Porcentagem de células positivas para CD95 apds quantificacio por citometria de fluxo e

correlacionadas com o tempo de doenga (n=11).
Mesmo que tenha sido observada uma correlagdo positiva significante
(p=0,016 r=0,63) entre a expressdao de Fas (CD95) e a expressdo de HLA-DR

(Figura 4), o HLADR néo se correlaciona com tempo de doenga e nem com outros
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parametros clinicos sugerindo que a capacidade pro-apoptética, mas nao a ativagao

celular, dos linfécitos diminui ao longo da evolugao da doenca.
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Figura 4. Correlagao da expressao ex vivo de HLA-DR com a expressido de CD95 em PBMC de
pacientes com HAM/TSP. Porcentagem de células positivas para HLA-DR apos quantificagio por citometria
de fluxo, correlacionadas com a Porcentagem de células positivas para CD95 apo6s quantificagido por citometria
de fluxo (n=14).

4.1.1.4 Expressao Ex Vivo das Moléculas Coestimulatorias CD80 (B7-1) e CD86

(B7-2) em Pacientes com HAM/TSP

Os resultados demonstram uma expressao elevada de CD80 e CD86 tanto
em linfocitos T (CD19°), quanto em células B (CD19%) nos pacientes HAM/TSP,
quando comparados aos doadores normais. Em linfocitos T, a expressdo de CD80
apresentou uma significancia estatistica menor (p=0,031) que o CD86 (p=0,0006)
em linfécitos B o CD80 apresentou significancia estatistica maior (p=0,0052) que o
CD86 (p=0,029) (Figura 5).

A expressao de CD80 nas células B foi significantemente maior em mulheres
(p=0,0087) do que em homens (dados ndao mostrados), semelhante ao observado na
esclerose multipla, de acordo com uma maior predisposi¢ao a doenca nos individuos

do sexo feminino.
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Figura 5. Expressao ex vivo de CD80 e CD86 em PBMC de pacientes com HAM/TSP.
Porcentagem de células positivas para CD80 e CD86 ap6s quantificagdo por citometria de fluxo em HAM/TSP

(CD80 n=13, CD86 n= 13) e em doadores normais (CD80 n=10, CD86 n=10).

4.1.1.5 Correlacdo entre Apresentacdo Clinica e Expressao de CD80 e CD86 Ex

Vivo

Para avaliar se a expressao destas moléculas coestimulatérias estaria de
alguma forma associada com os dados clinicos e demograficos dos pacientes com
HAM/TSP, foi investigada a possivel correlagdo com idade, género, forma de
infecgdo, tempo de doenca e as escalas de Osame e de Kurtzke (Anexo D).
Pudemos observar que o CD80 apresentou uma correlagido positiva (p=0,047
r=0,64) com a escala de Kurtzke enquanto que o CD86 nao apresentou correlagéo
significante, nos linfécitos totais.

Entretanto essa correlagao positiva entre CD80 e escala de Kurtzke foi mais
expressiva nas células B (p=0,0083 r=0,75) (Figura 6A), indicando que a expressao

de CD80, preferencialmente nos linfocitos B, poderia estar associada com a
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progressao da infecgdo e/ou uma piora clinica. Porém, a razdo CD86/80 nas células
B mostrou correlagdo negativa com a escala de Kurtzke (p=0,052 r=-0,60) (Figura
6B), indicando um possivel efeito antagdnico entre as duas moléculas, como

demonstrado anteriormente na esclerose multipla (GENC et al., 1997).
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Figura 6. Correlagao da escala de Kurtzke com a porcentagem de células B positivas ex vivo
em PBMC de pacientes com HAM/TSP. Porcentagem de células positivas para CD80 apés quantificagio
por citometria de fluxo (A) Razdo de células (CD19") positivas para CD80 (n=10) e porcentagem de células
positivas para CD80/CD86 ap6s quantificagdo por citometria de fluxo (B) razdo CD86/CD80 (n=11) e
correlacionadas com a escala de Kurtzke.

4.1.2 Expresséo In Vitro das Moléculas Reguladas pelos Interferons do Tipo |

A expressao elevada de HLA-DR, Fas/FasL, e CD80/86 ex vivo e sua
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