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RESUMO

ATIVAÇÃO CELULAR, PROLIFERAÇÃO E APOPTOSE NAS PATOLOGIAS 
ASSOCIADAS AO HTLV-I. Daniele Decanine. O HTLV-I é o agente etiológico da 
Leucemia/Linfoma de células T no adulto (ATL), da Mielopatia Associada ao HTLV- 
l/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP), e de outras patologias. Os IFN-a e 
IFN-p foram recentemente introduzidos no tratamento de ATL e HAM/TSP, embora 
seus mecanismos de ação ainda estejam pouco esclarecidos. A  presença da iNOS e 
seu recém-descoberto papel anti-apoptótico na ATL inciou novas perspectivas 
terapêuticas. Considerando o provável papel da ativação e proliferação linfocitária 
induzida pelo HTLV-I nas patologias associadas, buscamos estudar a regulação 
molecular e celular da ativação celular, linfoproliferação e apoptose ex vivo e in vitro 
em indivíduos soropositivos assintomáticos, pacientes com HAM/TSP e pacientes 
com ATL. Observamos uma correlação significante do estágio clínico na HAM/TSP 
com a linfoproliferação in vitro e com a expressão de CDSO em células B ex vivo. O 
efeito marcante do IFN-p no aumento da expressão in vitro de Fas e CD86, sugere a 
utilização destas moléculas como possíveis marcadores biológicos do uso clinico 
dos IFNs. Observamos que, apenas o IFN-p, mas não o IFN-a, mostrou atividade 
anti-proliferativa significante, mas não pró-apoptótica in vitro nos pacientes com 
HAM/TSP, ATL e em doadores normais. Porém, as células mostraram-se sensíveis 
ao estímulo com anti-CD3 na indução da apoptose, sugerindo que os IFNs, 
principalmente o IFN-p possui efeitos anti-proliferativos e o anti-CD3 pró-apoptóticos. 
Em relação ao inibidor da iNOS, não observamos nenhum efeito anti-proliferativo 
e/ou pró-apoptótico nos indivíduos infectados por HTLV-I. De acordo com nossos 
resultados, o conhecimento de marcadores biológicos e o uso combinado de IFN-p e 
outras drogas pró-apoptóticas, como o anti-CD3, poderia ser considerado em futuros 
ensaios terapêuticos 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-I is the ethiologic factor for 
ATL (Adult T ceil Lymphoma), HTLV-l-associated myelopathy (HAM), as well as 
other pathologies. Interferon (IFN)-a e -|3 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-I 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 CDSO in B cells and in vitro lymphoproliferation significantly 
correlacionates with clinical stage in HAM/TSP. The marked effect of IFN-p upon in 
vitro expression of Fas and CDS6 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 iNOS 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-p, 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 INTRODUÇÃO

O HTLV-I é um vírus linfotrópico de células T humanas, que pertence ao 

gênero Deltavirus da família Retroviridae de vírus RNA que se replica pela 

transcrição 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 subfamília Oncovirinae devido ao fato de que tanto o HTLV-I quanto o 

HTLV-II podem causar a imortalização e a transformação celular (MANNS et al.,

1999).

Indivíduos infectados por HTLV-I têm sido identificados entre usuários de 

drogas e imigrantes residentes nos EUA e na Europa, sendo esta infecção 

encontrada em diversas partes do mundo com uma distribuição desigual, onde a 

soroprevalência varia de 0,1% a 30% em áreas costeiras. Está estimado que 

aproximadamente 10 a 20 milhões de pessoas no Mundo todo são portadoras desse 

vírus e as áreas de maior endemicidade para o HTLV-I são o Japão, Ilhas do Caribe, 

parte da África Central, sudeste da Ásia, bem como parte da América Central e do 

Sul (principalmente na Colômbia e as regiões Sudeste e Nordeste do Brasil) e 

regiões da Melanésia (BANGHAM, 2000).

No Brasil, a prevalência 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% 

(GALVÃO-CASTRO et al., 1997). Atualmente, o HTLV-I está presente em todas as 

regiões do Brasil, tornando o país uma das maiores áreas endêmicas do Mundo com 

a prevalência da infecção bastante heterogênea no que diz respeito a sua distribuição 

geográfica (CATALAN-SOARES et al., 2005), sendo que, dentre as capitais



brasileiras, Salvador é a cidade que detém a maior prevalência de indivíduos 

infectados (1,76%) num estudo populacional (DOURADO et al., 2003).

A  transmissão do HTLV-I ocorre predominantemente por via vertical, onde um 

número considerável de soropositivos adquire a infecção congenitamente de mãe 

para filho (amamentação, via pré-natal e sangue transplacentário), ou ainda por via 

horizontal, por intermédio do contato sexual ou por via parenterai (transfusão 

sanguínea e uso de seringas contaminadas) (KINOSHITA et al., 1984; MAEDA et al., 

1984; KAJIYAMA et al., 1986). Em Salvador, a freqüência da infecção pelo HTLV-I 

entre mulheres grávidas é relativamente elevada, sendo a infecção materna por 

intermédio da amamentação a mais provável e a transmissão sexual a segunda via 

mais importante (BITTENCOURT et al., 2001).

Em usuários de drogas injetáveis (IDU) a transmissão horizontal, por meio da 

utilização de seringas e/ou agulhas contaminadas, apresenta uma prevalência, em 

Salvador, de 22% em homens e de 46,2% em mulheres (DOURADO et al., 1999). A 

transmissão horizontal, por intermédio do contato sexual, é mais expressiva do 

homem para a mulher (60%) (KAJIYAMA et al., 1986) e a prevalência dessa infecção 

aumenta com a idade sendo duas vezes maior em mulheres, especialmente nos 

grupos etários acima de 40 anos (MURPHY et al., 1991; KAJIYAMA et al., 1986; 

SARIM et al., 1990; MANNS et al., 1991) indicando que provavelmente esta diferença 

surge a partir de uma infecção em mulheres em idade sexualmente ativa.

A  infecção pelo HTLV-I pode levar ao desenvolvimento de patologias distintas 

como a Leucemia/Linfoma de células T no adulto (ATL), a Mielopatia Associada ao 

HTLV-I/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP) e outras como a dermatite 

infecciosa e a uveite (MANNS et al.\ 1999). Dentre os indivíduos infectados, um 

número considerável de soropositivos desenvolve ATL (2-3 %) (KONDO et al.] 1987),
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cerca de 5% desenvolvem HAM/TSP e a soma das prevalências descritas para as 

patologias associadas ao HTLV-I encontra-se em torno de 10% (DE THÉ, 1993), 

sendo que a maioria dos indivíduos infectados permanece assintomática.

HAM/TSP é uma doença neurodegenerativa progressiva de início insidioso 

cuja resposta imune é exacerbada envolvendo destruição celular no sistema nervoso 

central (SNC) com áreas de desmielinização particularmente no trato corticoespinhal 

da medula espinhal, cujos danos são mais severos na região posterior da região 

torácica provocando espasticidade, paraparesia, hiperreflexia e sinal de Babinski que 

são sintomas característicos desta doença (UMEHARA etal., 1993).

A segunda patologia mais prevalente, associada ao HTLV-I, é a 

Leucemia/Linfoma de células-T no Adulto (ATL), uma resposta linfoproliferativa 

agressiva, causada por uma integração monoclonal do vírus acompanhada por uma 

imunodeficiência via expressão de moléculas imunorregulatórias na superfície celular 

e produção de citocinas imunossupressoras, além da presença de células TCD4+ ou 

TCD8+ ativadas expressando CD25 (MATSUOKA, 2005). Trata-se de um linfoma de 

células T maduras com uma fase leucêmica caracterizada pela presença de linfócitos 

ativados (CD4+CD25+) no sangue periférico, lesões cutâneas, linfoadenopatia 

generalizada, hepatoesplenomegalia, linfocitose periférica, hipercalcemia e o 

aparecimento de células tumorais com o núcleo multilobulado {flower cells) 

(YAMAGUCHI e WATANABE 2002). Vários estudos têm implicado a proteína viral tax 

como tendo um papel importante na patogênese da transformação maligna, visto que 

a tax possui uma capacidade de ativar vários genes virais e celulares (FRANCHINl, 

1995; UCHIYAMA, 1997; ROSS etal., 1996). Desta forma, considera-se atualmente a 

tax uma proteína oncogênica sem um homólogo celular.

14
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1.1 CARACTERÍSTICAS MOLECULARES DO VÍRUS

O HTLV-I é um retrovirus, fita simples, cujo genoma é composto por três 

genes codificadores de proteínas estruturais {gag, pol e env), um gene pX  que 

codifica várias proteínas regulatórias, dentre elas as proteínas não-estruturais Tax e 

Rex e seqüências terminais repetidas (LTR) nas duas extremidades do genoma (5’ e 

3’), que constituem o promotor viral e outros elementos, onde se ligam proteínas 

reguladoras importantes no controle da expressão viral (CANN et al., 1985; 

FRANCHINl, 1995).

O gene gag (antígeno grupo-específico) codifica as proteínas virais gp19 

(proteína da matriz), gp24 (proteína do capsídeo) e gp15 (proteína do 

nucleocapsídeo); o gene pol (protease/polimerase) codifica a Transcriptase Reversa 

(RT) e a Integrase; e o gene env (envelope) codifica as proteínas do envelope viral, a 

proteína transmembrana gp21 e a glicoproteína de superfície gp46 (FRANCHINl,

1995). Na infecção da célula hospedeira a região envé responsável pela adsorção do 

vírus, fusão da membrana viral com a membrana celular seguido de liberação do 

víriom no citoplasma (MANEL et al., 2005). O desvio de leitura da região gag e pol, 

no genoma do HTLV-I, codificam a protease que é responsável pela clivagem das 

cadeias poliprotéicas formando proteínas estruturais maduras (MANEL et al., 2005; 

FRANCHINl, 1995).

As proteínas regulatórias Tax e Rex são responsáveis por transativar á 

replicação e a transcrição viral (FRANCHINl, 1995). A  Tax transativa a transcrição 

viral e regula a expressão de genes celulares e a Rex é responsável pela regulação



pós-transcripcional do genoma por meio do controle do splicing do mRNA viral 

(HOLLSBERG, 1999; YOSHIDA. 2001).

A  proteína Tax atua na ativação do fator transcricional do genoma humano, o 

NF-kB, levando à transcrição de vários genes envolvidos na resposta imune 

inflamatória, responsável, também, pela imortalização e sobrevivência das células 

infectadas (HARHAJ et al., 2005) por meio da indução a um aumento da expressão 

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 colônia 

de macrófagos (GM-CSF) fator de crescimento tumoral p (TGF-p), proteína 

relacionada ao paratormônio (PTHrP), vimentina (proteína do citoesqueleto), 

complexo de histocompatibilidade principal de classe I (MHC-I) e fator de necrose 

tumoral p (TNF-p) (FRANCHINl, 1995).
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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 linfócitos 

TCD8"  ̂ in vivo, desencadeando uma proliferação clonal espontânea similar à 

desencadeada por células TCD4^ (WUCHERPFENNIG et al., 1992; NAGAI et al.,

2001).



A infecção e propagação do vírus no organismo ocorrem mais eficientemente 

por intermédio da interação entre células T, onde partículas intracelulares e RNA viral 

são transferidas para a célula hospedeira, do que por meio de virions livres 

(HOLLSBERG, 1999). As células infectadas sofrem uma reorganização dos 

componentes virais, semelhante ao observado na sinapse imunológica, onde é 

observada uma polarização das proteínas gag e env para a área de contato celular e 

uma polarização do centro de organização dos microtúbulos (MTOC) facilitando a 

transmissão entre as células T, processo denominado como sinapse viral (IGAKURA 

etal., 2003).

A  interação de células TCD4"  ̂ infectados com células TCD4"  ̂ não infectadas 

promove a geração de células progenitoras carreadoras do vírus e são mediadas 

pela expressão de moléculas coestimulatórias como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) 

(TAKAMOTO et al., 1997). Por outro lado, linfócitos T CD4'" infectados e ativados por 

HTLV-I também expressam epitopos virais que podem causar uma ativação de 

células precursoras T CD8"̂  citotóxicas antivirais restritas ao MHC-I {apud BUCLKE et 

al-, 1996) ou desencadear uma resposta autoimune por meio do reconhecimento de 

antígenos próprios ou peptídeos virais no contexto MHC II, na ausência da expressão 

das moléculas coestimulatórias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) (SCHOLZ eta l ,  1996).

A  percentagem de células TCD8"  ̂ativadas e também de linfócitos B circulantes 

é um importante indicador imunológico que pode auxiliar o monitoramento das 

patologias associadas, uma vez que a diminuição das células B resultou em um 

aumento na razão linfócitos T/B e um aumento na porcentagem de linfócitos T CD8^ 

HLA-DR positivos, exclusivamente em pacientes com HAM/TSP (BRITO-MELO et al., 

2004).
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Indivíduos naturalmente infectados por HTLV-I possuem uma proporção 

significante de linfócitos TCDS"" infectados e a expressão de tax nesses linfócitos os 

tornam susceptíveis ao fratricídio mediado por linfócitos T citotóxicos (CTL) vírus- 

específicos podendo, todavia prejudicar o controle imune do HTLV-I e contribuir para 

a persistência do vírus in vivo (C).

A  proteína Tax é a proteína viral caracterizada como antígeno alvo para os 

CTLs HTLV-I específicos (JACOBSON et al., 1990; KANNAGI et a l, 1991) podendo 

ser secretada pelas células infectadas e agir como uma citocina extracelular, sendo 

internalizada e processada para a apresentação de antígenos virais ou transportada 

para o núcleo, onde vai agir como fator transcricional ativador {apud MOSTOLLER et 

a l, 2004).

Outras proteínas virais, entretanto, têm sido propostas como a Gag, Pol e Env 

(JACOBSON et a l, 1990; PARKER et al., 1992) além de outras pequenas proteínas 

regulatórias, incluindo Tof e Rof (PIQUE et a l, 2000) atuando como peptídeos 

participantes no reconhecimento de CTLs e ativação da resposta imune.

As células infectadas com o vírus HTLV-I aumentam a expressão dos seus 

marcadores de superfície, assim como as moléculas coestimulatórias CD80/86, 

concomitante á indução de uma proliferação espontânea de linfócitos T, que pode 

levar ao estabelecimento de uma infecção persistente (MAEDA et a l, 1997; 

RICHARDSON et a l, 1997) e ativação generalizada do sistema imune, podendo ser 

o ponto chave para o desenvolvimento das patologias associadas (BUCKLE et a l,

1996). A  proliferação exacerbada de linfócitos T é um efeito direto da infecção e 

ocorre devido à ativação do NF-kB promovendo a ativação do promotor de 

determinados genes da célula T (IL-2, IL-2Ra, IL-15 e IL-15Ra) (CERESETO et al., 

1996; WODARZ eta l ,  1999; AZIMI eta l ,  1999).
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Secreção autócrina de IL-2 é baixa em linfócitos T infectados por HTLV-I e a 

via IL-2R pode ser ativada pela IL-15 (GIRI et al., 1994; BAMFORD et a l, 1994) que 

se liga às cadeias p e y do receptor IL-2R, assim como a IL-2, induzindo elementos 

sinalizadores JAK/STAT levando a proliferação de todas as subpopulações de células 

T ativadas {apud WALDMANN et al., 2001). A  IL-15 ainda manifesta ações anti

apoptóticas atuando como fator de crescimento e inibindo a morte celular induzida 

por ativação (AlCD), além de estimular a homeostase das células TCD8"  ̂de memória 

(ZHANG et a l, 1998; apud WALDMANN et a l, 2001; MARKS-KONCZALIKI et al, 

2000).

A  infecção com HTLV-I, além de desregular os mecanismos de ativação e 

proliferação celular, também modula diferencialmente a produção de citocinas in 

vitro (MACCHI et a l, 1998), causando um aumento na secreção policlonal de IL-4, 

IL-6, IL-5, TNF-a, IL-10 e IFN-y na maioria dos indivíduos soropositivos, incluindo os 

assintomáticos (MACCHI et a l, 1997; CARVALHO et a l, 2001). Esse vírus também 

é capaz de interferir com o perfil de citocinas produzido por clones de células TCD4"  ̂

Th l e Th2 já estabelecidos, o que difere dos doadores normais (MACCHI et al., 

1998).

Na Leucemia de células T no Adulto (ATL), estudos demonstram que a 

proteína viral Tax estimula a expressão de genes celulares envolvidos no início da 

leucemização, incluindo proteínas regulatórias do ciclo celular, citocinas/ fatores de 

crescimento (IL-2, IL-2R«, GM-CSF e IL-6) e fatores de transcrição (CREB, Fos/Jun, 

Nf-x6/Rel, Egr/Krox, c-myc) (HISCOTT et a l, 1995). Podem, também, ativar o 

promotor IRF-4 (fator regulador de IFN-4), como observado em células T infectadas 

com HTLV-I e em células Jurkat transfectadas com tax (YAMAGATA et a l, 1996).
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Em pacientes com HAM/TSP, um aumento na produção de citocinas pró- 

inflamatórias como IFN-y e TNF-a, apresenta-se muito mais exacerbada do que em 

indivíduos assintomáticos (NISHIURA et al., 2004; WATANABE et a i, 1995; 

UMEHARA et a l, 1994; MATSUI e KURODA, 1997) indicando que a resposta imune 

inflamatória desempenha um importante papel no desenvolvimento da doença 

(MACCHI et a l, 1997; CARVALHO et a l, 2001; YAMANO et a l, 2002; FURUKAWA 

ei al., 2003; SANTOS et al., 2004).

Entretanto, estudos com indivíduos infectados assintomáticos, demonstram 

que se trata de um grupo bem heterogêneo em relação à expressão da proteína viral 

Tax, à resposta proliferativa e à produção de citocinas inflamatórias (MACCHI et al., 

1997; CARVALHO et a l, 2001). Santos e colaboradores (2004) compararam alguns 

aspectos da resposta imune em pacientes com HAM/TSP e assintomáticos, 

demonstrando que o grupo de indivíduos assintomáticos apresentou uma proliferação 

de linfócitos e produção de IFN-y similar a encontrada em pacientes com mielopatia. 

Tal fato poderia indicar uma possível progressão da infecção nesses indivíduos 

tomando como base o fato de que a grande maioria dos assintomáticos apresentou 

uma resposta proliferativa e inflamatória diminuída em relação aos pacientes.

Um outro grupo de pesquisadores observou uma produção maior de citocinas 

inflamatórias, como por exemplo, IFN-y e TNF-a, em células expressando Tax de 

indivíduos assintomáticos, com carga viral elevada, do que em pacientes com 

HAM/TSP, sugerindo que a produção de citocinas inflamatórias, principalmente o 

IFN-y, nesses indivíduos seria um dos fatores importantes para o desenvolvimento 

da mielopatia associada ao HTLV-I (FURUKAWA et a l, 2003).

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

celular com destruição do sistema nervoso central (MOORE et al., 1989) indicando
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um possível papel deletério do IFN-y nas patologias associadas ao HTLV-I (KUBOTA 

et al., 2000). No entanto, os interferons IFN-a e IFN-p, considerados IFN do tipo I 

possuem uma ação antiviral, anti-proliferativa e imunomodulatória e vem sendo 

utilizado na clínica demonstrando um efeito benéfico na ATL (MAHIEUX e HERMINE, 

2005; HERMINE et a l, 1995), na HAM/TSP (IZUMO et a l, 1996; OH et a l, 2005) e 

na esclerose múltipla, que é uma outra doença com perfil neurodegenerativo (HUA et 

a l, 1998).

Os IFN -a e IFN-p possuem efeitos pleiotrópicos no sistema imune, incluindo a 

regulação da expressão de MHC de classe I e II em todos os tipos celulares e a 

ativação de células dendriticas imaturas, levando ao aumento de quimiocinas, 

receptores de quimiocinas e moléculas coestimulatórias (CD40, CD80, CD86). A 

maturação de células dendriticas induzida por esses IFNs pode também promover 

um cross-priming de células T CD8"̂  após a infecção viral (LE BON et a l, 2003).

Os IFN do tipo I também são capazes de manipular eventos mediadores de 

morte celular programada por intermédio de uma regulação transcricional de 

proteínas pró e anti-apoptóticas (ARNOLD etal., 1999; PILLING etal., 1999).
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1.3 APOPTOSE

A apoptose é descrita como morte celular programada, a qual possui papel 

importante na regulação do sistema imune Está envolvida na homeostase celular 

durante o desenvolvimento embriológico (embriogênese), na involução de tecidos



hormônio-dependente, na regressão de tumores e no envelhecimento, além de 

participar de alguns processos patológicos (CUMMINGS et al., 1997).

A  morte celular programada afeta, comumente, células individuais e é 

identificada como um processo ativo, porém silencioso, o que não induz inflamação. 

Apresenta características morfológicas distintas da necrose como a redução de 

tamanho celular, condensação da cromatina em direção á membrana nuclear, 

fragmentação nuclear e rompimento da célula em vesículas com organelas intactas e 

fragmentos nucleares (chamados de corpos apoptóticos), que são fagocitados por 

macrófagos ou células vizinhas (GRANVILLE e ta l ,  1998; HOCKENBERY, 1995).

A  degradação do DNA em fragmentos de 50 a 300 Kb é uma das 

características principais da apoptose e pode ocorrer devido mecanismos indutores 

distintos, caracterizados como extrínsecos e intrínsecos. Esses eventos, 

sinalizadores extrínsecos ou do tipo I, referem-se aos receptores de superfície, como 

o fator de necrose tumoral (TNF) expresso em macrófagos, 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 após estimulação e o TRAIL 

associado à citotoxicidade mediada por células T, NK e monócitos o qual pode 

interagir com TRAIL-R1 (DR4) e TRAIL-R2 (DR5) 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)

Já os eventos sinalizadores intrínsecos ou do tipo II, estão diretamente 

relacionados com a ativação mitocondrial que é causada por exposições físicas 

(radiação ionizante, hipertermia) e tóxicas (peróxido de hidrogênio); radicais livres; 

mecanismos imunologicamente relevantes como á morte mediada por linfócitos T

22



citotóxicos (CD8"̂ ) com a polarização de grânulos citotóxicos (granzima-perforina) e 

stress oxidativo (OPFERMAN e KORSMEYER. 2003; HOCKENBERY, 1995).

Após a indução da apoptose ao menos duas vias sinalizadoras podem ser 

desencadeadas através de seus domínios intracelulares (Anexo A). A  primeira via 

envolve a cascata do domínio de morte (DD) que se comunica por meio de caspases 

e a segunda inclui a ativação de membros da família de oncogenes Bcl-2 

(PHILCHENKOV, 2004).

As caspases possuem função iniciadoras e efetoras na apoptose e são 

pertencentes a um grupo de proteínas classificadas como iniciadoras e/ou efetoras 

da apoptose (Anexo B) que clivam proteínas no terminal C de resíduos de ácido 

aspártico e são sintetizadas como zimogênios que requerem clivagem proteolítica 

para gerar subunidade ativa, que é conduzida por outras caspases, representando o 

maior repertório na sinalização da apoptose (PHILCHENKOV, 2004; KOLENKO et 

al., 1999).

Bcl-2 é uma família de proteínas formada por membros pró-apoptóticos (Bax, 

Bak, Bcl-xs, Bok/Mtd, Bad, Nbk/Bik, Bid, Bim, Hrk, Blk e BNIP3) e anti-apoptóticos 

(Bcl-2, BcI-Xl, BcI-w, McI-1, A-1/Bfl-1) que regulam, dentre outras funções, o efluxo 

de citocromo c da mitocôndria para o citossol (ARAVIND et a l, 1999). Uma 

característica acentuada de Bcl-2 e os demais membros anti-apoptóticos é sua 

capacidade de promover proteção contra uma variedade de estímulos de morte, 

como o dano no DNA, inibição metabólica, expressão oncogênica e tratamento com 

glicocorticóides, 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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A apoptose pode ser iniciada por unna série de fatores, incluindo as infecções 

virais, onde se apresenta como um mecanismo de defesa do organismo para prevenir 

a propagação do vírus (OPFERMAN e KORSMEYER, 2003; RATHMELL e 

THOMPSON, 1999) e pode ser considerada como uma resposta imune inata para 

limitar a propagação e a expressão de proteínas virais as quais bloqueiam a resposta 

de morte; todavia, apoptose também pode facilitar a disseminação do vírus 

(EVERETT e MCFADDEN, 1999). Inúmeros vírus têm desenvolvido mecanismos 

para interferir na regulação normal da apoptose em células infectadas, dentre eles se 

encontra o HTLV-I que não é aparentemente capaz de induzir morte celular 

programada em células infectadas, o contrário do que ocorre com infecção pelo vírus 

HIV (BADLEY, 2000).

Linhagens de células T infectadas com HTLV-I se mostram parcialmente 

resistentes a vários mecanismos indutores de apoptose (BRAUWEILER et al., 1997) 

e a ativação de NF-kB via Tax em células infectadas (KAWAKAMI et a l, 1999; SUN e 

BALLARD, 1999) e uma expressão elevada de Bcl-xL, também via Tax, em células 

transfectadas (NAKASHIMA et a l, 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 pró e anti-apoptóticos a depender 

do estímulo empregado. Em algumas linhagens celulares, a Tax é capaz de induzir 

apoptose (NICOT e HARROD, 2000; CHEN eta l ,  1997) e em outras possui um efeito 

anti-apoptótico (SAGGIORO et al, 2001; TSUKAHARA eí al., 1999; KISHI et al.,

1997). Todavia, já está bem descrito que o vírus por si só é aparentemente anti- 

apoptótico (HAMASAKI eta l ,  2001; FURUKAWA eta l ,  2001).
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A proteína Tax é capaz de desregular vários processos celulares 

influenciando a vida e a nnorte celular (JEANG et al., 2004), a proliferação celular 

(YOSHIDA, 2001) ou indução de apoptose via bloqueio do reparo de DNA e 

segregação cromossômica {apud MARRIOTT et al., 2002) ou ainda via stress 

oxidativo e dano direto ao DNA (CHLICHLIA et a l, 2002). Em geral, a Tax pode 

ativar (NG et a l, 2001) e/ou se ligar a vários genes celulares levando a uma 

transformação celular ou a uma leucemização (WU et a l, 2004).

As vias pelas quais a Tax transativa esses genes é composta pela ativação 

de pelo menos três regiões regulatórias de promotor: 1. A  seqüência CRE 

(elementos responsivos do cAMP), á qual se ligam as proteínas CREB/ATF ou 

CREM; 2. O sítio de ligação para membros da família NF-kB (fator de transcrição 

nuclear do gene k  nas células B); 3. A  seqüência SRE (elementos responsivos ao 

soro) que se liga aos SRF. Estas seqüências ativadas podem levar a célula ao 

crescimento sem a necessidade de sinais extracelulares (SUZUKI et a l, 1993; 

ZHAOeGIAM , 1992).

O domínio transcricional CREB/ATF se mostrou importante para proteger as 

células da apoptose uma vez que foi capaz de inibir a apoptose induzida pela 

superexpressão do oncogene Bax (SAGGIORO et a l, 2003). Entretanto, a 

expressão de Tax induz a translocação de NF-kB para o núcleo, com a redução do 

complexo IkBu-NF-kB, e mantém a ativação constitutiva de NF-kB em células T 

infectadas (apud YOSHIDA, 2001; BÉRAUD e GREENE, 1996).

NF-kB desenvolve um importante papel no desenvolvimento e regulação do 

sistema imune, nas respostas inflamatórias e na proliferação e morte celular e é 

considerado um fator primordial para a apoptose em diversas patologias, o qual 

possui efeitos pró e anti-apoptóticos {apud BALDWIN, 2001; apud AGGARWAL,
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2000) como por exemplo na ATL onde membros da família do NF-kB (p50, p65 e 

cRel) podem induzir a expressão de AP02L, em parte dependente de Tax, em 

pacientes resistentes a apoptose via AP02L (MORI et al., 2005).
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1.4 FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR A  APOPTOSE E A  PROLIFERAÇÃO 

CELULAR NA INFECÇÃO POR HTLV-I

Considerando a resposta imune inflamatória e a proliferação espontânea 

exacerbada dos linfócitos T nos indivíduos infectados por HTLV-I, bem como a 

modulação da apoptose nesses indivíduos, vem sendo avaliado, atualmente, o 

possível papel da algumas moléculas que seriam capazes de interferir com esta 

ativação e morte celular para proporcionar um melhor entendimento dos mecanismos 

de ação viral e vias moleculares envolvidas nesta infecção.

1.4.1 O papel dos Interferons do Tipo I

Os interferons possuem uma habilidade para interferir com a replicação viral e 

diferenciação celular e funcionam como imunomodulatórios, anti-proliferativos e anti- 

angiogênicos assim como participam da indução de genes pró-apoptóticos 

(BORDEN et a l, 2000).

A  ação anti-proliferativa e pró-apoptótica nas células T está associada a uma 

variedade de alterações moleculares, incluindo aumento em inibidores de ciclina



kinases e moléculas pró-apoptóticas (FAS/FASL, p53, BAX, BAK), bem como a 

ativação de pró-caspases 3 e 8 (CHAWLA-SAKAR et al., 2003).

Indução de morte celular ou apoptose não foi inicialmente considerada uma 

ação dos IFNs todavia, os IFN-a e IFN-p tem se mostrado indutores de alterações 

morfológicas características das células apoptóticas e estas alterações mostraram- 

se vinculadas ao envolvimento da sinalização FADD/caspase 8, ativação de 

caspases, liberação de citocromo c da mitocôndria, destruição do potencial 

mitocondrial e mudanças na simetria da membrana plasmática e fragmentação do 

DNA (CHAWLA-SAKAR et a l, 2001; MORRISON ef a l, 2001; THYRELL et a l,

2 0 0 2 ).

De acordo com os efeitos pleiotrópicos dos IFN do tipo I no sistema imune, 

desde 1995, os IFN-a e IFN-p vêm sendo gradativamente introduzidos na clínica, 

com ação combinada com outras drogas como arsênico ou AZT em indivíduos 

infectados, no entanto, o mecanismo de ação desses IFN ainda precisa ser 

elucidado nestas patologias.

1.4.2 O papel da NO sintase induzivel (íNOs)

A  iNOS é uma enzima induzida pelos interferons do tipo I e II, principalmente 

os IFN-y e IFN-p, que catalisa a síntese de óxido nitrico (NO) e é conhecida como 

uma molécula envolvida em processos inflamatórios e defesa antimicrobiana em 

resposta a estímulos mitogênicos ou antigênicos (ALDERTON et al., 2001; 

SCIORATI etal., 1999; BOEHM e ta l ,  1997).

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

a atividade dos proteossomos devido à acumulação de p53 e indução de apoptose
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por macrófagos, tratados com inibidores específicos de proteossomos e as 

subsequentes exposições de células a S-nitrosoglutationa e estimulação de NO 

endógeno produzidos por tratamento LPS/IFN-y resultam na inibição da atividade de 

proteossomos e indução de apoptose.

Por outro lado, o NO também é capaz de ínativar caspases por meio da 

oxidação e S-nitrosilação de cisteína ativa, bloqueando o processo apoptótico, além 

de modular os membros da família Bcl-2 que controlam a permeabilidade 

mitocondrial, indução das heat shock protein (HSP 70) e interação com a via das 

ceramidas (KOLB, 2000).

Portanto, dependendo da sua concentração, atividade e tipo celular, o óxido 

nitrico pode possuir diversos efeitos em relação a apoptose, podendo ser pró ou 

anti-apoptótico. Seus efeitos são observados quando esta molécula estimula a 

expressão de enzimas e fatores de transcrição envolvidos no reparo de DNA e 

modulação da apoptose assim como genes tumorais (p53), transativando a 

expressão dos genes pró-apoptóticos (Bax e inibidores cdk) diminuindo a expressão 

do Bcl-2 (anti-apoptótico).

Nas patologias associadas ao HTLV-I tem sido sugerido que o NO possa ter 

uma ação anti-apoptótica (SONOKI et al., 1999) e mecanismos que possam 

bloquear seus mecanismos de ação poderiam ser propostos para a utilização na 

clínica.
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2 OBJETIVOS

GERAL

Investigar os mecanismos moleculares que participam na ativação celular, na 

proliferação e na apoptose, espontânea ou induzida, utilizando células 

mononucleares de indivíduos infectados pelo HTLV-I.

ESPECÍFICOS

1. Estudar o efeito de IFN-a, -(3 (ex vivo e in vitro) na expressão de moléculas de 

ativação celular, na proliferação e na apoptose, em células mononucleares de 

indivíduos Infectados pelo HTLV-I, e correlacionar com o estado clínico 

(HAM/TSP, ATL e assintomático).

2. Estudar o papel da iNOS na proliferação e na apoptose em células 

mononucleares de indivíduos infectados pelo HTLV-I, e correlacionar com o 

estado clínico (HAM/TSP, ATL e assintomático).
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 POPULAÇÃO ESTUDADA

Participaram deste estudo indivíduos infectados pelo vírus HTLV-I, incluindo 

carreadores soropositivos assintomáticos (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 Assintomáticos e Pacientes

Os indivíduos assintomáticos com sorologia positiva para HTLV-I foram 

selecionados no Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor Edgard 

Santos (HUPES) e na Fundação de Neurologia e Neurocirurgia da Bahia (FNN). Em 

relação 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 indivíduos que participaram 

do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 

G), após explicação dos objetivos da pesquisa.



A inclusão dos indivíduos nesse grupo foi realizada de acordo com os critérios 

do HEMOBA. Após a coleta do material, o hemocentro se encarrega de realizar 

testes sorológicos para sífilis, chagas, hepatite B e C, HIV e HTLV-I e II.
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3.1.2 Doadores Normais

3.2 ISOLAMENTO E CULTURA DE CÉLULAS

As células mononucleares foram isoladas e purificadas do sangue periférico 

por meio de um gradiente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia) (BOYUM, 1968), 

cultivadas na concentração de 5x10® U/mL em suspensão 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 50)iig/mL de gentamicina. Estas células foram distribuídas em placas de 24 

poços, cada poço contendo 0,5 mL de células e cultivadas por 72 horas em 

incubadora a 37°C com 5% de CO2 e 95% de umidade. Alguns poços foram 

estimulados com 10 a 10̂  U/mL de IFN-a e -|3 (Schering e Serono, respectivamente), 

2mM de inibidor de iNOS (L-NMMA, 1400W), 0.2ng/mL de a-CD3 

(Pharmingen/purificado, sem endotoxina e sem AZIDA) e 1|ig/mL de a-Fas agonista 

e antagonista (Alexis biochemicals).

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

análise de citometria de fluxo, extração de RNA e citocentrifugação e os respectivos



sobrenadantes aliquotados para dosagenn de nitrito e nitrato e para realização de 

Elisa para detecção de apoptose {Roche Applied Science).
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3.3 QUANTIFICAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO CELULAR

Os PBMC, após serem isoladas por intermédio de gradiente de Ficoll- 

Hypaque (Sigma e Pharmacia), foram ressuspensas em 200|j,L/poço de meio DMEM 

(Gibco-BRL) completo à densidade de 1x10®/mL e cultivados em placas de 

microtitulação fundo U (96 poços), por 4 dias à 37°C em 5% de CO2 e 95% de 

umidade. Os PBMC foram estimulados ou não com IFN-a e - p ,  L-NMMA e a-CD3, 

dispostos em triplicatas. Após este período, foi adicionado à cultura ^H-timidina 

(0,5|^Ci/200fiL) e estas células permaneceram por mais 16 horas {overnight) à 37°C 

em 5% de CO2 e 95% de umidade.

A  proliferação celular foi quantificada por meio de incorporação de Ĥ- 

timidina pela contagem no gás de cintilação {fi-scintiUation counter) (PACKARD - 

MATRIX™ 9600) e os dados expressos como média total das contagens das 

culturas triplicatas {cpm - counts per minute).



3.4 ESTUDO DO FENÓTIPO CELULAR - CITOMETRIA DE FLUXO
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A análise fenotípica 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 

indivíduos assintomáticos, por intemnédio do Citômetro de Fluxo FACSort {Becton 

Dickinson Immunocytometry systems, San Jose, CA).

3.4.1 Marcação, Ex Vivo, de Moléculas de Superfície Celular

3.4.1.1 Células do Sangue Total

As amostras de sangue total (50^L) foram suspensas em 50f L̂ de 

PBS+1%BSA+0.1%AZIDA sódica e incubadas, à 4°C por 30 minutos, com 

anticorpos fluorescentes (Anexo E). Após este período foi realizada a lise das 

hemácias utilizando 1 mL da solução comercial de lise (Lysing solution, BDIS -  San 

Jose, CA) em cada tubo da amostra, os quais foram homogeneizados em vortex e 

mantidos à temperatura ambiente por 10 minutos. Subseqüentemente, foram 

realizadas duas lavagens com 1 mL de PBS/BSA/AZIDA por tubo e centrifugações a 

lOOOrpm/ 4°C por 5 minutos. Ao final, as células foram ressuspensas em 200^iL/tubo 

de PBS com formalina 1% (CH2O) e acondicionadas no escuro á 4°C, para serem, 

posteriormente, adquiridas e analisadas.



As células mononucleares, após separação por gradiente Ficoll-Hypaque, à 

densidade de IxIO^/mL foram ressuspensas em PBS/1%BSA/0,1% de azida + 25 % 

de plasma humano para bloquear as células a fim de reduzir as ligações 

inespecíficas dos anticorpos. Após 15 minutos de bloqueio, os anticorpos 

específicos (Anexo E) foram adicionados aos tubos e incubados no escuro por 30 

minutos à 4°C, onde posteriormente se procedeu a duas lavagens com 150|aL/tubo 

de PBS/1%BSA/0,1% de azida e centrifugações com 1000rpm/4°C/5 min. Depois 

das lavagens, as células foram fixadas com 200^iL/tubo de PBS com formalina 1 % e 

acondicionadas no escuro à 4°C até a data da aquisição.
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3.4.1.2 Células Mononucleares do Sangue Periférico

3.4.2 Marcação, In Vitro, de Moléculas de Superfície Celular

As células mononucleares dos doadores foram destacadas (scraper) dos 

poços, após cultivo, e lavadas com PBS+1%BSA+0,1%AZIDA para serem 

bloqueadas com soro humano e então marcadas com anticorpos fluorescentes para 

quantificação de diversas moléculas de superfície. A  marcação com anticorpos 

específicos permitiu a identificação de células T auxiliares (helper) e citotóxicas, 

monócitos, moléculas coestimulatórias e células apoptóticas, além de quantificar a 

expressão de proteínas reguladas pelos IFNs (Fas, FasL, HLA-DR, CD80 e CD86).



Para aquisição das annostras, primeiramente seguiu-se a definição dos 

parâmetros de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) e seleção de linfócitos 

na região denominada gate. Foram realizadas também compensações, ou seja, a 

aquisição de controles como células não marcadas e isotipicas para poder 

diferenciar a emissão de luz em comprimento de onda não definido da verdadeira 

presença de marcação com mais de um fluorocromo na mesma célula.

A  porcentagem de células positivas e a intensidade mediana de 

fluorescência (MFI) foram calculadas após dedução do valor do controle (isotipo) 

com a utilização do software CELLQuest (versão 3.1F, BDIS -  San Jose, CA).
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3.4.3 Aquisição e Análise de Dados

3.5 FRAGMENTAÇÃO NUCLEAR - CITOCENTRIFUGAÇÃO

Os PBMC, ex vivo e após 72h de cultivo (estimulados ou não), foram fixados 

em lâminas de vidro com o auxílio da técnica de citocentrifugação (Centrífuga CT- 

2000/CIENTEC) e coradas com Hoechst 33258 ou Hematoxilina-Eosina (HE) para a 

caracterização morfológica da apoptose (fragmentação nuclear) e quantificação de 

células apoptóticas por microscopia de fluorescência e microscopia óptica, 

respectivamente.



3.6 ELISA PARA DETECÇÃO DE APOPTOSE
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O sobrenadante após cultura por 72h foi coletado e aliquotado para a 

detecção de nucleossomas nas frações citoplasmáticas por intermédio da técnica de 

ELISA {Roche Applied Science, Cat. no. 1544675) segundo especificações do 

fabricante. Esta técnica baseia-se em um ensaio imunoenzimático quantitativo com a 

utilização de anticorpos monoclonais para marcação de DNA (anti-DNA-peroxidase) 

e histonas (anti-histone). Os resultados foram expressos em densidade ótica de 

acordo com a curva padrão (células Jurkat apoptóticas) e a leitura da reação, 

realizada em espectrofotômetro com filtro de 405 nm e analisada com o programa 

Softmax PRO 3.0.

3.7 DOSAGEM DE NITRATO E NITRITO

Alíquotas de 200^L de plasma ou soro foram dispensadas em microtubos de 

1,5mL na presença de 20|xL de cloreto de zinco 1M (Sigma, St Louis MO USA), para 

a desproteinização, e centrifugadas a 14 OOOrpm durante 10 minutos à temperatura 

ambiente.

Em seguida, o sobrenadante foi utilizado para a quantificação de nitrito por 

meio do método de Griess (DING ET al., 1988). A  curva padrão (1-100|aM) foi 

construída a partir de uma solução 0,1M de nitrito de sódio (NaN02) (Sigma, S-2252) 

diluída em RPMI, seguida de diluições seriadas (1:2), em placas de 96 poços. A



revelação foi realizada por intermédio da adição de reagentes à base de 

sulfanilamida (Sigma, S-9251) a 1% em 30% de ácido acético e N-(l-naftil) etil- 

enediamina (NEED) (Sigma, S-9125) a 0,1% em 60% de ácido acético, na proporção 

de 1:2. A  leitura foi feita em espectrofotômetro (leitor de ELISA- Emax microplate 

reader / molecular Devices, Sunnyvale, calif) no comprimento de onda 570 nm.

Para determinação dos níveis de nitrito e nitrato, IOOjaL da solução de 

Vanádio III (solução 1:1 de vanádio 0,400gramas/50mL de HCI 0,1 N) foi adicionado 

a cada poço e a placa, devidamente coberta com papel alumínio, foi incubada por 90 

minutos a 37°C em estufa de CO 2 com 5% de umidade. Após incubação, a placa foi 

novamente lida em espectrofotômetro e os dados analisados no software Softmax 

PRO 3.0. Metodologia adaptada do protocolo original descrito por Miranda e 

colaboradores (2001).
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3.8 ANÁLISE DE DADOS

A análise de dados e elaboração dos gráficos deste estudo foram realizadas 

utilizando o programa GraphPad - Prism 3.0 {GraphPad software, San Diego, CA). O 

test t não pareado foi utilizado para comparação entre pacientes e controles (com 

correção de Welch quando necessário) e o teste t pareado foi usado para comparar 

amostras estimuladas com não estimuladas in vitro. O teste de Pearson foi aplicado 

para correlacionar parâmetros ímunológicos e/ou clínicos. Para os demais dados 

(teste de Kolmogorov-Smirnov), foram utilizados os testes não-paramétricos 

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

4.1 EFEITO DOS IFN-a e IFN-p NA PROLIFERAÇÃO E APOPTOSE EM 

INDIVÍDUOS INFECTADOS POR HTLV-I.

Considerando a resposta imune inflamatória e a proliferação espontânea 

exacerbada dos linfócitos T nas patologias associadas ao HTLV-I e sabendo-se que 

a ação dos interferons-a e -p está associada a uma variedade de alterações 

moleculares, incluindo aumento em inibidores de ciclina kinases e moléculas pró- 

apoptóticas (Fas/FasL, p53, Bax, Bak), bem como a ativação de pró-caspases 3 e 8 

e regulação da expressão de MHC de classe I e II em todos os tipos celulares, 

buscou-se inicialmente avaliar a expressão do HLA-DR, Fas/FasL e CD80/86, 

moléculas reguladas pelos IFNs do tipo I e do tipo II, em PBMC de pacientes com 

HAM/TSP, com ATL e em indivíduos assintomáticos.



4.1.1 Expressão Ex Vivo das Moléculas Reguladas pelos Interferons do Tipo 1

4.1.1.1 Avaliação da Expressão de HLA-DR

Pode-se avaliar a expressão ex vivo de HLA-DR em pacientes com ATL, 

HAM/TSP e em indivíduos assintomáticos comparando-os aos doadores normais, 

por citometria de fluxo.

Na figura 1 pode-se observar maior variância entre os pacientes, tanto em 

ATL (F-test, p<0,0001) quanto em HAM/TSP (F-test, p=0,007) tornando necessária 

uma análise estatística com correção de Welch (teste t de Student não pareado, com 

Welch’s correction).
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Figura 1. Expressão ex vivo de HLA-DR em PBMC de indivíduos infectados por HTLV-I.
Porcentagem de células positivas após marcação de moléculas de superficie e quantificação 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 assintomáticos (AS) (n=3) e doadores normais (DN) (n=28).

A expressão de HLA-DR apresentou uma significância estatística maior em 

pacientes com HAM/TSP (p<0,0001) do que em pacientes com ATL (p=0,0023).



quando se conriparou 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 ativação linfocitária 

nesses pacientes.

4.1.1.2 Expressão Ex Vivo de Fas e FasL

Na figura 2 observa-se um aumento significativo da expressão de Fas (CD95) 

em pacientes com ATL (p=0,0021), HAM/TSP (p<0,0001) e em assintomáticos 

(p<0,0001), quando se compara com os doadores normais.
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Figura 2. Expressão ex vivo de Fas e FasL em PBIMC de indivíduos infectados por HTLV-I.
Porcentagem de células positivas após marcação de moléculas superfície e quantificação por citometria de fluxo 
em ATL (Fas n=12, FasL n=12), em HAM/TSP (Fas n=19, FasL n=4), em assintomáticos (Fas n=30, FasL n=8) e 
doadores normais (Fas n=15, FasL n=7).

Porém, a expressão de Fas não é significativamente diferente entre HAM e 

ASS  (p=0,092) e entre ATL e AS (p=0,82), indicando que a própria infecção pelo 

HTLV-I seria responsável pelo aumento de Fas, independente da patologia



associada. Entretanto, o FasL se mostrou com baixa expressão nos quatro grupos 

avaliados, sem significância estatística.

4.1.1.3 Correlação da Expressão Ex Vivo de FAS (CD95) e HLA-DR com 

Apresentação Clínica em Pacientes com HAM/TSP

Para verificar se a expressão elevada de CD95 teria alguma associação com 

dados clínicos e demográficos dos pacientes com mielopatia, foi investigada a 

possível correlação da expressão de Fas com idade, gênero, forma de infecção, 

tempo de doença e as escalas de Osame e de Kurtzke (Tabela 4, em Anexo). 

Apenas o tempo de doença exibiu correlação negativa com a expressão de Fas 

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

Figura 3. Correlação da expressão ex vivo de CD95 com o tempo de doença em pacientes com 
HAM/TSP. Porcentagem de células positivas para CD95 após quantificação por citometria de fluxo e 
correlacionadas com o tempo de doença (n=11).

Mesmo que tenha sido observada uma correlação positiva significante 

(p=0,016 r=0,63) entre a expressão de Fas (CD95) e a expressão de HLA-DR 

(Figura 4), o HLADR não se correlaciona com tempo de doença e nem com outros



parâmetros clínicos sugerindo que a capacidade pró-apoptótica, mas não a ativação 

celular, dos linfócitos diminui ao longo da evolução da doença.
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Figura 4. Correlação da expressão ex vivo de HLA-DR com a expressão de CD95 em PBMC de 
pacientes com HAM/TSP. Porcentagem de células positivas para HLA-DR após quantificação por citometria 
de fluxo, correlacionadas com a Porcentagem de células positivas para CD95 após quantificação por citometria 
de fluxo (n=14).

4.1.1.4 Expressão Ex Vivo das Moléculas Coestimulatórias CD80 (B7-1) e CD86 

(B7-2) em Pacientes com HAM/TSP

Os resultados demonstram uma expressão elevada de CD80 e CD86 tanto 

em linfócitos T (CD19 ), quanto em células B (CDIQ" )̂ nos pacientes HAM/TSP, 

quando comparados aos doadores normais. Em linfócitos T, a expressão de CD80 

apresentou uma significância estatística menor (p=0,031) que o CD86 (p=0,0006) 

em linfócitos B o CD80 apresentou significância estatística maior (p=0,0052) que o 

CD86 (p=0,029) (Figura 5).

A expressão de CD80 nas células B foi significantemente maior em mulheres 

(p=0,0087) do que em homens (dados não mostrados), semelhante ao observado na 

esclerose múltipla, de acordo com uma maior predisposição à doença nos indivíduos 

do sexo feminino.
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Figura 5. Expressão ex vivo de CD80 e CD86 em PBIWIC de pacientes com HAIW1/TSP
Porcentagem de células positivas para CD80 e CD86 após quantificação 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 Correlação entre Apresentação Clínica e Expressão de CD80 e CD86 Ex 

Vivo

Para avaliar se a expressão destas moléculas coestimulatórias estaria de 

alguma forma associada com os dados clínicos e demográficos dos pacientes com 

HAM/TSP, foi investigada a possível correlação com idade, gênero, forma de 

infecção, tempo de doença e as escalas de Osame e de Kurtzke (Anexo D). 

Pudemos observar que o CD80 apresentou uma correlação positiva (p=0,047 

r=0,64) com a escala de Kurtzke enquanto que o CD86 não apresentou correlação 

significante, nos linfócitos totais.

Entretanto essa correlação positiva entre CD80 e escala de Kurtzke foi mais 

expressiva nas células B (p=0,0083 r=0,75) (Figura 6A), indicando que a expressão 

de CD80, preferencialmente nos linfócitos B, poderia estar associada com a



progressão da infecção e/ou uma piora clínica. Porém, a razão CD86/80 nas células 

B mostrou correlação negativa com a escala de Kurtzke (p=0,052 r=-0,60) (Figura 

6B), indicando um possível efeito antagônico entre as duas moléculas, como 

demonstrado anteriormente na esclerose múltipla (GENÇ etal., 1997).
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Figura 6. Correlação 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 após quantificação 
por citometria de fluxo (A) Razão de células (CD19*) positivas para CD80 (n=10) e porcentagem de células 
positivas para CD80/CD86 após quantificação por citometria de fluxo (B) razão CD86/CD80 (n=11) e 
correlacionadas com a escala de Kurtzke.

4.1.2 Expressão In Vitro das Moléculas Reguladas pelos Interferons do Tipo I

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

correlação com a apresentação clínica em indivíduos infectados, principalmente em



pacientes com HAM/TSP, sugere que os interferons tipo I e/ou II seriam expressos in 

vivo e provavelmente estariam influenciando a evolução clínica nestes pacientes. 

Portanto, procuramos estudar o efeito in vitro dos interferons-a e -p em PBMC de 

indivíduos infectados por HTLV-I.

As doses de IFN-a e IFN-p utilizadas foram estabelecidas em 1000 U.I./mL, a 

partir de experimentos de curva dose avaliando o efeito estimulatório versus 

citóxicos dos mesmos em doadores normais como observado na figura 7 e de 

acordo com dados já publicados (VAN W EYENBERGH et al., 1998).
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Figura 7. Curva dose do efeito do IFN-a e IFN-p na expressão de Fas (CD95) em PBMC de 
doadores normais. MFI (intensidade mediana de fluorescência) de células positivas para CD95 após 
quantificação por citometria de fluxo em PBMC de doadores normais cultivados por 72 horas na presença de 100 
U.I./mL, 1000 U.I./mL e 10000 U.I./mL doses de IFN-a e IFN-(3.

4.1.2.1 Avaliação dos Efeitos do IFN-a e IFN-B na Expressão de Moléculas 

Coestimulatórias em Pacientes com HAM/TSP

Sabendo-se que os interferons do tipo-l vêm sendo utilizados no tratamento 

das patologias associadas ao HTLV-I apresentando uma melhora clínica, buscou-se 

avaliar se eles estariam de alguma forma influenciando a expressão das moléculas 

coestimulatórias, visto que estas são induzidas pelos IFN do tipo I e II e poderiam 

funcionar como marcadores biológicos em pacientes HAM/TSP (Figura 6).



A possível atividade dos IFN foi investigada por nneio de citometria de fluxo 

para CDSO e CD86, após cultura in vitro com IFN-a e IFN-p. onde se pode observar 

que o IFN-p, mas nâo o IFN-a foi capaz de aumentar o MFI da expressão de CD86 

(Figura 8). Entretanto, em relação ao CD80 não se observou esse aumento, o que 

reforça a hipótese de que o IFN-p poderia estar ligado ao aumento in vivo do CD86.
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Figura 8. Expressão irt vitro de CD80 e CD86 em PBMC de pacientes com HAM/TSP.
Porcentagem (A) e MFI (B) de células positivas para CD80 e CD68 após quantificação por citometria de fluxo 
(CD80 n=2 e CD86 n=2) em PBMC de pacientes HAM/TSP cultivados por 72 h na presença de 1000U.I/mL de 
IFN-a e 1000U.I./mL de IFN-p.

4.1.2.2 Avaliação. In Vitro. da Acão dos Interferons na Expressão de Fas (CD95) em 

Indivíduos Infectados por HTLV-I

Buscou-se avaliar a influência dos interferons tipo-l na expressão de Fas 

(CD95), por meio da análise por citometria de fluxo após o cultivo de PBMC 

estimulados com IFN-a e IFN-p por 72 horas. Pode-se verificar que em doadores 

normais tanto o IFN-a (p=0,0077 - MFI e p=0,0022 - % de células positivas) quanto o 

IFN-p (0,0010 - MFI e p=0,0002 - % de células positivas) foram capazes de 

aumentar significantemente a expressão de Fas (CD95) (Figura 9C).
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Figura 9. Expressão in vitro de CD95 em PBMC de indivíduos infectados por HTLV-I.
Porcentagem e MPI de células positivas para CD95 após quantificação por citometria de fluxo em PBMC (A) de 
pacientes com ATL (MFI -  IFN-a n=12. IFN-P n=12 /% de células positivas- IFN-a n=14, IFN-p n=16) (B) 
FIAM/TSP (MFI -  IFN-a n=8, IFN-p n=9 /% de células positivas- IFN-a n=6, IFN-p n=7) e (C).doador normal (MFI 
-  IFN-a n=10, IFN-P n=10 /% de células positivas- IFN-a n=10, IFN-p n=10).



Entretanto, somente o IFN-p foi significantemente capaz de aumentar a 

expressão de Fas nos pacientes com HAM/TSP (p=0,012 - MFI e p=0,37 - % de 

células positivas) (Figura 9B). Nos pacientes com ATL (p=0,031 - MFI e p=0,16 - % 

de células positivas) (Figura 9A), em relação ao controle nâo estimulado, enquanto o 

IFN-a mostrou somente uma tendência em HAM/TSP (p=0,088 - MFI e p=0,41 - % 

de células positivas) e na ATL (p=0,052 - MFI e p=0,16 - % de células positivas).

4.1.3 Regulação In Vitro da Resposta Proliferativa pelos Interferons -a e -p em 

Indivíduos Infectados por HTLV-I

Visto que os IFN-a e -p são conhecidos por apresentar efeito antiproliferative 

em células T e a  proliferação exacerbada de linfócitos é um efeito direto da infecção 

viral, podendo ser o ponto chave nas patologias associadas ao HTLV-I (CERESETO 

et a l, 1996; WODARZ et a l, 1999; AZIMI et a l, 1999), buscou-se avaliar o papel 

dos interferons do tipo I na proliferação espontânea em pacientes com HAM/TSP, 

com ATL e em indivíduos assintomáticos.

Inicialmente, avaliou-se se a proliferação espontânea in vitro nos pacientes 

com HAM/TSP estaria refletindo a progressão clínica desses pacientes. Pode-se 

verificar que a proliferação espontânea se correlacionou positivamente com a escala 

de Kurtzke (p=0,047 r=0,61) (Figura 10), confirmando esse modelo in vitro como um 

bom modelo para testar o efeito dos IFN e outros fármacos, com suposta ação 

antiproliferativa, uma vez que a proliferação in vitro reflete o quadro clínico, como 

observado com os dados de correlação obtidos.
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Escala de Kurtzke

Figura 10. Correlação da escala de Kurtzke com a proliferação espontânea em pacientes com 
HAM/TSP. Valores da escala de Kurtzke correlacionados com a linfoproliferação quantificada por incorporação 
de ^H-timidina nos poços controle, sem estimulo, após cultura por 4 dias nos pacientes com HAM/TSP (n=11).

4.1.3.1 Efeito dos IFN-a e IFN-B na Proliferação Espontânea em Indivíduos 

Infectados por HTLV-I

Pode-se observar que o IFN-(3 se mostrou muito mais eficaz na indução de 

uma resposta antiproliferativa do que o IFN-a, visto que apresentou um marcante 

efeito anti-proliferativo na HAM/TSP (p<0,0001), em pacientes com ATL (p=0,019) e 

em doadores normais (p=0,029). Todavia, embora o IFN-p não tenha alcançado 

significância estatística em assintomáticos (p=0,16) o gráfico demonstra uma 

tendência à diminuição da proliferação, também nesses indivíduos.

O IFN-a apresentou um efeito antiproliferativo discreto, porém sem 

significância estatística em todos os grupos avaliados (HAM/TSP p=0,097; ATL 

p=0,090; AS  p=0,25 e DN p=0,34) (Figura 11), demonstrando um efeito diferenciado 

do IFN-p.
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Figura 11. Linfoproliferação espontânea em indivíduos infectados por HTLV-I. Quantificação da 
linfoproliferação por meio da incorporação de ®H-timidina em PBMC de pacientes com ATL (n= 21), HAM/TSP (n= 23), soropositivos assintomáticos (n= 5) e doadores normais (n= 21) após cultura por 5 dias na presença de 
lOOOU.I./mLde IFN-tx-p.

4.1.3.2 Efeito do IFN-a e IFN-3 na Proliferação Induzida por Anti-CD3 em Indivíduos 

Infectados por HTLV-I

O anti-CD3 é um mitógeno que pode promover um superestímulo nas células 

T atuando na proliferação e no desencadeamento da morte celular induzida por 

ativação (AlCD), portanto buscou-se avaliar seu papel in vitro na resposta 

proliferativa em PBMC de pacientes com HAM/TSP, com ATL e em assintomáticos.

Na figura 12B, pode-se verificar uma diminuição da proliferação quando se 

cultiva estas células na presença de IFN-a (p=0,016) ou IFN-p (p=0,0019) em 

pacientes com HAM/TSP, entretanto, o estímulo com anti-CD3 sozinho (p=0,71) não 

foi capaz de influenciar a proliferação espontânea nesses indivíduos, uma vez que 

esta já se apresentava com níveis elevados (> 5000 cpm).
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Figura 12. Linfoproliferação induzida por anthCDZ em indivíduos infectados por HTLV-I.
Quantificação da linfoproliferação por Intermédio da incorporação de ^H-timidina em PBMC de pacientes (A) ATL 
(anti-CD3 n=19, IFN-a n=17, IFN-p n=17), (B) HAM/TSP (anti-CD3 n=13 ,IFN-a n=8, IFN-p n=9) e (C) doadores 
normais (anti-CD3 n=32, IFN-a n=25, IFN-p n=29) após cultura por 5 dias na presença de 0,2\xgimL de anf/-CD3 
e de 1000U.I./mL de IFN-ã-p.

Em pacientes com ATL (Figura 12A), o anf/-CD3 mostrou um significante 

efeito pró-proliferativo (p=0,0081) embora exista uma maior variância nos níveis de 

proliferação espontânea neste grupo. Por outro lado, a co-estimulação com o IFN-a



(p=0,025) e IFN-p (p=0,0063) mostrou um efeito anti-proliferativo marcante e embora 

o IFN-p tenha apresentado uma significância estatística maior, ambos os estímulos 

se mostraram antiproliferativos em pacientes com HAM/TSP e com ATL.

Em relação aos doadores normais (Figura 12C), o aní/-CD3 atua muito mais 

como um estímulo policlonal semelhante ao induzido pela infecção viral nos 

pacientes, o que justifica que o estímulo anti-CD3 seria apenas estimulatório 

induzindo proliferação em doadores normais (p<0,0001), visto que os IFN-a (p=0,57) 

e IFN-p (p=0,53) não apresentaram diferenças estatísticas em relação ao estímulo 

com anti-CD3.

4.1.4 Regulação In Vitro da Apoptose Espontânea pelos Interferons -a e -p em 

Indivíduos Infectados por HTLV-I

Como o IFN-p se mostrou eficaz na diminuição da linfoproliferação, buscou-se 

então avaliar a influência dos interferons na marcação com Anexina-V (associada à 

exposição da fosfatidilserina) e a ativação da caspase-3, que são eventos iniciais do 

processo apoptótico.

Por meio de análises por citometria de fluxo verificou-se que o IFN-p, mas não 

o IFN-a, aparentemente induziu um leve aumento na marcação de Anexina-V, 

quando comparado com controle sem estímulo, nos pacientes com HAM/TSP 

(p=0,18) (Figura 13B) e em doadores normais (p=0,075) (Figura 13C) e apresentou 

significância estatística somente nos pacientes com ATL (p=0,018) (Figura 13A), nos 

quais também pudemos observar um marcante aumento significativo da expressão 

da caspase-3 ativada (Figura 14).
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Figura 13. Marcação in  vitro  de Anexina-V em PBMC de indivíduos infectados por HTLV-I.
Porcentagem de células positivas para anexina-V quantificadas por citometria de fluxo em PBMC de pacientes 
(A) com ATL (IFN-a n=15, IFN-[3 n=17) (B) com HAMATSP (IFN-a n=7, IFN-P n=10), e doador normal (C) (IFN-a 
n=26, IFN-P n=25) após 72 h de cultura na presença de 1000 U.l./mL de IFN-a e IFN-p.
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Figura 14. Marcação in  vitro  de Caspase-3 ativada em PBMC de pacientes com ATL.
Unidades/mL de células positivas para caspase-3 quantificadas por citometria de fluxo (CBA- cytometric bead 
array) em PBMC após 72 h de cultura na presença de 1000 U.I./mL de IFN-a e IFN-(5.

Para investigar se os interferons do tipo I teriam mesmo um papel pró- 

apoptótico, foram realizados ensaio imunoenzimático e caracterização e 

quantificação morfológica de células apoptóticas por microscopia ótica. Com o 

ELISA constatou-se que não houve significância estatística no aumento da morte 

celular nos pacientes com HAM/TSP, tanto com o IFN-p (p=0,642) quanto com o 

IFN-a (p=0,345) em relação ao controle não estimulado. Porém, pode-se observar 

que o IFN-p apresentou efeitos pró e anti-apoptóticos, revelando uma 

heterogeneidade entre os pacientes (dados nâo mostrados).

Quanto á fragmentação nuclear, observou-se que os IFN não foram capazes 

de induzir apoptose tanto em pacientes com ATL (IFN-a p=0,33 e IFN-p p=0,55) 

quanto em doadores normais (IFN-a p=0,24 e IFN-p p=0,74), demonstrando um 

efeito anti-proliferativo, mas não pró-apoptótico dos IFN. Entretanto, em doadores 

normais, os IFN apresentam respostas diferenciadas em relação à indução de 

apoptose, uma vez que se pode observar diferença entre o IFN-a e IFN-p (p=0,059) 

(Figura 15).
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Figura 15. Quantificação de células apoptóticas por microscopia ótica em PBMC de pacientes
com ATL e em doadores normais. Porcentagem de células apresentando fragmentação nuclear 
quantificadas por microscopia ótica após cultura com 1000 U.l./mL de IFN-a e IFN-p em (A) pacientes com ATL 
(IFN-a n=5, IFN-p n=5) e (B) doadores normais (IFN-a n=17, IFN-p n=19).

4.1.5 Regulação In Vitro da Apoptose Induzida pelos Interferons -a e -p enn 

Indivíduos Infectados por HTLV-I

A  estimulação com somente anti-CDZ além de interferir com a proliferação 

celular também é capaz de induzir a marcação com Anexina-V como demonstrado 

em comparação ao controle não estimulado, nos pacientes com HAM (p=0,051) 

(Figura 16B), ATL (p=0,041) (Figura 16A) e doadores normais (p=0,0001) (Figura 

16C).

Todavia, tanto o IFN-a quanto o IFN-p não foram capazes de aumentar a 

marcação com Anexina-V em relação ao estímulo com anti-CDZ nos doadores 

normais (IFN-a p=0,17 e IFN-p p=0,95), na HAM/TSP (IFN-a p=0,59 e IFN-p p=0,88) 

e na ATL (IFN-a p=0,36 e IFN-p p=0,34) e também não apresentaram nenhum efeito 

na fragmentação nuclear nos pacientes avaliados (dados não mostrados).
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Figura 16. IVIarcação in  vitro  de Anexina-V após estimulação com anti-CDZ em PBMC de 
indivíduos infectados por HTLV-I. Porcentagem de células positivas para anexina-V quantificadas por 
citometria de fluxo em PBMC de pacientes (A) ATL (anti-CD3 n=13, IFN-a n=5, IFN-P n=5), (B) HAM/TSP (anti- 
CD3 n=5. IFN-a n=3, IFN-P n=2) e (C) doador normal (anti-CD3 n=21, IFN-a n=21, IFN-P n=21) após 72 h de 
cultura na presença de 0,2|xg/mL de aní/-CD3 e 1000 U.l./mL de IFN-a e IFN-p.

Em pacientes com ATL (P=0,0065) e em doadores normais (p=0,021) o 

estimulo com anti-CD3 foi eficiente no aumento da fragmentação nuclear, assim 

como se pode observar um aumento da apoptose quantificada por ELISA (p=0,057) 

nos pacientes com HAM/TSP (dados não mostrados), confirmando seu efeito pró- 

apoptótico.



O aumento da fragmentação nuclear obsen/ado nos pacientes com HAM/TSP 

foi positivamente correlacionado com a marcação com Anexina-V como observado 

na figura 17, demonstrando que a Anexina-V pode ser um marcador confiável de 

apoptose para o tratamento com o anti-CD3, mas não com os IFNs.
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Figura 17. Correlação da quantificação de apoptose in  v itro  por ELISA e marcação in  v itro  de 
anexina-V após estímulo com anti-CD Z  em PBMC de pacientes com HAM/TSP. Porcentagem de 
células positivas para anexina-V quantificadas por citometria de fluxo e correlacionadas com a densidade ótica calculada por espectrofotômetro após ensaio imunoenzimático quantitativo (ELISA) com a utilização de anticorpos monoclonais para marcação de DNA (anti-DNA-peroxidase) e histonas em sobrenadantes de 
pacientes HAM/TSP após cultura por 72 h com 0,2ng/mL de anti-CD3 e 1000 U.l./mL de IFN-a e IFN-p (anti-CD3 
n=4, IFN-a n=1 e IFN-P n=3)

De acordo com as moléculas envolvidas no processo apoptótico, observou-se 

que, na HAM/TSP, tanto o IFN-a quanto o IFN-p não são capazes de induzir 

apoptose nos linfócitos T, entretanto a estimulação com anti-CD3 se mostrou pró- 

apoptótico e este efeito parece ser dependente de Fas (CD95) como verificado na 

figura 18, após a administração de a-Fas antagonista, onde houve uma redução da 

apoptose induzida por anti-CD3.
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Figura 18. Quantificação de apoptose in  vitro  por ELISA, após estímulo com anti-CDZ, a-Fas- 
antagonista e a-Fas-agonista em PBMC de pacientes com HAM/TSP. Densidade ótica calculada por 
espectrofotônrietro após ensaio imunoenzimático quantitativo (ELISA) com a utilização de anticorpos monoclonais para marcação de DNA (anti-DNA-peroxidase) e histonas em sobrenadantes de pacientes HAM/TSP após 
cultura de PBMC por 72 h na presença de 0,2|xg/mL de anti-CD3 e  l^g/mL de a-Fas agonista ou antagonista 
(anti-CD3 n=5, a-Fas antagonista n=2 e a-Fas agonista n=2).

4.1.6 Associação entre Ativação, Proliferação e Apoptose em Linfócitos T CD8^ e 

CDB'

Foram realizados dois experimentos com 10 doadores cada para verificar a 

acuidade das técnicas para detecção de apoptose e tentar esclarecer se as 

diferenças observadas entre as resposta proliferativa e apoptótica dos IFN-a e IFN-p 

estariam relacionados às populações de células TCD4^ e CD8^ nos indivíduos 

infectados, visto que Sibon e colaboradores (2006) observaram um aumento na 

expansão clonal e proliferação espontânea maior em linfócitos CD4^ infectados, 

enquanto que a infecção por HTLV-I estaria protegendo os linfócitos CDB  ̂ da 

apoptose, o que poderia explicar porque a grande maioria de linfomas e leucemias 

associadas ao HTLV-I apresentam um fenótipo CD4"̂ .



Pode-se observar inicialmente, que nos doadores normais não há diferenças 

nos níveis ex vivo de células T CD4"̂  (CD8 ) e CDB ,̂ em contraste com os pacientes 

com ATL (p<0,0001) (Figura 19), nos quais a razão CD4/CD8 está significantemente 

aumentada (2,5/1). Observou-se também uma alta expressão de HLA-DR 

(p=0,0020), Fas (p=0,18), células TCD4* (p=0,0095), células TCD4*CD25^ 

(p=0,0012) e células TCD8^CD25^ (p=0,084) nos pacientes com ATL, quando 

comparado aos doadores normais. Entretanto, observou-se uma diminuição de 

células TCD8"  ̂(p=0,026) e de células CD56^ (p=0,0055) nestes pacientes, sugerindo 

que as células citotóxicas estariam sendo eliminadas no processo leucêmico. Em 

contraste com os pacientes com HAM/TSP, as células B permanecem em níveis 

normais durante a patogênese de ATL.
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Figura 19. Expressão ex vivo de moléculas associadas com ativação celular e apoptose em 
PBMC de doadores normais e pacientes com ATL. Porcentagem de células positivas após 
quantificação por citometria de fluxo de (A) pacientes com ATL (CD3 n=29, CD4 n=28, CDB n=29, CD19 n=25, 
CD25CD8 n=22, CD25CD4 n=24) e (B) doadores normais (CD3 n=10, todos as outras marcações n=20).

4.1.6.1 Efeito do IFN-a e IFN-B na expressão de Fas (CD95)

Em doadores normais tanto o IFN-a (p=0,0009) quanto o IFN-p (p=0,0002) 

foram capazes de aumentar a expressão de Fas, mesmo após o estímulo com anti-



CDS (IFN-a p=0,0016 e IFN-p p<0,0001). Entretanto, pode-se observar que este 

aumento de Fas está muito mais associado ao fenótipo CD4^ nos linfócitos T.

Após cultivo in vitro houve maior aumento na expressão de CD95 nas células 

TCD8', comparado com as células CDB"̂ , estatisticamente significante em todos os 

estímulos avaliados (IFN-a p<0,0001; IFN-p p<0,0001; anti-CD3 p=0,0003; anti- 

CD3+IFN-a p=0,0002 e anti-CD3+IFN-p p<0,0001), como se pode verificar na figura 

20.
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Figura 20. Expressão in  v itro  de CD95 em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células 
positivas para CD95 após quantificação em células CDS"̂  e CD8' por citometria de fluxo em PBMC de doadores 
normais (n=20) após 72 h de cultura na presença de 1000U/mL de IFN-a e 1000U/mL de IFN-pe 0,2pM de anti- CD3.

4.1.6.2 Efeito do IFN-a e IFN-B na Proliferação Espontânea e Induzida

O aumento de Fas pelos IFN-a e IFN-p poderia de alguma forma estar 

influenciando a proliferação e/ou a apoptose nos doadores normais, e pode-se 

observar que apenas nas amostras sem o estímulo com anti-CD3 os interferons
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determinaram uma diminuição significante na linfoproliferação (IFN-a p=0,0023 e 

IFN-p p<0,0001) (Figura 21).

Figura 21. Linfoproliferação espontânea e induzida por anti-CDZ em PBMC de doadores 
normais. Quantificação da linfoproliferação por meio da incorporação de ^H-timidina em PBMC de doadores 
normais (n= 20) após cultura por 5 dias na presença de 0,2ng/mL de anti-CD3 e 1000U.I./mL de IFN-a-(3.

Estes dados sugerem que na ausência de ativação mitogênica os interferons

teriam um papel anti-proliferativo, podendo ser pró-apoptótico ou não, visto que, a

proliferação induzida por IFN-a (p=0,0032; r=0,71) e IFN-p (p<0,0001; r=0,84) se

correlacionou positivamente com o aumento de apoptose (fragmentação nuclear)

(Figura 22).

A  B
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fragmentação nuclear após 
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Figura 22. Correlação da quantificação de células apoptóticas por microscopia ótica e 
linfoproliferação espontânea em PBMC de pacientes com HAM/TSP. Porcentagem de células 
apresentando fragmentação nuclear quantificadas por microscopia ótica, correlacionadas com a linfoproliferação quantificada por meio da incorporação de ®H-timidina em PBMC de doadores normais após cultura na presença 
de IFN-a (n=15) e IFN-p (n=16).
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4.1.6.3 Efeito do IFN -g e IFN-B na Apoptose Espontânea e Induzida

Em relação à anexina-V observamos que os IFN-a e o IFN-p nâo foram 

capazes de aumentar a marcação com anexina-V espontânea (IFN-a p=0,22; IFN-p 

p=0,14) e induzida por anti-CD3 (IFN-a p=0,29; IFN-p p=0,66) (Figura 23). Por outro 

lado, pudemos observar que o próprio anti-CD3 apresentou um aumento 

estatisticamente significante na marcação com anexina-V (p=0,0003) (Figura 23) e 

apoptose (p=0,021) (Figura 24).

Entretanto, após a estimulação com anti-CD3, embora não tenha apresentado 

efeito na marcação com anexina-V, o IFN-p mostrou um discreto aumento na 

fragmentação nuclear (p=0,068) (Figura 24).

Figura 23. Marcação in  vitro  de Anexina-V após estimulação com anf/-CD3 em PBMC de 
doadores normais. Porcentagem de células positivas para anexina-V quantificadas por citometria de fluxo em 
PBMC de doadores normais (n=20) após 72 h de cultura na presença de 0,2|ig/mL de anf/-CD3 e 1000 U.l./mL de IFN-a e IFN-p.
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Figura 24. Quantificação de células apoptóticas, após estímulo com anti-CDZ, por microscopia 
ótica em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células apresentando fragmentação nuclear 
quantificadas por microscopia ótica após cultivo por 72 h na presença de 0,2ng/mL de anti-CD3 e  1000U.I./mL de 
IFN-a e IFN-(3 (n=16).

De acordo com os linfócitos CD8' e CDB"̂ , observamos um aumento 

significativo de anexina-V nas células TCDB' em relação às TCDB"  ̂ somente no 

controle não estimulado (p=0,00B6) e após o estímulo com anti-CD3 (p=0,0B0), 

independente da ação dos IFN-a e IFN-(3 (Figura 23). Este aumento na marcação 

com anexina-V nas células CDB' parece estar relacionado com o aumento de 

apoptose apenas nos linfócitos T CD4"" não estimulados, visto que, observamos 

correlação entre a marcação com anexina-V nas células CDB' e fragmentação 

nuclear (p=0,014; r=0,17) no controle não estimulado e não após o estímulo com 

anti-CD3 (p=0,22; r=0,33) (dados não mostrados).

Entretanto, pode-se observar que o aumento de anexina apresentou um 

possível artefato na correlação com o aumento de fragmentação nuclear (tratando- 

se de apenas um doador com níveis elevados de apoptose in vitro), tanto após 

estímulo com IFN-a (p=0,030; r=0,58) quanto com IFN-p (p=0,0056; r=0,64) (Figura 

25), demonstrando que a marcação com anexina-V não seria uma técnica confiável 

para verificar o efeito pró-apoptótico desses interferons.
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Figura 25. Correlação da quantificação de células apoptóticas por microscopia ótica e 
marcação in  vitro  de anexina-V em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células positivas 
para anexina-V quantificadas por citometria de fluxo e correlacionadas com a porcentagem de células 
apresentando fragmentação nuclear quantificada por microscopia ótica em doadores normais após estimulação 
in vitro com (A) IFN-a (n=14) e (B) IFN-P (n=17).

Em relação ao papel do Fas na apoptose in vitro, pode-se observar que a 

fragmentação nuclear espontânea se correlaciona positivamente com a expressão 

de Fas ex vivo (p=0,024; r=0,54) (Figura 26) indicando que a via de sinalização pelo 

Fas é importante no processo apoptótico, na ausência de estimulação in vitro, nos 

doadores normais.

% de células com 
fragmentação nuclear ín vitro

Figura 26. Correlação da quantificação de células apoptóticas por microscopia ótica com a 
expressão ex vivo de CD95 em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células positivas para 
CD95 após quantificação por citometria de fluxo correlacionadas com a porcentagem de células apresentando fragmentação nuclear no controle não estimulado em PBMC de doadores normais doadores normais (n=17).



No entanto, após estimulação in vitro com IFN-a e IFN-p, observou-se que 

somente IFN-p apresentou um modesto efeito pró-apoptótico quando foi cultivado 

juntamente com anti-CD3 (Figura 24) e este aumento se correlacionou positivamente 

com a expressão de Fas (p=0,010; r=0,60) (dados não mostrados). Essa correlação 

existe apenas nas células CD8‘ e após estimulação com IFN-p, sugerindo que os 

IFN estariam utilizando vias apoptóticas diferenciadas em subpopulações celulares 

distintas. Na estimulação com IFN-a outras vias Fas-independentes como, por 

exemplo, o TRAIL, poderiam estar implicadas na apoptose in vitro (GHOSH et al., 

2003).
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4.1.6.4 Correlações do Fenótipo Celular Ex Vivo e o Efeito dos IFN-a e IFN-B. na 

Apoptose Espontânea e Induzida

Em relação às respostas diferenciadas entre os IFN do tipo I, observa-se na 

figura 27, que um aumento na população de células TCD4'"CD25'" ex vivo está 

correlacionado negativamente com o efeito pró-apoptótico do anti-CD3+IFN-p 

(p=0,029; r=-0,53) e não do IFN-a, sugerindo que as células TCD4+CD25+ 

(possivelmente células T regulatórias ou Treg) estariam inibindo a apoptose, 

provavelmente em paralelo ao seu efeito anti-proliferativo demonstrado na literatura 

(SAKAGUCHI ef a/., 2001).
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Figura 27. Correlação da marcação com anexina-V in  vitro  e a expressão ex vivo de células 
TCD4*CD25* em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células TCD4"̂ CD25* ex vivo 
correlacionadas com a marcação com anexina-V quantificadas por citometria de fluxo (A) porcentagem de 
células CD8" positivas para anexina-V (n=20) e (B) após estimulação in vitro com 0,2nM de anti-CD3 e 1000 
U.l./mL de IFN-(5 (n=17).

Por outro lado, a expressão ex vivo de HLA-DR esta relacionado com o efeito 

proliferativo (p=0,018; r=0,12) e apoptótico (p=0,037; r=0,84) do IFN-a, sugerindo o 

envolvimento da expressão de HLA-DR, ou da ativação celular na ação do IFN-a 

(Figura 28).
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Figura 28. Correlação da marcação com anexina-V in  vitro  e a expressão ex vivo de HLA-DR 
em PBMC de doadores normais. Porcentagem de células HLA-DR* com (A) porcentagem de células 
apresentando fragmentação nuclear quantificadas por microscopia ótica após estimulação in vitro com 1000 
U.l./mL de IFN-a (n=6) e (B) linfoproliferação quantificada por meio da incorporação de 3H-timidina após 
estimulação in vitro com 1000 U.l./mL de IFN-a (n=10).



4.2 PAPEL DA iNOS NA PROLIFERAÇÃO E APOPTOSE EM INDIVÍDUOS 

INFECTADOS POR HTLV-I.
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A iNOS catalisa a síntese de óxido nitrico (NO) que está envolvido em 

processos inflamatórios e defesa antimicrobiana. Dependendo da sua concentração, 

atividade e tipo celular, o NO pode possuir diversos efeitos em relação a apoptose, 

podendo ser pró- ou anti-apoptótico.

4.2.1 Níveis Ex Vivo de Nitrito (NO2) e Nitrato (NO3)

Para estimar os níveis de óxido nitrico circulante e a atividade enzimática da 

iNOS, foram dosados metabólitos derivados de NO no plasma dos indivíduos 

infectados com HTLV-I. Ao contrário do esperado, foi possível observar níveis mais 

elevados nos pacientes com HAM/TSP (p=0,020) do que na ATL e em 

assintomáticos, os quais se mostraram semelhantes aos doadores normais (Figura 

29).
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Figura 29. Dosagem de NO2/NO3 ex vivo no plasma de indivíduos infectados por HTLV-I.
Quantificação de nitrito e nitrato por meio do método de Griess e Vanádio no plasma de pacientes com HAM/TSP (n=15), ATL (n=23), soropositivos assintomáticos (n=26) e doadores normais (n=20). A barra representa a média de cada grupo.



4.2.2 Regulação in vitro da Linfoproliferação pela iNOS em Indivíduos Infectados por 

HTLV-I

4.2.2.1 Avaliação dos Efeitos do Inibidor de iNOS (L-NMMA) na Proliferação 

Espontânea em Indivíduos Infectados por HTLV-I

Na figura 30 observa-se que o inibidor de iNOS foi capaz induzir uma discreta, 

porém não significante, resposta antiproliferativa em HAM/TSP (p=0,27) e em 

indivíduos assintomáticos (p=0,078). Entretanto, na ATL (p=0,56), o L-NMMA parece 

não apresentar nenhum efeito na atividade proliferativa nestes indivíduos. Em 

relação aos doadores normais obsen/amos que, embora o grupo seja bem 

heterogêneo, o LNMMA apresentou um efeito inibitório maior do que nos indivíduos 

infectados por HTLV-I, porém sem significância estatística (p=0,13).
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Figura 30. Linfoproliferação espontânea em indivíduos infectados por HTLV-I. Quantificação da 
linfoproliferação por meio da incorporação de ^H-timidina em PBMC de pacientes com ATL (n=15), HAM/TSP (n=10), assintomáticos (n=5) e doadores normais (n=17) após cultura por 5 dias na presença de 2mM de L- NMMA.



4.2.2.2 Efeito do Inibidor de iNOS na Proliferação Induzida por Anti-CD3 em 

Indivíduos Infectados por HTLV-I

Avaliou-se se o estímulo com anti-CD3 seria capaz de influenciar a 

proliferação espontânea e/ou a resposta antiproliferativa induzida pelo o inibidor de 

iNOS, e pudemos observar que nos doadores normais (p=0,0011) e nos pacientes 

com ATL (p=0,017) o anti-CD3 foi capaz de aumentar a proliferação, o qual foi 

antagonizado pela a adição de L-NMMA, mostrando uma redução significante na 

proliferação nos doadores normais (p=0,0079), mas não nos pacientes com ATL 

(p=0,35) (Figura 31).
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Figura 31. Linfoproliferação induzida por anti-CDZ em pacientes com ATL e em doadores 
normais. Quantificação da linfoproliferação por meio da incorporação de ^H-timidina em PBMC de pacientes 
com ATL (n=13) e doadores normais (n=12) após cultura por 5 dias na presença de 0,2|xg/mL de anf/-CD3 e de 2nM de L-NMMA.



4.2.3.1 Efeito do L-NMMA na Apoptose Espontânea

Em relação ao possível efeito pró-apoptótico do inibidor de iNOS, 

verificamos um modesto, mas não significativo aumento na marcação com Anexina- 

V  na HAM/TSP (p=0,17), na ATL (p=0,074) e nos doadores normais (p=0,11) (dados 

não mostrados). No entanto, o efeito pró-apoptótico do L-NMMA foi confirmado 

somente nos pacientes com ATL (p=0,0004) como observado por intermédio da 

fragmentação nuclear (Figura 32), de acordo com Sonoki e colaboradores (1999).
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4.2.3 Regulação da Apoptose In V itro  pela iNOS em Indivíduos Infectados por HTLVI

Figura 32. Quantificação de células apoptóticas por microscopia ótica em PBMC de pacientes
com ATL e em doadores normais. Porcentagem de células apresentando fragmentação nuclear 
quantificadas por microscopia ótica em PBMC (A) de pacientes com ATL (n=4) e (B) doadores normais (n=18) após cultura com 2|iM de L-NMMA.

4.2.3.2 Avaliação do Efeito do L-Nmma na Apoptose Após Estimulação In Vitro com 

anti-CD3

Buscou-se avaliar se a co-estimulação com anti-CD3 teria alguma influência 

na resposta apoptótica do inibidor de iNOS e pode-se observar que, assim como na 

resposta proliferativa, o L-NMMA parece não ter nenhuma influência no efeito do



anti-CD3 na ligação de Anexina-V nos pacientes com ATL (p=0,87). Porém, em 

doadores normais o efeito anti-proliferativo não está correlacionado (p=0,73) com o 

aumento de apoptose, pelo menos enquanto à exposição de fosfatidilserina na 

membrana celular (dados não mostrados).

Na Figura 33 observa-se que em pacientes com ATL e em doadores normais 

(p=0,021), o estímulo com anti-CDZ aumentou a fragmentação nuclear confirmando 

seu efeito pró-apoptótico. Após a co-estimulação com L-NMMA houve um efeito 

sinérgico significante em resposta ao anti-CD3 (p=0,063) na maioria dos doadores 

normais (12/20), enquanto que uma minoria (4/20) mostrou um efeito antagônico.
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Figura 33. Quantificação de células apoptóticas, após estímulo com anti-CDZ, por microscopia 
ótica em PBMC de pacientes com ATL e em doadores normais. Porcentagem de células 
apresentando fragmentação nuclear quantificadas por microscopia ótica em PBMC de pacientes com ATL (n=2) 
e doadores normais (n=17) após cultura por 72 h com 0,2 nM de anti-CD3 e 2 nM de L-NMMA.



4.2.4 Níveis de Nitrato (NO3) In Vitro Após Estímulo In Vitro com Anti-CD3, IFN-a, 

IFN-p e L-NMMA

Com dosagens dos metabólitos derivados de óxido nitrico no sobrenadante, 

pode-se observar surpreendentemente que o estímulo com anti-CD3 foi capaz de 

aumentar a quantidade de nitrato no sobrenadante dos doadores normais (p=0,059) 

e estatisticamente significante nos pacientes com HAM/TSP (p=0,0087), sugerindo 

que um subgrupo de doadores normais estaria apresentando efeito in vitro 

semelhante ao comportamento celular dos pacientes com HAM/TSP (Figura 34).

Em relação ao IFN-p observou-se um aumento de nitrato (p=0,0061) nos 

pacientes com HAM/TSP, provavelmente em conseqüência da indução da iNOS 

pelo IFN-p, mas não pelo IFN-a, corroborando com um maior efeito do IFN-p na 

indução de outros genes STAT-1 dependentes (Fas e CD86).
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Figura 34. Dosagem de NO2/NO3 após estimulação in  vitro. Quantificação de nitrito e nitrato pelo 
método de Griess e Vanádio no sobrenadante após cultura in vitro estimulados com 0,2nM de anti-CD3, com 
1000 U.l./mL de IFN-a e de IFN-(5 e 2nM de L-NMMA de (A) pacientes com HAM/TSP (anti-CD3 n=4, IFN-a n=6, 
IFN-p n=10 e L-NMMA n=1) e (B) doadores normais (anti-CD3 n=11, IFN-a n=9, IFN-p n=9 e L-NMMA n=8).
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5 DISCUSSÃO

Os interferons são envolvidos principalmente por sua atividade antiviral, 

entretanto, também apresentam importante ação pró-apoptótica, anti-proliferativa e 

imunomodulatória. Nas patologias associadas ao HTLV-I, os IFN-a e IFN-p 

apresentam um efeito terapêutico benéfico, porém seus mecanismos de ação ainda 

permanecem pouco esclarecidos, o que torna importante a identificação de 

possíveis marcadores biológicos da eficácia destes interferons.

Brito-Melo e colaboradores (2004) mostraram um aumento na porcentagem 

de linfócitos T CD8"̂  ativados (HLA-DR"^) e uma diminuição nas células B (CD19^) 

circulantes levando a um aumento na razão entre as células T/B o que poderiam ser 

considerados importantes marcadores ímunológicos da infecção, visto que os 

pacientes com HAM/TSP apresentaram níveis bem mais elevados em comparação 

aos indivíduos assintomáticos e doadores normais. Em concordância com estes 

dados, nós também pudemos observar que, nos pacientes com HAM/TSP, houve 

uma diminuição na porcentagem de células B (CD19" )̂ correlacionada com o 

aumento do tempo de doença. Em contraste, nos pacientes com ATL, as células B 

parecem preservadas, enquanto diminuem os níveis de células citotóxicas CDS"̂  e 

NK (CD56" )̂, favorecendo a hipótese de que outras subpopulações linfocitárias, além 

das células T, teriam um papel na patogênese de HAM/TSP e ATL. Por outro lado, 

dentro da subpopuíação de células B, o que chama atenção são as diferenças entre 

a expressão de CDSO e CD86, como já havia sido observado na esclerose múltipla 

com aumento de CDBO e HLA-DR nas células B nas fases exacerbadas, mas nâo na 

fase estável da doença (GENÇ et al., 1997).



Nos pacientes com HAM/TSP, o CD80 mostrou correlação significativa com a 

escala de Kurtzke nos linfócitos totais e principalmente dentro da subpopuíação de 

células B, indicando que esta molécula estaria associada com a progressão da 

doença e piora clínica nestes indivíduos. Além disso, foi observada uma expressão 

elevada dessa molécula em mulheres quando comparado aos homens, semelhante 

ao observado na esclerose múltipla o que pode estar relacionado também com risco 

aumentado das mulheres infectadas desenvolverem HAM/TSP (2,5.1 a 3:1) 

(PROIETTI et al., 2005). Em contraste com o CDBO, o CDB6 parece estar mais 

associado a um bom prognóstico clínico na HAM/TSP, sendo que a sua expressão 

em monócitos correlaciona negativamente com a escala de Kurtzke (p=0,016 r=-

0,70) corroborando os resultados de Genç e colaboradores em 1997. Esses dados 

sugerem que além de o CDBO e o CDB6 serem bons marcadores da evolução 

clínica, pode ser considerado marcadores da resposta terapêutica ao IFN-p.

Nas patologias associadas ao HTLV-I, o IFN-a vem sendo utilizado 

extensivamente no tratamento de ATL, (HERMINE et a l, 1995; MATUTES et a l, 

2001; MAHIEUX e HERMINE, 2005) e no tratamento de HAM/TSP (IJICHI et a l, 

1995; IZUMO et a l, 1996) enquanto que o IFN-P que é preferencialmente utilizado 

no tratamento de esclerose múltipla (ARBIZU et al., 2000; Ll et al., 2001; OSSEGE 

e ta l, 2001), foi introduzido recentemente no tratamento da HAMTSP, demonstrando 

uma melhora em algumas funções motoras e ausência de significante progressão 

clínica (OH et a l, 2005). Neste ensaio clínico, o IFN-p além de reduzir a expressão 

RNAm de tax e a freqüência de células CDB^ específicas para HTLV-I, também foi 

capaz de diminuir a linfoproliferação (OH et a l, 2005) o que corrobora os dados 

obtidos nesta pesquisa, in vitro, em que o IFN-p, mas não o IFN-a, apresentou um 

marcante efeito antiproliferativo, em pacientes com HAM/TSP, significantemente
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maior do que em pacientes com ATL, em indivíduos assintomáticos e em doadores 

normais, confirmando uma resposta diferenciada do IFN-p in vitro, como também já 

tiavia sido observado na esclerose múltipla (VAN W EYENBERGH et al., 1998). 

Contrastando com os resultados obtidos, clones de células T de pacientes com 

HAM/TSP foram resistentes ao efeito antiproliferativo do IFN-(3 (SMITH et a l, 1999). 

No entanto, pode-se sugerir que o uso de PBMC ex vivo seria mais próximo das 

condições fisiológicas nos pacientes, em comparação com clones de células T 

gerados in vitro.

Esse efeito anti-proliferativo do IFN-p, in vitro, pode ser clinicamente 

relevante, visto que, observa-se uma correlação positiva da incorporação de Ĥ 

timidina (cpm) com a escala de Kurtzke nos pacientes com HAM/TSP. Por outro 

lado, o efeito antiproliferativo do IFN-p, in vivo, poderia ser reflexo de uma atividade 

pró-apoptótica nestes indivíduos, já que os interferons, principalmente os IFN do tipo

I, são capazes de aumentar a expressão de Fas ex vivo em pacientes com 

HAM/TSP, ATL e em doadores normais (Figura 10). Novamente, o efeito do IFN-p foi 

maior do que o IFN-a no aumento de Fas, tanto na HAM/TSP quanto na ATL.

A  elevada expressão de Fas, ex vivo, observada na HAM/TSP se 

correlacionou negativamente com o tempo de doença nestes pacientes, sugerindo 

que a expressão de Fas estaria atuando nas fases iniciais dessa patologia (Figura 

3), concordando com os dados anteriormente publicados sobre o envolvimento do 

Fas na HAM/TSP, onde demonstraram que a expressão constitutiva do mRNA de 

Fas e FasL detectada na medula espinhal poderia estar indicando o envolvimento de 

Fas e FasL no processo inflamatório no sistema nervoso central desses pacientes 

(UMEHARA ef a/., 2001).
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Contudo, o efeito antiproliferativo e no aumento de Fas do IFN-p parece não 

estar relacionado com a apoptose em pacientes com HAM/TSP, pois apesar de ter 

sido observado um leve aumento na marcação com anexina-V, não foi confirmado 

pelas análises de fragmentação nuclear por meio de ELISA e lâminas coradas com 

HE. Corroborando os dados obtidos, Furukawa e colaboradores (2000) observaram 

que a exposição de fosfatidilserina e marcação com anexina-V em células B (CD19" )̂ 

não refletiu uma resposta pró-apoptótica nos pacientes com HAM/TSP, indicando 

que a exposição de fosfatidilserina pode não ser um evento exclusivo do processo 

apoptótico, mas ser conseqüência de um dano reversível na membrana plasmática 

dos linfócitos podendo criar um sítio de coagulação e inflamação e contribuir para 

complicações nessas patologias. Portanto, o aumento observado na marcação com 

anexina-V pode ser um evento associado à ativação da enzima escramblase 

independente da apoptose, visto que, já foi demonstrado em linfócitos normais que 

um aumento de cálcio citossólico pode levar a exposição de fosfatidilserina via 

escramblase (WILLIAMSON et al., 2001), assim como a sua regulação pelo IFN-a 

via STAT-1 (ZHAO et a l, 2005) sugerindo que a marcação com anexina-V ex vivo 

pode estar mais correlacionada com a produção dos IFN-a e IFN-p in vivo e não 

com apoptose.

Por outro lado, o IFN-p, mas não o IFN-a mostrou-se estatisticamente 

significante no aumento da marcação com anexina-V e aumento de caspase-3 

ativada nos pacientes com ATL, indicando a participação do IFN-p nos eventos 

iniciais da morte celular por apoptose nestes pacientes. Entretanto, ainda existem 

muitos dados conflitantes sobre os efeitos dos interferons tipo I, no que diz respeito 

a sua atividade pró- ou anti-proliferativa e apoptótica, in vivo e in vitro.
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Embora os IFN-a e IFN-(3 se liguem ao mesmo receptor celular, o IFNAR 

(receptor de IFN do tipo I), que ativa a via de transdução de sinal Jak/STAT (Janus 

Kinase associada ao receptor/ativador da transcrição e transdutor de sinal) 

(SAMUEL, 2001), existem diferenças moleculares e farmacocinéticas entre os IFN 

do tipo I. Por exemplo, a maior capacidade do IFN-p de fosforilar STAT-1, 

comparado com o IFN-a é associada a maior capacidade pró-apoptótica in vitro em 

células de sarcoma de Ewing (SANCÉAU et al., 2000).

Existem muitas moléculas (genes) de sinalização que são preferencialmente 

ativadas pelo IFN-p e não pelo IFN-a, como recentemente revisado por Rani e 

Ransoho (2005), as quais estariam reforçando a hipótese levantada neste trabalho 

de que o IFN-p estimula cascatas moleculares diferentes e talvez fosse mais eficaz 

como alvo terapêutico. Dentre estas moléculas ativadas pelos IFNs, pode-se citar o 

TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) que foi selecionada recentemente 

como possível marcador do tratamento pelo IFN-p na esclerose múltipla 

(WANDINGER et a l, 2003). De acordo com Chawla-Sarkar e colaboradores (2001), 

o IFN-p, mas não o IFN-a, é capaz de induzir a expressão de mRNA do TRAIL, 

tornando as células de melanoma susceptíveis à apoptose. Por outro lado, foi 

demonstrado em linhagens celulares leucêmicas que IFN-a induz apoptose 

dependente de TRAIL apenas em conjunto com AZT (GHOSH et a l, 2003), embora 

não tenha sido verificado o efeito do IFN-p nessas linhagens celulares.

O anti-CD3 é uma molécula conhecida por suas atividades mitogências em 

linfócitos T, podendo promover um superestímulo levando à morte por apoptose 

caracterizada como morte celular induzida por ativação (AlCD). Nas patologias 

associadas ao HTLV-I, o anti-CD3 foi mostrado in vitro como potenciaiizador da
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AlCD nas células T, após Interação com monócitos infectados, diminuindo assim a 

quantidade de células auto-reativas (WAKAMATSU etal., 1999).

O anticorpo monoclonal CDS apresenta, em geral, capacidade de induzir 

tolerância imune antígeno-específica na ausência de uma atividade 

imunossupressora crônica (CHATENOUD, 2006). Formas modificadas do anti-CDS 

tem sido referidas como possíveis indutores de tolerância em transplantes e auto

imunidade, assim como na diabete do tipo 1, onde foi observado um efeito 

modulatório do anti-CDS envolvendo a indução de células TCD8+CD25+ regulatórias 

(BISIKIRSKA et al., 2005). Um outro estudo in vivo demonstrou que o tratamento 

com anti-CDS por via oral, foi capaz de suprimir a resposta auto-imune na 

encefalomielite por intermédio da indução de células T CD4+CD25+, demonstrando 

uma eficácia clinica nesse modelo murino de doença neurodegenerativa (OCHI et 

a l, 2006).

Por outro lado, foi demonstrado no tratamento de leucemia linfocítica crônica, 

que a estimulação in vitro com anti-CDS proporciona um decréscimo no número de 

células B leucêmicas concomitantemente ao aumento de células T ativadas (com 

potente atividade anti-leucêmica in vitro) (BONYHADI et al., 2005).

Contudo, esses achados sugerem que o anti-CDS poderia ser testado como 

ferramenta terapêutica nas patologias associadas ao HTLV-I, considerando-se a 

possibilidade do uso combinado com IFN ou outras drogas imunomodulatórias visto 

que se pode verificar um efeito proliferativo e pró-apoptótico do anti-CDS in vitro em 

pacientes com HAM/TSP, ATL e em doadores normais, observado pela marcação 

com anexina V  e confirmado pela fragmentação nuclear. Este efeito pró-apoptótico 

poderia ocorrer pela indução de morte celular induzida por ativação (AlCD) como 

descrito anteriormente, em doadores normais, por Tretter e colaboradores. (1998).
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Entretanto, seus mecanismos de ação também precisam ser elucidados uma 

vez que o anti-CD3 pode apresentar um efeito pró- ou anti-proliferativo a depender 

do perfil imune de cada individuo, o que torna necessário uma possível avaliação 

pré-clinica {in vitro), com o intuito de cliegar a um esquema terapêutico 

personalizado.

A  NO sintase induzivel (iNOS) e seu possível efeito anti-apoptótico foi descrita 

inicialmente em clones de células T isolados de pacientes com Leucemia de células 

T no Adulto (ATL) (SONOKI et a i, 1999; MORI et a i, 1999), observando-se 

semelhança com o que é observado em linhagens de células isoladas de pacientes 

com Leucemia de células B (ZHAO et a i, 1998); com isto foram abertas novas 

perspectivas terapêuticas baseadas na utilização de inibidor seletivo de iNOS.

Os resultados desta pesquisa demonstram níveis elevados de metabólitos 

derivados de óxido nitrico no plasma de pacientes com HAM/TSP quando 

comparado com assintomáticos, pacientes com ATL e doadores normais, o que 

poderia representar uma maior atividade biológica da iNOS nesses pacientes, em 

contraste com os dados obtidos anteriormente. Na dissertação de mestrado da 

autora, foi observado aumento de mRNA de iNOS nos indivíduos assintomáticos 

comparados com HAM/TSP, sugerindo que a regulação pós-transcripcional da 

ÍNOS, ou a presença de outras isoformas da NO sintase (nNOS e eNOS), poderiam 

estar provocando o aumento de nitrato no plasma desses pacientes (ALDERTON et 

a l, 2001).

Entretanto, Maloney e colaboradores (2000) mostraram uma diminuição dos 

níveis de nitrito/nitrato no líquido cefalorraquidiano em pacientes com HAM/TSP, 

sem influenciar a ativação imune do sistema nervoso central, indicando que os
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níveis de nitrito/nitrato não apresentam correlação com o quadro clínico nesses 

pacientes.

Em relação à possível atividade pró-apoptótica da iNOS, observa-se que o 

inibidor de iNOS (L-NMMA) não determinou ação anti-proliferativa nem pró- 

apoptótica significante nos pacientes com HAM/TSP e assintomáticos; no entanto, 

mostrou-se pró-apoptótico nos pacientes com ATL, de acordo com os dados 

publicados por Sonoki e colaboradores (1999). Nos doadores normais, o L-NMMA, 

foi anti-proliferativo após estimulação in vitro com anti-CD3, mas não apresentou 

correlação com o aumento da capacidade pró-apoptótica.

Por outro lado, sem estimulação in vitro, não foram encontrados níveis 

detectáveis de nitrito/nitrato nos sobrenadantes de HAM/TSP e ATL. Porém, 

surpreendentemente, foram detectados níveis significantes de nitrito/nitrato in vitro 

após estimulação com anti-CD3 nos pacientes com HAM/TSP e nos doadores 

normais. Mais surpreendentemente ainda, em 2/20 doadores normais e em 1 

paciente com HAM/TSP, foram detectados níveis elevados de NO após a 

estimulação com o L-NMMA, o que demonstra uma discrepância frente ao efeito do 

L-NMMA nos indivíduos infectados e doadores normais. Considerando a recente 

demonstração da presença de eNOS após estimulação via ligação TCR-CD3 dos 

linfócitos T (IBIZA et al., 2006) e sabendo que o L-NMMA é um inibidor seletivo da 

ÍNOS, este efeito diferenciado do L-NMMA pode ser decorrente da potencialização 

da eNOS.

Contudo, o papel do NO na regulação das células T ainda permanece 

controverso em diversas patologias e a iNOS parece não ser alvo terapêutico nas 

patologias associadas ao HTLV-I.
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6 CONCLUSÕES

• O aumento na expressão ex vivo de HLA-DR e Fas em pacientes com HAM/TSP 

e a significante correlação positiva entre ambos, sugere uma maior ativação 

linfocitária nos pacientes com HAM/TSP.

• Expressão elevada de CDSO ex vivo em linfócitos B nos pacientes HAM/TSP, 

estaria associada com a progressão da infecção e/ou uma piora clínica nestes 

pacientes e poderia ser usado como marcador clínico de mau prognóstico.

• IFN-p poderia estar ligado ao aumento in vivo do CD86, o qual se correlaciona 

com melhor quadro clínico nos pacientes com HAM/TSP e a expressão ex vivo 

de CD86 em linfócitos B e monócitos poderia usado como marcador clínico de 

bom prognóstico.

• IFN-p apresentou um maior efeito anti-proliferativo in vitro do que o IFN-a na 

proliferação espontânea e induzida (HAM/TSP e ATL) e aumentou a ativação 

significativamente de caspase-3 em pacientes com ATL, sugerindo uma maior 

eficácia clinica do que o IFN-a

• O IFN-p induz NOx in vitro em pacientes com HAM/TSP, porém o inibidor de 

iNOS não apresentou efeito anti-proliferativo e/ou pró-apoptótico in vitro nos 

pacientes com HAM/TSP e ATL.
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De acordo com nossos resultados, podemos sugerir medidas terapêuticas futuras 

com o uso combinado de IFN-(5, podendo substituir o IFN-a, pelo efeito anti

proliferativo, e o anti-CDS, por sua atividade pró-apoptótica.
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ANEXO B - Caracteristicas estruturais e funcionais da familia das Caspases

la b k  1. Stnictural and functii>nai characteristics o f cysteine endo[>eptidases o f tlie caspase family^
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Fonte: Philchenkov A. J. Cell. Mol. Med. v. 8, n. 4, 2004.
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ANEXO C - Características dos Pacientes com HAÍVI/TSP

Anfiostras Sexo Idade Tempo de doença Escala KURTZKE

01 M 51 4 anos K4

02 M 40 4 anos K4

03 F 40 4 anos K3

04 F 63 11 anos K6

05 F 35 - -

06 36 3 anos K5

07 F 40 2 anos K6

08 F 60 - -

09 44 4 anos K4

10 F 40 - -

11 53 - K3

12 F 45 - -

13 59 3 anos K4

14 F 60 - K5

15 38 1 ano -

16 F 59 10 anos -

17 F 56 - -

18 F 49 1 ano K4

19 M 57 1 ano K6

20 F 49 2 anos -

21 M 60 10 anos -

22 M 46 1 ano -

23 M 50 - -

24 F 50 4 anos -

25 F 62 - -

Fonte: Fundação de Neurologia e Neurocirurgia da Bahia (FNN)
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ANEXO D - Características dos Pacientes com ATL

Amostras Sexo Idade Tempo de doença Manifestação clínica

01 F 52 10 anos e 6 meses Smoldering

02 F 47 1 ano e 8 meses Leucemia aguda/ dermatite

03 F 52 3 anos e 9 meses Leucemia crônica/DIH

04 M 45 9 meses Leucemia aguda

05 F 47 9 meses Leucemia aguda

06 M

07 F 56 1 ano e 3 meses Leucemia/linfoma/DIH

08 F Leucemia aguda

09 F Leucemia/linfoma/DIH

10 M 25 15 anos e 8 meses Leucemia aguda

11 M 70 3 anos e 6 meses Smoldering

12 F 50 6 anos e 8 meses Smoldering

13 F 79 11 anos Smoldering/DIH

14 M 21 10 anos e 5 meses Smoldering

15 F 10 anos e 7 meses Smoldering

16 F 40 5 anos e meses Leucemia/linfoma/DIH

17 M 64 1 ano Leucemia aguda

18 M 76 3 anos 6 meses Smoldering

19 F

20 M 64 2 anos e 9 meses Smoldering

21 F 63 2 anos e 3 meses Smoldering

22 F

23 M 45 5 anos e 2 meses Smoldering

24 F 8 anos e 4 meses Smoldering/DIH

26 M 4 meses Leucemia aguda/DIH

27 F DIM

28 M 50 11 meses Smoldering

29 F 43 10 meses Leucemia/linfoma

30 M 64 2 anos e 9 meses Smoldering

31 M 35 10 meses Smoldering

Fonte: Hospital Universitário Professor Edgard Santos (HUPES)
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ANEXO E - Anticorpos nnonoclonais conjugados a fluorescência FITC, PE ou PerCP 

para marcação de moléculas de superfície

Anticorpo Clone Companhia Marcação

igG i 679.1MC7 Immunotech Isotipo controle

lgG2a RS5-95 BD PharMingen Isotipo controle

anti-CDS UCHT1 BD PharMingen Linfócitos T

anti-CD4 RPA-T4 BD PharMingen Linfócitos T CD4+

anti-CDS RPA-T4 BD PharMingen Linfócitos T CD8+

anti-CD19 407 BDIS-San Jose Linfócitos B

anti-CD56 N901 Immunotech Células T NK

anti-HLA-DR L24S BD PharMingen Ativação celular

anti-CD25 M-A251 BD PharMingen Ativação celular / 
Células T regulatórias

anti-CD80 MAB 104 Immunotech Co-estimulação

anti-CD86 IT2.2 BD PharMingen Co-estimulação

anti-CLA HECA-452 BD PharMingen Linfócitos cutâneos

anti-CD95 DX2 BD PharMingen Sinalização da apoptose

anti-CD95L NOK-1 BD PharMingen Sinalização da apoptose

anti-TRAIL RIK-2 BD PharMingen Sinalização da apoptose

Anexina-V Bender Medsystems Fosfatidilserina

Caspase-S ativa BD PharMingen Apoptose

Fonte; diversas
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ANEXO F Escala de Kurtzke

Kurtzke Expanded Disability Status Scale
0.0 Normal neurological examination
1.0 No disability, minimal signs in one FS
1.5 No disability, minimal signs in more than one FS
2.0 Minimal disability in one FS
2.5 Mild disability in one FS or minimal disability in two FS
3.0 Moderate disability in one FS, or mild disability in three or four FS. Fully ambulatory
3.5 Fully ambulatory but with moderate disability in one FS and more than minimal 

disability in several others
4.0 Fully ambulatory without aid, self-sufficient, up and about some 12 hours a day despite 

relatively severe disability; able to walk without aid or rest some 500 meters
4.5 Fully ambulatory without aid, up and about much of the day, able to work a full day, 

may otherwise have some limitation of full activity or require minimal assistance; 
characterized by relatively severe disability: able to walk without aid or rest some 300 
meters.

5.0 Ambulatory without aid or rest for about 200 meters; disability severe enough to impair 
full daily activities (work a full day without special provisions)

5.5 Ambulatory without aid or rest for about 100 meters; disability severe enough to 
preclude full daily activities

6.0 Intermittent or unilateral constant assistance (cane, crutch, brace) required to walk 
about 100 meters with or without resting

6.5 Constant bilateral assistance (canes, crutches, braces) required to walk about 20 
meters without resting

7.0 Unable to walk beyond approximately five meters even with aid, essentially restricted to 
wheelchair; wheels self in standard wheelchair and transfers alone; up and about in 
wheelchair some 12 hours a day

7.5 Unable to take more than a few steps; restricted to wheelchair; may need aid in 
transfer; wheels self but cannot carry on in standard wheelchair a full day; May require 
motorized wheelchair

8.0 Essentially restricted to bed or chair or perambulated in wheelchair, but may be out of 
bed itself much of the day; retains many self-care functions; generally has effective use 
of arms

8.5 Essentially restricted to bed much of day; has some effective use of arms retains some 
self care functions

9.0 Confined to bed; can still communicate and eat.
9.5 Totally helpless bed patient; unable to communicate effectively or eat/swallow
10.0 Death
Fonte: Kurtzke, JF. 1983
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ANEXO G - Termo de Consentimento

Eu, ____________________________________________________________________ ,
fui informado de que este estudo é uma pesquisa e que seu objetivo é determinar 
fatores que influenciam o desenvolvimento das doenças associadas ao vírus HTLV-I.

A participação neste estudo prevê a doação de 20 ml de sangue (voluntários e 
pacientes). Este volume de sangue será utilizado para a realização de exames 
laboratoriais, como pesquisa de anticorpos contra HTLV-I e II, análise genética do 
vírus e análise do perfil celular.

Os possíveis desconfortos e riscos inerentes a este procedimento são aqueles 
relacionados com a retirada de sangue, que podem ser: dor local, e, mais raramente 
uma infecção. Este é um procedimento médico de rotina e todos os cuidados 
apropriados serão tomados.

Os resultados deste estudo serão discutidos comigo e considerados confidenciais. 
Esses resultados serão divulgados na forma de comunicação científica, não 
permitindo a identificação individual dos participantes.

Minha participação neste estudo é inteiramente voluntária, e eu sou livre para 
recusar participar do estudo, ou me retirar em qualquer época após seu inicio, sem 
afetar ou prejudicar o cuidado médico que devo receber.

A  Dra. Achiléa Bittencourt discutiu comigo esta informação e eu tive a possibilidade 
de fazer perguntas. Se eu tiver novas perguntas eu poderei contactá-la pelo telefone 
339-6335, ou contactar com o pesquisador responsável pelo estudo Dr. Johan Van 
Weyenbergh, pelo telefone 356-4320 (r264).

Recebi uma cópia deste formulário e tive a oportunidade de tê-lo.

Por ser verdade, consinto voluntariamente em participar deste estudo, permitindo 
que o procedimento descrito acima seja realizado em minha pessoa.

Salvador/ BA,____d e ___________________ , 20

Assinatura do paciente Número

Médico Assistente (ou Pesquisador Responsável)
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