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Resumo

O virus linfotrépico de de células T humanas do tipo I (HTLV-I) esta associado
com diversas patologias como a Dermatite infecciosa associada ao HTLV-I (DIH) ¢ um
tipo de eczema infectado e recidivante que incide em criancas que adquirem
verticalmente a infeccdo pelo HTLV-I, podendo evoluir para a Leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATL), e a Paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao
HTLV-1 (HAM/TSP), caracterizadas por acometerem individuos infectados na idade
adulta. O gene viral tax, codifica uma proteina de 40kD responsavel pela ativagdo
transcricional do 5'LTR do HTLV-I e considerada tradicionalmente a principal indutora
das etapas iniciais da patogénese viral, pois ¢ capaz de estimular a proliferacdo dos
linfocitos infectados e inibir a apoptose, porém € o principal antigeno imunodominante,
tornando-se alvo das células TCDS'. O gene HTLV-I basic leucine zipper (HBZ)
transcreve-se em sentido contrario ao outros genes virais, produzindo dois transcritos
(HBZ-SI e HBZ), que sdo consistentemente encontrados em células ATL e alvo de
diversos estudos atualmente, nos quais verificou-se que a proteina codificada por este
gene tem participacdo da inibi¢do da transativacdo mediada por Tax, e que 0 mRNA
passa a mediar a proliferacdo dos linfocitos T infectados. Pela técnica de PCR em tempo
real, verificou-se que em 32 pacientes de DIH e em 08 portadores assintomaticos de
HTLV-I, houve a expressao de HBZ-SI, HBZ e fax, sendo que nos pacientes de DIH,
HBZ-SI e HBZ apresentaram valores de expressdo maiores que os valores de fax e que
de forma inesperada, houve uma correlagdo positiva na expressdo dos transcritos do
gene HBZ com o gene tax, indicando que os pacientes que tem altos niveis de HBZ tem

altos niveis de tax.



Abstract

The lymphotropic virus Human T cell type I (HTLV-I) is associated with
various pathologies such as infectious dermatitis associated with HTLV-I (IDH) is a
type of eczema and recurrent infection that affects children vertically infected HTLV-I
and can progress to leukemia/lymphoma adult T cell (ATL) and tropical spastic
paraparesis associated myelopathy HTLV-I (HAM/TSP) a characteristic that
compromises infected individuals in adulthood. The tax viral gene, encodes a protein of
40kD responsible for transcriptional activation of the S5LTR of HTLV-I and
traditionally considered the main inducer of the early steps of viral pathogenesis, since
it is able to stimulate the proliferation of infected lymphocytes and inhibit apoptosis, but
is the major immunodominant antigen, becoming the target of CD8" T cells. The gene
HTLV-I basic leucine zipper (HBZ) is transcribed in the opposite direction to the other
viral genes, producing two transcripts (HBZ-SI and HBZ), which are consistently found
in ATL cells and the target of several ongoing studies, in which there that the protein
encoded by this gene participates in the inhibition of transactivation mediated by Tax
and that the mRNA begins to mediate the proliferation of infected T lymphocytes. By
PCR in real time, it was found that in 32 patients with IDH and 08 asymptomatic
HTLV-I, there was expression of HBZ-SI, HBZ and fax, and in patients of IDH, HBZ-
SI and HBZ showed expression values higher than those of fax and unexpectedly, there
was a positive correlation in expression of gene transcripts HBZ with the tax gene,

indicating that patients who have high levels of HBZ has high levels of rax.
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1. Introducao

1.1 HTLV-I

O virus linfotropico para células T humano tipo I (HTLV-I) é um retrovirus que
pertence ao género Deltaretrovirus, subfamilia Orthoretrovirinae e foi descrito apos ser
isolado de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de um paciente com

linfoma cutaneo. (Poiesz et al., 1980).

O HTLV-I é um retrovirus envelopado, que possui no interior do seu capsideo duas
copias de RNA associadas a uma molécula de RNA transportador (tRNA) que atua
como iniciador para a sintese de DNA proviral. Além disso, contém ainda as enzimas
transcriptase reversa, integrase e protease (Romanos ef al., 2000). O genoma do virus
apresenta 9,03Kb e possui os genes gag, pol, env e a regido pX que sdo flanqueados por
duas sequéncias terminais repetitivas (long terminal repeats — LTRs). A regido pX ¢
caracteristica do HTLV-1 e contém os genes que codificam para as proteinas virais Tax,
rex, HTLV-I bZIP factor (HBZ), p12, p13, p30 e p21 que estdo relacionadas com a
patogénese viral (Matsuoka & Jeang, 2007).

Estima-se que no mundo cerca 15 a 20 milhdes de pessoas sejam portadoras do
HTLV-I. Sdo consideradas areas de alta endemicidade para esse retrovirus o sudoeste
do Japdo, a América do Sul, a Africa equatorial e algumas ilhas do Caribe (Jamaica e
Trinidad-Tobago) (Catalan-Soares et al., 2001). Nas mulheres, a taxa de infeccdo foi
estimada em 2% e nos homens em 1,2% (Catalan-Soares & Proietti et al, 2006). No
Brasil, o ntimero de individuos infectados pelo HTLV-I ¢ de aproximadamente 2,5
milhdes sendo detectadas as maiores prevaléncias de infeccdo em amostras de banco de
sangue nos estados da Bahia e do Maranhdo (Carneiro-Proietti ef al., 1998; Catalan-
Soares et al, 2005). Na populagdo geral de Salvador, foi observada uma taxa de
infec¢do pelo HTLV-I de 1,74% (Dourado et al., 2003), que afeta principalmente a

individuos afro-descendentes e de baixa renda.

A principal via de transmissdo do HTLV-1 é de mae para filho através da
amamentacdo. A transmissdo por via transplacentaria também ¢ possivel. O HTLV-1

também pode ser transmitido por via horizontal, por contato sexual sem protecdo com
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um portador ou parenteral, por transfusdo de sangue contaminado e através

compartilhamento de material perfuro-cortante contaminado (Manns et al., 1999).

1.2 Doencas associadas ao HTLV-I

O HTLV-I esta associado a diversas doengas dentre elas a leucemia/linfoma das
células T do adulto — (ATL) (Shimoyama et al., 1991), a mielopatia associada ao
HTLV-I/paraparesia espastica tropical — (HAM/TSP) (Osame et al., 1986) e dermatite
infecciosa associada ao HTLV-I — (DIH) (La Grenade et al., 1990). E importante
destacar que a maior parte dos portadores do HTLV-I permanecem assintomaticos
(Soares et al., 2000) e que ainda ndo se conhecem os fatores que levam um portador
assintomatico manifestar doenca (Jeffery et al., 1999). Na Bahia, observam-se todas
estas patologias causadas pelo HTLV-I (Bittencourt et al., 2007; Oliveira et al., 2005;
Primo et al., 2005).

A ATL ¢ uma forma muito agressiva de neoplasia da célula T (geralmente
CD4+) resistente a quimioterapia e geralmente fatal que ocorre predominantemente na
idade adulta. A diversidade das manifestacdes clinicas da ATL determinou a subdivisdo
da doenga em cinco subtipos clinicos — agudo, linfomatoso, cronico, indolente
(smoldering) e tumoral primario de pele com caracteristicas proprias (Shimoyama et al,
1991; Bittencourt et al., 2007). As formas, aguda, linfoma e tumoral primaria de pele
sd0 mais agressivas e tém pior prognostico. A ATL desenvolve-se em aproximadamente
2 — 5% dos pacientes infectados pelo HTLV-I, os quais se encontram na idade adulta
com média de idade de 50 anos. (Arisawa et al., 2000). Os fatores que determinam o
desenvolvimento dessa patologia nesta percentagem de portadores ainda sdo
desconhecidos. Além disso, também nao se conhecem os fatores que determinam a
manifestagdo de uma ou outra forma clinica. Na Bahia, a ATL corresponde a 33% dos
casos diagnosticados de linfomas T em geral e os pacientes adquirem o virus

principalmente por via vertical, através da amamentacdo. (Barbosa et al, 1997).

A HAM/TSP desenvolve-se em aproximadamente 4% das pessoas infectadas
com o HTLV-I (Orland et al., 2003) e mais freqiiente no género feminino. A media da
idade de inicio da doenga ¢ de 46 anos (Moreno-Carvalho et al., 1992; Nakagawa,

1995). A HAM/TSP ¢ uma doenca inflamatoria crénica na qual ocorrem lesdes no
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sistema nervoso central. O quadro clinico corresponde a paraparesia espastica cronica e
progressiva, envolvendo principalmente o trato piramidal (reflexos exaltados nos
membros inferiores, clonus e sinal de Babinski), com fraqueza proximal nos membros
inferiores, bexiga neurogénica e lombalgia (Nakagawa, 1995). Segundo a Organizagdo
Mundial da Satde (OMS), o quadro clinico e a presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no
soro e no liquor sdo considerados critérios essenciais para o diagnéstico da HAM/TSP
(Osame et al, 1986; Primo et al, 2005). Estudos demonstraram a carga proviral do
HTLV-I no sangue periférico em pacientes com HAM/TSP ¢ significativamente maior

que nos portadores assintomaticos (Kira ez al., 1991).

A DIH foi descrita na Jamaica (Sweet et al., 1966) ¢ mais tarde associada ao
HTLV-I (La Grenade et al, 1990). Ocorre geralmente na faixa infanto-juvenil, em
criancas que adquirem o virus principalmente por via vertical e com mais freqiiéncia em
portadores do sexo feminino (Bittencourt et al, 2006, Oliveira et al., 2005). A
probabilidade das criangas infectadas desenvolverem DIH aos 4 anos de idade ¢ de 2 %
(Maloney et al, 2000). Pode iniciar-se depois do décimo oitavo més de vida e raramente
persiste até a idade adulta (Gongalves ef al., 2000). Foi relatado apenas um caso de DIH
onde ocorreu transmissdo por transfusdo de sangue e raros casos de DIH no adulto
(Oliveira et al., 2005).

As maiores coortes de DIH tem sido reportadas na Jamaica e mais recentemente
na Bahia (Oliveira et al., 2005). Uma pequena série de casos foi descrita em Trinidade e
Tobago(Suite et al., 1994), Peru (Aquije et al., 2002) e Senegal (Mahé et al., 2004). De
maneira interessante, no Japdo, onde a prevaléncia da infec¢do por HTLV-I ¢ elevada,
apenas dois casos de criangas com DIH foram descritos, ambos os casos evoluiram para
a ATL na idade adulta (Tsukasaki et al, 1994).

A DIH ¢ uma forma de eczema grave, infectado e recidivante. As lesdes na DIH
sdo eritematosas, escamosas ¢ formam crostas. Envolvem o couro cabeludo e regido
auricular (Figura 1), articulagdes de membros superiores (figura 2), genitalia, dentre
outras partes do corpo. Os principais critérios para diagnostico da DIH sdo: 1. Eczema
do couro cabeludo, axilas, virilhas, pavilhdo auricular, regides retroauriculares,
palpebras, pele paranasal e/ou pescoco; 2. Rinorréia cronica e/ou lesdes crostosas no
vestibulo nasal; 3. Dermatite cronica recidivante com resposta imediata a
antibioticoterapia e com recidiva apds suspensdo do tratamento; 4. Inicio precoce na

infancia; 5. Soropositividade para o HTLV-1. Segundo esses autores, a inclusdo dos
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itens 1, 2 ¢ 5 e o envolvimento de pelo menos duas regides do corpo para
preenchimento do critério 1 sdo obrigatorios (La Grenade et al, 1998). O
desenvolvimento da DIH foi relacionado com infec¢do por Staphylococcus aureus e/ou

[-hemolyticus (La Grenade et al, 1998)

Na Babhia, foi observado que aproximadamente 30% dos casos de DIH também
manifestam a forma infanto-juvenil de HAM/TSP (Primo et al., 2005). A DIH e a ATL
parecem estar relacionadas (Hanchard et a/, 1991). Dados de nosso grupo mostram que
34% dos casos de ATL primariamente cutdneos t€m histéria previa de DIH (Bittencourt
et al, 2005). Na literatura foram descritos casos de DIH que evoluiram para ATL
(Tsukasaki et al., 1994; Hanchard et al., 1991; La Grenade et al., 1995) e nosso grupo
descreveu recentemente um caso de manifestacdo simultanea de ATL e HAM/TSP em
uma adolescente com DIH (Farre et al., 2008). Estes dados sugerem que a DIH poderia
representar um indicador prognostico de condigdes patologicas associadas ao HTLV-I

que possam Vir a ocorrer em etapas mais tardias, como a ATL.

A patogénese da DIH ¢é ainda desconhecida. Ndo se sabe por que apenas
algumas criangas infectadas desenvolvem esta doenga, a maioria permanecendo
assintomatica. Existe a possibilidade de que o desenvolvimento dessa dermatite esteja
ligado a fatores genéticos e/ou relacionados com a interagdo do virus com o portador
(Proietti et al., 2005). Recentemente foi demonstrado que os pacientes com DIH
apresentam uma resposta imune Tipo 1 exacerbada, com alta producdo de TNF-a e
I[FN-y no PBMC, muito semelhante a observada em pacientes adultos com HAM/TSP
(Nascimento et al., 2009). Também apresentam uma carga proviral elevada quando
comparados aos portadores assintomaticos adultos e similar aos pacientes adultos com

HAM/TSP (Primo et al, 2009).



18

Figura 1: Dermatite infecciosa em uma crianca de 2 anos infectada pelo HTLV-I.
Lesdes eczematosas observadas predominantemente no couro cabeludo e regido

auricular. Fonte : Bittencourt et al., 2006

Figura 2 : Dermatite infecciosa em uma crianga de 2 anos infectada pelo HTLV-I.

Lesoes eczematosas observadas nas articulagdes dos membros superiores.
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1.3 Patogénese do HTLV-I

O HTLV-1 tem capacidade de infectar diversos tipos celulares incluindo linfocitos
B, células dendriticas e monocitos (Taylor & Matsuoka, 2005), porém, apresenta
tropismo preferencial por linfocitos T CD4" (Yoshida et al., 1984). A propagacio do
virus no individuo infectado ocorre principalmente através de duas vias: 1) por sinapses
virologicas, onde acontece a transferéncia do material viral de uma célula infectada para
a célula ndo infectada que se encontra em contato, sem a producdo de particulas virais e
2) proliferacdo clonal dos linfocitos infectados, onde produtos dos genes virais
estimulam a divis@o da célula hospedeira (Bangham et al., 2003). Estas duas vias visam
aumentar o numero de células infectadas. Nos portadores de HTLV-I sdo detectadas
poucas particulas virais circulantes, ¢ deste modo, o aumento do numero de células
infectadas ¢ a principal forma de aumentar a carga proviral. A carga proviral pode
avaliar-se pela quantificacdo do numero de células infectadas, que contém uma Unica
copia do DNA proviral inserido no DNA genémico humano.

Acredita-se que o virus estimula a proliferacdo clonal dos linfocitos infectados
através dos produtos de alguns genes virais que se encontram na regido pX. Estes genes
se expressam apos a integracdo do DNA proviral no genoma da célula hospedeira.
Dentre eles, os principais relacionados com a proliferacdo da célula hospedeira sdo o
gene tax, (Matsuoka & Kuan-Teh Jeang, 2007) qual proteina foi apontada na literatura
como tendo um papel essencial na patogenicidade do HTLV-I e o gene HBZ, que foi
descrito ha poucos anos e sua fungcdo vem sendo recentemente estudada.

Na literatura, existe a hipotese de que a DIH pode ser resultado da desregulagdo do

sistema imune causada pela proliferacdo exacerbada dos linfocitos infectados.

1.4 O gene viral tax

O gene tax codifica uma proteina de 40 kD que ¢é responsavel pela ativacdo
transcricional do 5’LTR do HTLV-I. A proteina Tax ¢ considerada na literatura a
principal indutora das etapas iniciais da patogénese viral, pois é capaz de estimular a
proliferacdo e inibir a apoptose da célula infectada, induzindo instabilidade genética e
regulando vias celulares-chave no controle desses processos, como a via de AKT, NF-

kB e p53 (Matsuoka, 2005). Tax tem uma significante atividade mitogénica,
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especialmente na transicdo da fase Gl para a fase S do ciclo celular (Neuveut et al.,
1998; Schmitt et al., 1998). Por outro lado, a proteina Tax e o principal antigeno
imunodominante para as c€lulas T CD8+ especificas para o HTLV-1. Deste modo, a
expressdo do gene tax permite que o sistema imune reconhega ¢ elimine a célula
infectada. De maneira interessante, foi observado em trabalhos oriundos do Japao a
expressdo do gene fax em células procedentes de pacientes com ATL, HAM/TSP e de
portadores assintomaticos adultos, e observou-se que a expressdo deste gene € baixa ou

inexistente (Matsuoka, 2005; Saito et al., 2009).

Alvos diretos Genes afetados
. ~ HTLV-1
Ativacao da fos IL-2Ra
transcricao IL-6
TNFpB
HTLV-1
o pl18 Ick
Inibicao da CBP/p300 E;'g NF-1 bax
transcrigao P DNApolp
. plé myc
Iplblgao do pl5 PCNA
ciclo celular Dig DNApol
Instabilidade hMAD-1 DNApolp
genOmica Topoisomerase-1 PCNA

Figura 3: Funcdo pleiotropica da Tax. Quatro diferentes fungdes de Tax e seus alvos

diretos ¢ indiretos. Fonte: Yoshida, 2001

Estes dados provocaram uma nova revisdo sobre o papel de Tax na patogénese
do HTLV-1 (Saito et a/ 2009; Kamihira et al., 2008). Nao existem dados na literatura
sobre a expressdo deste gene na DIH.

Trés mecanismos foram identificados como responsaveis pela inativagdo da
expressdo de Tax: 1) mudangas genéticas no gene tax (mutacdes nonsense, delegcdes ou

insercdes); 2) metilacdo do DNA da regido 5'-LTR; 3) delecdo da regido 5'- LTR
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(Matsuoka, 2005; Kamihira et al., 2008). Estes eventos foram estudados apenas em
pacientes com ATL e a frequéncia com que eles ocorrem ¢ baixa, sugerindo que outros

mecanismos estdo implicados na inativagao deste gene.

1.5 O gene HTLV-I bZIP factor (HBZ)

Recentemente, foi descrito o gene viral HTLV-1 bZIP factor (HBZ) (Gaudray et
al., 2002), que se transcreve em sentido negativo (antisense) e ¢ o unico da regido pX na
qual o promotor encontra-se na regido 3’LTR do provirus. (Figura 4). Foram descritas
funcdes distintas para o RNA mensageiro e para a proteina deste gene.

Mostrou-se que 0 mRNA HBZ promove proliferagao de linfocitos T in vitro e in
vivo e que a inibi¢do da transcricdo do gene HBZ, por RNA de interferéncia (siRNA),
diminui significantemente a proliferacdo de células ATL (Satou et al., 2006). O gene
HBZ produz dois transcritos (Figura 4), sendo que um deles é fruto de splicing
alternativo (HBZ-SI ou sHBZ). HBZ-SI ¢ detectado mais freqiientemente nas células
infectadas de pacientes com ATL ¢ HAM/TSP e tem um papel mais importante na

proliferacdo celular. (Murata et al., 2006).

7305bp 8362bp
Tax |
5183bp 6649bp 7814bp 8281bp 9036bp
rex
env hg 3’ LR
Sense — «—antisense
6666hp 7292bp

HBZ

7270bp 8670bp 8682bp 8868bp

________ F H BZ'SI

6382bp

Figura 4: Transcritos do gene HBZ: HBZ non-spliced (HBZ) e spliced (HBZ-SI). Fonte:
Kamibhira S. et al, 2008.
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Por outro lado, a proteina HBZ suprime a transativacdo viral mediada por Tax
através do 5’ LTR. Diferente da proteina Tax, a proteina HBZ localiza-se no nucleo da
célula e ndo ¢ alvo dos linfocitos T CD8" deste modo, a expressdo dessa proteina nao
compromete a sobrevida da célula infectada. (Gaudray et al., 2002; Hivin et al., 2005;
Matsumoto et al., 2005; Thebault et al., 2004).

Recentes trabalhos mostram que o gene HBZ se expressa de maneira geral nas
células infectadas de portadores assintomaticos, pacientes com HAM/TSP e ATL (Saito
et al., 2009). Essa expressdo de HBZ geralmente ocorre na auséncia da expressdo de
tax..

Também foi observado na ATL que a regido 3’ LTR, onde localiza-se o
promotor do gene HBZ, permanece intacta, enquanto que a 5° LTR, onde localiza-se o
promotor do gene fax, ¢ freqiientemente metilada ou deletada (Miyazaki et al., 2007).
Deste modo, se sugere na literatura que a expressdo do gene tax poderia ser importante
nas fases iniciais ap0ds infec¢@o e que posteriormente a sua expressao seria inibida dando
lugar a expressdo do gene HBZ (Figura 5), que o substituiria como responsavel da
continua proliferacdo das células infectadas (Satou et al., 2006). Porém, ainda ndo foi
esclarecido como o balango da expressdo destes dois genes virais tfax e HBZ influencia
e/ou contribui no desenvolvimento e evolucdo das patologias relacionadas com o

HTLV-I. Nao existem dados na literatura sobre a expressao deste gene na DIH.
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HTLV-I infecta a célula

Q Periodo de laténcia (10-50 *um'-:}
— 7 —"> ATL

Transmissio Q Au'-;encm de sintomas Multlplm' Processos

célula a célula clinicos ONCOZENicos
Alteracdes
Supressio da Tax genéticas e
) ; pelo HBZ (e outras Q epigenéticas
Proliferaciio clonal [ |
T "

de células CD4+
infectadas com HTLV-

| proteinas virais)
@®-®—-@-®
. O @ Célula ATL
Baixa
. expressio de Tax  Replicacio celular
““'--u.

. ; descontrolada
Célula morta

Alta expressio de T'uc
. CTL anti-Tax

= Tax \ HEZ

Figura 5 — Modelo proposto para a participagdo dos genes fax e HBZ na patogénese da
ATL. Depois da infec¢do, o HTLV-I promove a proliferagdo clonal das células
infectadas pela acdo pleiotropica da Tax. Se a expressdo do gene fax se mantém, as
células infectadas sdo detectadas pelo sistema imune e eliminadas. A expressdo da Tax
¢ suprimida pelos produtos de genes acessorios, como por exemplo, o gen HBZ. Estas
células conseguem escapar da acdo do sistema imune do hospedeiro e continuam
proliferando pela acdo do mRNA do gene HBZ. Depois de um longo periodo de
laténcia, a ATL desenvolve-se em 5% dos portadores assintomaticos (Arisawa et al.,
2000). A expressao da tax ¢ inativada por muitos mecanismos, sugerindo que tax nao ¢
necessaria nesse estagio. Alteracdes no genoma do hospedeiro, vao se acumulando
durante o periodo de laténcia, levam ao desenvolvimento da ATL (Mesnard et al.,

2006).
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2. Justificativa

A Bahia é um dos estados brasileiros com maior prevaléncia de infeccdo pelo
HTLV-I e onde existe uma das maiores coortes de DIH descrita. A manifestacdo desta
doenca parece estar relacionada com a possivel manifestacdo da ATL e da HAM/TSP,
outras doencas associadas ao HTLV-I, podendo representar um indicador progndstico
de condigcdes patoldgicas associadas ao HTLV-I que possam vir ocorrer mais
tardiamente. Porém, na literatura, poucos dados existem sobre a patogénese da DIH
e ndo se conhecem os fatores relacionados com a sua manifestacao.

A proteina Tax vem sendo apontada na literatura como uma das principais
moléculas virais envolvidas na patogénese do HTLV-I por ser capaz de regular tanto a
expressdao dos genes virais como dos genes da célula hospedeira. (Matsuoka, M. &
Jeang, K.T., 2007) Muitos artigos na literatura descrevem as diversas a¢des da proteina
Tax, principalmente em modelos in vitro, no controle das vias de proliferacdo e
apoptose na célula hospedeira.(Grassmann et al., 2005, Neuveut ef al., 1998) Porém, o
fato de que esta proteina ndo seja expressa majoritariamente nas células ATL, conduziu
a hipotese de que ela somente seria necessaria nas primeiras etapas da oncogénese
relacionada ao HTLV-I. Recentes trabalhos mostram que a expressdo de fax também ¢
restrita 2 uma pequena percentagem dos pacientes de HAM/TSP (Saito et al., 2009).
Estes dados, juntamente com a descri¢gdo do novo gene viral HBZ trouxeram uma nova
discussdo na literatura sobre o papel da Tax na patogénese do HTLV-1. O fato de que o
gene HBZ se expressa majoritariamente nos pacientes de ATL e HAM/TSP abriu novas
perguntas a respeito da importancia do balango na expressdo destes dois genes para a
patogénese das doengas associadas ao HTLV-I. (Matsuoka, M & Green, P., 2009)

Nao existem dados sobre a expressio dos genes tax e HBZ na DIH. O
conhecimento da expressdo destes dois genes virais nesta doenca associada ao HTLV-I
pode contribuir de maneira importante no entendimento da sua patologia. A DIH ¢ uma
dermatite que ocorre geralmente com 18 meses apds a infec¢do pelo HTLV-I, ao
contrario da ATL, que ocorre geralmente de 40-60 anos apos a infeccdo (Arisawa et al,
2000) e a HAM/TSP que ocorre numa faixa etaria média de 46 anos(Moreno-Carvalho
et al, 1992; Nakagawa, 1995). e por esse motivo, o estudo da expressdo dos genes
virais em estagios mais iniciais apos a infec¢do, podem ajudar esclarecer mecanismos e
patologias do virus e fornecer e identificar possiveis marcadores de manifestacdo e

evolucao tanto da DIH como de doengas de estagios mais tardios ap6s a infecgao.
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3. Objetivo Geral:

Estudar a expressao dos genes virais tax e HTLV-1 bZIP factor (HBZ) na DIH

3.1 Objetivos especificos:

e Analisar a expressdo dos genes virais tax e HBZ nas células T infectadas

contidas nas PBMCs em pacientes de DIH.

e Quantificar a carga proviral do HTLV-I nos pacientes incluidos no estudo.

e Associar a expressao dos genes virais tax ¢ HBZ com a carga proviral e os

parametros clinicos na DIH.
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4. Metodologia

4.1 Populacio estudada

Foram incluidos 32 pacientes de DIH acompanhados nos Servicos de
Dermatologia e Neuropediatria do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos (Com-HUPES) e diagnosticados segundo critérios preestabelecidos (La Grenade
et al., 1998; Oliveira et al., 2005) pelo grupo de pesquisa das manifestagoes infanto-
juvenis da infeccao pelo HTLV-1 HUPES/UFBA/FIOCRUZ. Também foram incluidos
10 portadores assintomaticos do HTLV-I da faixa infant-juvenil também acompanhados
nos Servicos de Dermatologia e Neuropediatria do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos (Com-Hupes). Todos os casos tiveram sorologia negativa para
HIV e positiva para HTLV-1 por Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) e esses
resultados foram confirmados por western blot.

Foram considerados como critérios de inclusdo dos pacientes de DIH:

1) Pacientes com diagnostico de DIH e/ou HAM/TSP com ou sem outras
manifestagdes.
2) Pacientes naturais e procedentes do estado da Bahia;
3) Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pela mae ou outro
responsavel pela crianca;
Foram considerados como critérios de exclusdo para o grupo de pacientes de DIH e o

grupo de portadores assintomaticos:

1) Pacientes com DIH ou portadores assintomaticos do HTLV-I e sorologia

positiva para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV);

2) Pacientes naturais ou procedentes de outros estados da federacao;
3) Consentimento informado ndo assinado pela mae ou outro responsavel pela

crianga;
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No grupo dos pacientes de DIH, 11 foram do sexo masculino ¢ 21 do sexo feminino
(Tabela 1). A mediana da idade foi de 15,5. Dos 32 pacientes, 10 manifestavam também
HAM/TSP, 8 apresentavam linfocitos atipicos no sangue periférico, sendo que em cinco
deles foi observadas células me flor tipicas da ATL (Oliveira et al., submetido). No
momento da coleta, 21 estavam com doenga em atividade ¢ 11 em remissao (Tabela 1).
A mediana do tempo de doenga para este grupo de doentes, calculada como o tempo em
meses entre o diagnostico e 0 momento da coleta foi de 146 meses (intervalo: 19 — 237

meses).

Tabela 1: Caracteristicas dos Pacientes com DIH estudados.

CARACTERISTICAS RESULTADOS

Total de pacientes 32
Mediana de idade (anos) 15 (+ 4,88)
Sexo — n° (%)

Masculino 11 (34%)

Feminino 21 (66%)
Doenga — n° (%)

Atividade 21 (66%)

Remissao 11 (34%)

Associagao com HAM/TSP — n° (%)
(+) 11 (34%)
(-) 21 (66%)
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Dentro do grupo dos portadores assintomaticos, 09 foram do sexo masculino e 01 do

sexo feminino. A mediana de idade deste grupo foi de 12,5 (Tabela 2)

Tabela 2: Caracteristicas dos portadores assintomaticos do HTLV-I estudados.

CARACTERISTICAS RESULTADOS
4.2
Total de portadores assintomaticos 10
Obtencg
a0 das
Mediana de idade (anos) 12,5 7,17)
amostr
as e
Sexo — n° (%)
extraca
Masculino 09 (90%)
0 de
Feminino 01 (10%)
RNA e
DNA

Foram coletados 20 ml de sangue periférico, do qual foram separadas as células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) por gradiente de ficoll. Uma aliquota de 7
milhdes destas PBMC foi ressuspendida em reagente TRIZOL (Invitrogen™). Para
extracdo de RNA, foram acrescentados 200uL de cloroférmio e a mistura centrifugada a
12.000 rpm durante 15 minutos. O RNA foi precipitado com isopropanol e lavado com
ImL de etanol 75%. O pellet foi ressuspendido em é4gua livre de RNAse, incubado a
57°C por 10 minutos e o RNA tratado com DNAse livre de RNAse. O RNA foi
quantificado em espectrofotometro e a sua qualidade foi avaliada em gel de agarose 1%.

Uma aliquota de 1 milhdo de células foi usada para extragdo de DNA. As
células foram tratadas com 100pg de proteinase K durante 2h a 65°C. Posteriormente
foi adicionado UltraPure™ Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (InvitrogenTM) a uma
proporg¢ao de (25:24:1, v/v) e o DNA da fase aquosa foi precipitado com etanol absoluto
e lavada com etanol 75%. O DNA foi quantificado e a sua qualidade foi avaliada em gel

de agarose 1%.
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4.2.1 Obtencao do cDNA

Foi realizada uma tnica reagdo de transcrigdo reversa onde utilizou-se primers
especificos para os genes estudados. Para o controle constitutivo f2-microglobulina, o
primer foi o0 f-2mR 5" - GACAAGTCTGAATGCTCCAC — 3, para os transcritos HBZ e
HBZ-SI, utilizou-se o primer AS2 5-TCTTCCTCCAAGGATAATAGCCCGTCCA-3
(Kamihira et al, 2006), para a obtencdo dos cDNAs antisense, pois essa sequéncia
permite a amplificacdo dos dois transcritos. Por fim, para o gene fax, utilizou-se o
primer Taxantisense 5-TGAGCTTATGATTTGTCTTCA — 3’. Para essa reagdo de
transcri¢do reversa utilizou-se o KIT Superscript Il (Invitrogen™). A quantidade de
RNA total utilizada para a transcrigdo reversa de cada amostra foi de 140 ng, ao qual
adicionou-se 2pM do oligonucleotideos especificos, 1ul do tampdo de anelamento
contendo inibidor de RNAses e 2,0 ul de agua livre de DNAse. A mistura foi entdo
incubada em um termociclador a 65 °C por 5 minutos, depois incubada em gelo e
centrifugada. Foram adicionados 10uL de 2X Firs-Strand Reaction Mix e 2ul. do
Superscript IlI Enzime Mix ¢ incubados novamente num termociclador a 50°C durante

50 minutos e 85°C durante 5 minutos.

4.3 Quantificacdo da expressao dos genes virais tax e HBZ

Como foram descritos dois transcritos distintos para o gene HBZ, o HBZ ¢ o
HBZ-SI, foram realizadas duas quantificagdes e por tanto construidos dois plasmideos
para obtencdo da curva padrio, contendo regides diferentes do gene. Para a obtencao do
inserto, amplificou-se a regido de interesse a partir do cDNA obtido da linhagem MT-2,

infectada pelo HTLV-I.

4.3.1 Obtencao dos plasmideos para a construcao das curvas padrao

Foram construidos quatro plasmidios, um contendo um fragmento
correspondente a regido de interesse do transcrito do gene tax, um segundo contendo
um fragmento correspondente a regido de interesse do transcrito HBZ, um terceiro
contendo um fragmento correspondente a regido de interesse do transcrito HBZ-SI
(produtos do gene HBZ) e um quarto contendo um fragmento correspondente a regido

de interesse do transcrito do gene f2-microglobulina (controle endégeno humano). Para
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obtencao destes insertos, partimos dos cDNAs obtidos da linhagem MT-2 como descrito
anteriormente.

Para obtencdo do fragmento para a clonagem, correspondente ao transcrito do
gene fax foram usados os oligos Taxsense e Taxantisense, na concentracdo de 0,4 pM
em 2,5 uL de Tampao 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 0,4 mM de
dNTP (Qiagen), 2 mM de MgCl,, e 1,25 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen™).
As condigoes de amplificagdo foram: 94° C por Smin, 94° C por 45seg, 56° C por Imin,
72° C por Imin e 30seg e 72° C por Smin num total de 34 ciclos.

Para obtencao do fragmento para a clonagem correspondente ao transcrito HBZ
do gene HBZ foram usados os oligos AS5 e AS4 (Tabela 3) na concentracdo de 0,4uM
em 2,5u0L de Tampao 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 0,4 mM de
dNTP (Qiagen), 1,5 mM de MgCl,, e 1,25 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen™).
As condigoes de amplificagdo foram: 95° C por Smin, 95° C por 30seg, 55°C por 30seg,
72° C por 40seg e 72° C por Smin num total de 34 ciclos.

Para obtencdo do fragmento para a clonagem correspondente ao transcrito HBZ-
ST do gene HBZ foram usados os oligos AS4 e AS7 (Tabela 3) na concentracdo de
0,4mM em 2,5uL de Tampao 10X (200mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl), 0,4 mM
de ANTP (Qiagen), 1,5 mM de MgCl, e 1,25 unidades de Taq Polimerase
(Invitrogen™). As condicdes de amplificagdo foram: 95° C por Smin, 95° C por 45seg,
55°C por 45seg, 72° C por 45seg e 72°C por Smin num total de 34 ciclos.

Para obtengdo do fragmento para a clonagem correspondente ao transcrito do
gene f2-microglobulina foram usados os oligos B-2mF e B-2mR (Tabela 3) na
concentracdo de 0,4 uM em 2,5 pL de Tampao 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500
mM KCI), 0,4 mM de dNTP (Qiagen), 1,5 mM de MgCl,, e 1,25 unidades de Taq
Polimerase (Invitrogen™). As condicoes de amplificagcdo foram: 95° C por 5min, 95° C

por 30seg, 55°C por 30seg, 72° C por 40seg e 72° C por Smin num total de 34 ciclos.
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Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores para obten¢do do fragmento dos genes tax,

HBZ (HBZ e HBZ-SI) e p2-microglobulina utilizados para a construcdo dos

plasmideos.

Oligo Seqiiéncia Utilizagdo

Taxsense 5’- TCGAAACAGCCCTRCAGATA -3 PCR para tax (sense)

Taxantisense 5-TGAGCTTATGATTTGTCTTCA -3’ PCR para tax (antisense)

ASS 5'-CATACAACCCCCAACATTCC-3’ PCR para HBZ (sense)

AS4 5-CTTCCTCTTCTCCTCAGCCC-3’ PCR para HBZ ¢ HBZ-SI (antisense)
AS7 5'-AGATCGAAAGTTCCACCCCT-3’ PCR para HBZ-SI (sense)

S -2mF 5’- CATCCAGCGTACTCCAAAGA -3’ PCR para B2 (sense)

S -2mR 5" - GACAAGTCTGAATGCTCCAC -3’ PCR para B2 (antisense)

Os produtos das PCR anteriores foram visualizados em gel de poliacrilamida,
purificados e seqiienciados para comprovar que as seqii€ncias amplificadas eram as
seqiiéncias de interesse. Esta comprovagdo foi realizada utilizando a ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)(www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente os
fragmentos foram clonados no plasmideo pGEM-T Easy Vector utilizando o kit pGEM-
T Easy Vector (Promega) a temperatura ambiente durante uma hora. Para essa reagdo
foi utilizado 50 ng do fragmento a ser inserido 5SpL do 2X Tampao de ligacdo, T4 DNA
Ligase, 1pL do vector (50ng) e 1uL da enzima de ligagdo T4 DNA Ligase (3 unidades/
pL).

Para a transformacao, 2pL da reacdo de ligagdo foram transfectados a S0uL de
bactérias competentes (JM109 Competent Cells - Promega) por choque térmico a 42°C
durante 50 segundos e posteriormente por 2 minutos em gelo. Foram adicionados
900uL de meio SOC e as bactérias foram incubadas a 37° C com agitag@o por 1 hora e
30 minutos. Posteriormente, 100uL da solugdo de bactérias foram plaqueados em placas
de dgar com ampicilina (100pg/mL), IPTG (100mM) e X-Gal (50mg/mL) incubadas a
37°C durante por 18 horas. Um minimo de 5 colonias brancas (positivas para o inserto)
foram coletadas e incubadas em meio LB com ampicilina durante 12 horas a 37°C. A
purificagdo dos plasmideos foi realizada utilizando o kit PureYield™ Plasmid Midiprep
System (Promega) seguindo as instru¢des do fabricante. Apos purificagdo e
quantificagdo, os plasmideos foram submetidos a restricdo com o Enzima EcoRI para

comprovagdo da presenga dos insertos de interesse. As bandas correspondentes aos
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insertos foram purificadas, visualizadas em gel de agarose a 1% e seqiienciadas, para
comprovar que as seqiiéncias inseridas nos plasmidios correspondiam aos fragmentos

de interesse, utilizando a ferramenta BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.3.2 Obtencio das curvas padrao

Os plasmideos purificados foram quantificados em um espectrofotometro e
diluidos em série para a construgio da curva-padrio no intervalo de 10° ~ 10’
plasmidios. As reagdes foram realizadas em um termociclador 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As condi¢des de reacdo do PCR em tempo real para a curva de
quantificagdo da expressdo do gene fax foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por
15seg e 60 ° por Imin, num total de 40 ciclos. A dissocia¢do foi feita com 95° por
15seg, 60° por Imin e 95° por 15seg, utilizando os oligos TaxFWRT e TaxRERT,
descritos na Tabela 4.

As condigdes de reagdo para a curva de quantificagdo da expressdo do gene
HBZ, transcrito HBZ foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15seg e¢ 60 ° por
Imin, num total de 40 ciclos. A dissociagdo foi feita com 95° por 15seg, 60° por 1min e
95° por 15seg, utilizando os oligos S1 ¢ AS6, descritos na Tabela 4.

As condicdes de reagdo para a curva de quantificagdo da expressdo do gene
HBZ, transcrito HBZ-SI foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15seg e 60 ° por
Imin, num total de 40 ciclos. A dissociagdo foi feita com 95° por 15seg, 60° por 1min e
95° por 15seg, utilizando os oligos AS3 e AS6, descritos na Tabela 4.

As condi¢des de reacdo para a curva de quantificagdo da expressdo do gene f2-
microglobulina foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15seg e 60 ° por 1min, num
total de 40 ciclos. A dissociacdo foi feita com 95° por 15seg, 60° por 1min e 95° por
15seg, utilizando os oligos £ -2mF e f -2mR, descritos na Tabela 4.

Os dados foram analisados mediante o software 7500 software v2.0.1 (Applied
Biosystems) e foram considerados o coeficiente de correlagio (R?), que mede o quio
proximo ¢ o ajuste entre a regressao linear da curva padrio e os valores individuais de
Ct das amostras padrdo, e o Slope, que indica a eficiéncia da amplifica¢do para o ensaio.
Como as curvas foram construidas utilizando o SYBR Green (Applied Biosystems), um
corante que se liga em ligagdes por pontes de hidrogénio, e, portanto, pode se associar a

nucleotideos que ndo s@o os estudados, foi necessario verificar a curva de dissociagdo
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que fornece os resultados da especificidade da amplificagdo e em todos os casos, essas
curvas apresentaram apenas um pico, sugerindo especificidade da reacao.
4.3.3 Amplificacio das amostras

Posteriormente foram avaliadas as amostras partindo de 1p de cDNA para cada
reacdo. As avaliagdes foram feitas em duplicata e a curva padrao foi repetida para cada

placa.

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para a técnica de PCR quantitativo em tempo

real para os genes tax, HBZ (transcritos HBZ e HBZ-SI) e f2-microglobulina.

Oligo Seqiiéncia Utilizagdo

TaxFWRT  5'-CGAAAAAGACGCAGATGACAATG-3’ PCR Real-Time para tax (sense)
TaxRERT 5- AAATGTTTTTCACTGAGAGGCTCTAAG - 3’ PCR Real-Time para tax (antisense)

S1 5-CAGTAGGGCGTGACGATGTA-3 PCR Real-Time para HBZ (sense)

AS6 5-CAAGGATAATAGCCCGTCCA-3 PCR Real-Time HBZ ¢ HBZ-SI (antisense)
AS3 5- CCGCCGTCTAGGTAAGTTTA -3 PCR Real-Time para HBZ-SI (sense)

S -2mF 5’- CATCCAGCGTACTCCAAAGA -3’ PCR Real-Time B2 (sense)

S -2mR 5" - GACAAGTCTGAATGCTCCAC -3’ PCR Real-Time B2 (antisense)

4.4 Quantificacdo da carga proviral

A carga viral foi calculada por amplificacdo em tempo real da regido pol do
HTLV-1 pelo sistema TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
como descrito anteriormente (Dehée et al., 2002). Para a construgdo das curvas de
referéncia para o gene pol e para o gene da albumina (controle endéogeno humano) foi
utilizado um plasmideo que contém os dois fragmentos de DNA de interesse nas
dilui¢des 10°-10". Os oligos e sondas estio descritos na Tabela 5. Para avaliagio das
amostras, foram amplificados 200 ng de DNA. A mistura de 25 pl de PCR tanto para
HTLV-I quanto para a albumina consistia de 200 nM de cada um dos oligonucleotideos
e 100 nM das respectivas sondas descritos na Tabela 5, 200 nM de dATP, dGTP e
dCTP, 400 nM de dUTP, 7 mM de MgCl,, 0.5 unidade de uracil DNA glicosilase, 1,25
unidades de Taq polimerase e 1X de Tampao de PCR. As condi¢des de amplificacdo
foram: 50° por 2min, 95° por 10min, 95° por 15seg e 65 ° por lmin, num total de 45

ciclos. A carga viral foi expressa como nimero de copias do HTLV-1/célula do PBMC.
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Tabela 5 - Oligonucleotideos e sondas utilizados para a quantificacdo da carga proviral

por PCR em tempo real.

Oligo/Sonda Seqiiéncia Tamanho(pb)
SK 110 5"-CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3’

SK 111 5"-GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT-3 186
Sonda HTLV 5"-FAM-CTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGGA-3-TAMRA-3’

Alb-S 5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3"

Alb-AS 5-AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT-3" 141

Sonda Albumina 5"-FAM-CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC-TAMRA-3"

4.5 Consideracoes éticas

Os responsaveis legais autorizaram a participa¢do voluntaria dos menores e a
criopreservacdo do material bioldgico na assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de ética do HUPES/UFBA (Registro da
CONEP n° 13097) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Gongalo

Moniz.

4.6 Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram registrados num banco de dados e analisados com
o programa GraphPad Prism v. 5.02 para a avaliacdo estatistica. Foram calculadas as
medianas da idade, tempo de doenca, dos valores de carga viral e dos valores de
expressao dos genes fax ¢ HBZ. A comparacdo de dados entre dois grupos foi realizada
através do teste de Mann-Whitney U e para a correlagdo de variaveis entre grupos foi
utilizado o teste de Spearman’s rank. Uma probabilidade de p < 0,05 foi considerada

significativa.
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5. Resultados

5.1 Expressao dos genes HBZ (transcritos HBZ e HBZ-SI) e tax em portadores do

HTLV-1 na faixa infanto-juvenil.

5.1.1 Construcio das curvas padrio para quantificacdo dos genes estudados.

Para a curva padrdo correspondente ao transcrito HBZ-SI do gene HBZ obteve-
se um R* de 0.99 ¢ um Slope de -3,2 (Figura 6). Para o gene HBZ transcrito HBZ
obteve-se um R* de 0.98¢ um Slope de -3,8 (Figura 7) e para o gene tax obteve-se um R*
de 0.99¢ um Slope de -3,6 (Figura 8). Para a curva de expressdao do gene utilizado como
controle constitutivo humano que codifica para a f2-microglobulina, obteve-se
coeficiente de correlagdo com valor 0,99 e Slope -3,3 (Figura 9). As curvas de
dissociacdo para todas as amplificagdes apresentaram apenas um pico, sugerindo

especificidade da reacdo.

A B

Figura 6. (A) plot da curva padrao otimizada para o gene HBZ, para o transcrito HBZ-
SI. Os pontos da curva representam uma dilui¢do seriada (10°-10"). (B) o grafico
referente a curva de dissociagdo. (C) Reta de regressdo linear que permite o calculo do
coeficiente de correlagdo (R?) e o Slope da curva.
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Figura 7: (A) Curva padrdo otimizada para o gene HBZ para o transcrito HBZ. Os
pontos da curva representam uma diluicdo seriada (109-101). (B)Grafico referente a
curva de dissociacdo. (C) Reta de regressdo linear que permite o calculo do coeficiente
de correlacdo (R?) Slope da curva.
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Figura 8: (A) Curva padrao otimizada para o gene HBZ para o transcrito HBZ-SI. Os
pontos da curva representam uma dilui¢do seriada (10°-10"). (B) Grafico referente a
curva de dissociagdo. (C) Reta de regressdo linear que permite o calculo do coeficiente
de correlagdo (R?) Slope da curva.
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Figura 9. (A) Curva padrio otimizada para o gene que codifica para a f2-
microglobulina. Os pontos da curva representam uma diluicdo seriada (10°-10"). (B)
Grafico referente a curva de dissociagdo. (C) Reta de regressdo linear que permite o
calculo do coeficiente de correlacdo (R?) Slope da curva.
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5.1.2 Expressao dos genes HBZ (transcritos HBZ ¢ HBZ-SI) e tax nos pacientes de DIH.

As amostras correspondentes aos 32 pacientes de DIH incluidos e aos 10
portadores assintomaticos amplificaram para os genes estudados. Nos pacientes com
DIH (Tabela 6), em 2 das 32 amostras amplificadas para o transcrito HBZ (gene HBZ) e
em 8 amplificadas para o transcrito do gene fax observou-se valores de amplificagdo
inferiores & uma copia. Todas as amostras amplificaram com valores superiores a uma
copia para o transcrito HBZ-SI nesses pacientes. J4 nos portadores assintomaticos
(Tabela 7), em 2 das 10 amostras amplificadas para o transcrito HBZ e em 6 das 10
amplificadas para o transcrito do gene tax, observou-se valores de amplificacdo
inferiores a uma copia. Para o transcrito HBZ-SI, todas tiveram niveis de amplificacdo

superior a uma copia.

Tabela 6: Amplificagdo das amostras para os genes estudados no grupo de pacientes de

DIH.

HBZ-SI HBZ tax
<1 copia 00 02 08
>/=1 copia 32 30 24
Total (Amostras) 32 32 32

Tabela 7: Amplificacdo das amostras para os genes estudados no grupo de portadores

assintomaticos.

HBZ-SI HBZ tax
<1 copia 00 02 06
>/=1 copia 10 08 04
Total (Amostras) 10 10 10

Nos pacientes de DIH, a expressdo do transcrito HBZ-SI foi maior que a

expressao do transcrito HBZ (Figura 10), com mediana de 45,80 (2,45 — 264,35) copias
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de mRNA por 140ng de RNA total e 12,48 (0,21 — 762,59) copias de mRNA
respectivamente (p = 0,0080, teste Mann Whitney). O gene fax apresentou mediana de
expressao de 3,777 (0,01 — 136,708) copias de mRNA. Este valor foi estatisticamente
menor que a expressao do gene HBZ, tanto para o transcrito HBZ-SI (p<0, 0001, teste
Mann Whitney) quanto para o transcrito HBZ (p = 0,0029, teste Mann Whitney).

Os valores de expressdo dos genes estudados foram ajustados pela expressdao do
gene que codifica para da f2-microglobulina (Figura 10, (B), (D) e (F)). Nos pacientes
de DIH, a expressao dos dois transcritos do gene HBZ continuou sendo estatisticamente
maior a expressao do gene tax (p= 0,0006 para o HBZ-SI e p= 0,0123 para o transcrito
HBZ, teste Mann Whitney), porém perdeu-se a diferenca estatisticamente significante

observada entre a expressdo de HBZ-SI e HBZ.
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Figura 10: Expressdo dos genes virais tax e HBZ nos pacientes de DIH. Os niveis dos
transcritos se expressam como copias de transcrito em 140 ng de RNA total.. (A) Valores
ndo ajustados. (B) valores ajustados pela expressdo da f2-microglobulina.
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Nos portadores assintomaticos, encontrou-se niveis similares nos dois transcritos
oriundos do gene HBZ, sendo a mediana da expressdo do transcrito HBZ-SI 5,89 (3,36 —
87,93) e do transcrito HBZ 2,94 (0,25 — 68,345) copias de mRNA (p= 0.1655, teste
Mann Whitney). A mediana da expressao do gene fax nos assintomaticos foi de 0,7475
(0,081 —9,193) copias de mRNA, e este valor somente foi estatisticamente significante
comparado com a expressdo do transcrito HBZ-SI (p=0,0029, teste Mann Whitney).

Quando os dados foram ajustados pelo gene que codifica para pf2-
microglobulina (Figura 11), manteve-se a maior expressao do transcrito HBZ-SI do

gene HBZ em relagdo ao gene tax (p = 0.0288, teste Mann Whitney).
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5.1.3 Correlacdo entre os niveis de expressio dos genes virais HBZ e tax.

Nos pacientes de DIH, expressdo do transcrito HBZ-SI correlacionou
positivamente com a expressdao do transcrito HBZ (p<0.0001, r= 0,7229 , teste
Spearman r, Figura 12A). Esta correlagdo também se observou nos valores da expressao
ajustados (Figura 12 B) pelo controle constitutivo humano (p<0.0001, r=0,8581, teste
Spearman r). Também foi correlacionada a expressdo de cada um dos transcritos do
gene HBZ com a expressdo de tax. Foi observada correlacdo positiva do gene fax com o
transcrito HBZ-SI (Figura 12 C) em dados brutos (p=0.003, r= 0,5077, teste Spearman,)
e em dados ajustados (Figura 12 D) com o controle constitutivo (p<0.0001, = 0,7185,
teste Spearman) com o transcrito HBZ (p<0.0001, r=0,6221, teste Spearman, Figura 12
E ) em dados brutos e ajustados (Figura 11F) também pelo gene que codifica para a f2-
microglobulina ( p<0.0001, r=0,7804, teste Spearman). Nos portadores assintomaticos,

nao foram observadas estas correlagdes.
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Figura 12: Correlacdo da expressdo do gene HBZ( transcritos HBZ-SI com HBZ) e com o gene fax nos
pacientes de DIH. Figuras (A), (C) e (E), valores ndo normalizados. Figuras (B), (D) e (F), valores ajustados
pela expressdo do gene que codifica para f2-microglobulina.
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5.1.4 Comparacio entre a expressdo dos genes HBZ e tax entre os pacientes de DIH e os

portadores assintomaticos.

Posteriormente comparou-se a expressao destes genes entre o grupo de pacientes
de DIH e o grupo de portadores assintomaticos na faixa infanto-juvenil (Figura 13).
Observou-se maior expressdao, em dados ndo ajustados do transcrito HBZ-SI nos
pacientes de DIH a respeito dos portadores assintomaticos, (p = 0,0079, teste Mann
Whitney). Para o transcrito HBZ, a expressdo foi similar (p = 0,0982, teste Mann
Whitney). J& para o gene tax, também foi observada maior expressdo nos pacientes com
DIH que nos portadores assintomaticos (p = 0,0323, teste Mann Whitney).

Comparando os dados corrigidos pelo controle constitutivo, ndo se identificou
diferencas estatisticamente significativas entre estes grupos para a expressdao destes

genes (Figura 14).

5.2 Correlacdes entre a expressao dos genes virais HBZ e tax e a carga proviral.

A extracdo de RNA foi feita a partir PBMC onde se encontra uma mistura de
células infectadas e células ndo infectadas. A percentagem de células infectadas na
amostra inicial pode ser estimada através da carga viral. Para avaliar se os niveis de
expressao dos genes virais estavam relacionados com a quantidade de células infectadas
na amostra de partida ou com uma maior expressdo destes genes por célula infectada,
foi correlacionada a expressdo dos genes virais com a carga viral. A mediana da carga
viral (expressa como niimero de copias do HTLV-1/célula do PBMC) nos pacientes de
DIH foi de 0,13953 (0,00855 - 0,33125). Esta foi menor nos portadores assintomaticos
(mediana 0, 00025, 0,00001 - 0,31698, p=0.0005 , Mann Whitney test).

Para os pacientes de DIH, ndo foram observadas correlacdes entre a carga
proviral e a expressdao dos transcritos HBZ-SI (p= 0.1393, r= 0,2672 teste Spearman),
HBZ (p= 0.1200, r= 0,2804 teste Spearman) e para o gene fax (p= 0.6038, = 0.0953 ,
teste Spearman). Na expressdo dos portadores assintomaticos, também nao foi

observada esta correlagéo.
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5.3 Relacao entre a expressdo dos genes virais HBZ e tax e os dados clinicos dos

pacientes de DIH.

5.3.1 Relacdo entre a expressao dos genes HBZ e tax e o tempo de infeccao.

Para esta analise foram incluidos 30 pacientes de DIH que adquiriram o virus
através da amamentacdo. Todas as maes destes pacientes apresentavam sorologia
positiva para HTLV-1. Foram excluidos dois pacientes por ndo conhecer a data de
infec¢do, um que adquiriu o virus por transfusdo sanguinea e qual mae tem sorologia
negativa para HTLV-1 e outro paciente 6rfao. Como o virus foi adquirido por via
vertical pela amamentagdo, a idade dos pacientes informa sobre o tempo aproximado de
infeccdo. Com o intuito de avaliar se os niveis de expressdo dos genes tax ¢ HBZ se
relacionaram com o tempo de infec¢do, correlacionou-se a idade dos pacientes no
momento da coleta com a expressdo destes genes. Nao foi observada correlagdo entre a
idade e a expressdo dos genes HBZ, tanto para o transcrito HBZ-SI (p= 0, 2736, r= -
0,03126, teste de Spearman), quanto para o HBZ (p= 0,196, r=-0,1553 teste Spearman
1) e tax (p= 0,2334, = 0,02501, teste de Spearman). Esses dados foram ajustados pelos
valores de expressdo do controle constitutivo e¢ pela carga proviral (Figura 15) dos
pacientes e nao se observou correlagcdes para o HBZ-SI (p = 0,8674, r = -0,03126), HBZ
(p=0,4041, r=-0,1553) e tax (p=0,8938, r=0,02501).
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Figura 15: Correlagdo da expressdao dos genes virais com o tempo de infeccdo.Valores ajustados pelos
valores de expressao do gene que codifica para f2-microglobulina e pela carga proviral. HBZ-SI(A), HBZ(B)
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5.3.2 Relacdo entre a manifestacio de HAM/TSP nos pacientes de DIH e a expressdo

dos genes HBZ ¢ tax.

Dos 32 pacientes de DIH incluidos no estudo 10 (31%) manifestaram também a
forma infanto-juvenil de HAM/TSP. Observou-se maior expressdao do transcrito HBZ-
SI no grupo de pacientes que manifestam DIH e HAM/TSP (mediana 101,00, 6,29-
264,35) que no grupo que manifestaram somente DIH (mediana 52,29, intervalo 2,42-
171,57, p= 0,048, Mann Whitney test). Esta diferenca estatisticamente significante
perde-se quando os valores sdo ajustados pela expressdo do gene que codifica para a f2-
microglobulina e pela carga proviral. Nao foi observada diferenca na expressdo do

transcrito HBZ e do gene tax entre estes dois grupos. (Figura 16)
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Figura 16: Comparacdo da expressdo de HBZ-SI em valores ndo ajustados (A), e ajustados (B) no grupo de
pacientes de DIH e no grupo de pacientes de DIH que apresentaram associagdo com HAM/TSP.
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5.3.3 Relacdo entre o tempo de doenca e expressdo dos genes HBZ € tax.

Foi correlacionado o tempo de doenca com a expressao dos genes HBZ ¢ tax. Foi
considerado como tempo de doenca o periodo entre a data de diagnostico ¢ a data de
coleta da amostra. A mediana do tempo de doenca para o grupo de pacientes incluidos
neste estudo foi de 146 (19-237 meses). Nao foi observada correlagdo entre o tempo de
doenca e a expressdo dos genes HBZ e tax para os dados de expressdo ndo ajustados ou
ajustados pela expressdo do gene que codifica para a f2-microglobulina e pela carga

proviral (Figura 17).
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Figura 17: Correlacdo da expressdo dos genes virais com o tempo de doenca em
meses.Valores ajustados pelos valores de expressdo do gene que codifica para f2-
microglobulina e pela carga proviral. HBZ-SI(A), HBZ(B) e tax(C). Valores expressos em
numero de copias por 140ng de RNA total.
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5.3.4 Relacdo entre a manifestacdo da DIH e a expressido dos genes HBZ e tax.

No momento da coleta, 10 dos pacientes de DIH incluidos encontravam-se em
remissdo. Foi comparada a expressdo dos genes tax ¢ HBZ entre o grupo de pacientes
com doenga em atividade e o grupo de pacientes em remissdo e ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos para a expressdo destes genes
(Figura 18), com p= 0, 5555 para a expressdo do transcrito HBZ-SI nesses grupos, p=
0,4026 para o transcrito HBZ e p= 0, 9514 para o gene fax, em dados ajustados.
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Figura 18: Correlagdo da expressio de HBZ-SI(A), HBZ(B) e tax(C) com a manifestagdo da doenga.
Valores ajustados pelos valores de expressdo do gene que codifica para f2-microglobulina pela carga
proviral.
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5.3.5 Relacdo entre a presenca de linfocitos atipicos no sangue periférico € a expressio

dos genes HBZ ¢ tax.

Cinco dos 32 pacientes incluidos apresentavam células em flor no esfregaco do
sangue periférico no momento da coleta. A percentagem destas células variou de 1 a 5%
dos linfécitos dependendo do paciente. A expressdo dos genes tax ¢ HBZ nestes
pacientes foi comparada com a expressdo destes genes nos pacientes sem linfocitos
atipicos no sangue periférico (n= 27). Foram excluidos desta analise trés pacientes que
apresentaram linfocitos atipicos ndo células em flor. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes na expressao destes genes nos dois grupos tanto em dados

ndo ajustados como ajustados (Figura 19).
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Figura 19: Correlagdo da expressdo de HBZ-SI(A), HBZ(B) e fax(C) com a presenca de linfocitos atipicos
no sangue periférico. Valores normalizados pelos valores de expressdo do gene que codifica para f2-

microglobulina e normalizados pela carga proviral. LN: Grupo que apresenta linfocitos normais. CF: Grupo
que apresenta célula-em-flor.
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6. Discussao

Este estudo visa avaliar a expressdo dos genes virais HBZ ¢ tax em portadores do
HTLV-1 na faixa infanto-juvenil. Incluiu-se pacientes de DIH e portadores
assintomaticos. Os trabalhos disponiveis na literatura que estudam a expressdao desses
genes virais referem-se a portadores do HTLV-1 adultos e incluem portadores
assintomaticos, pacientes com HAM/TSP (Saito ef al, 2009), ATL e linhagens celulares
infectadas com o HTLV-I (Usui et al., 2009; Kamihira et al., 2008). Neste sentido, este
trabalho ¢ inédito e vai contribuir no entendimento dos mecanismos de patogénese do
HTLV-1 nas etapas inicias ap6s infecgao.

A proteina viral Tax vem sendo apontada na literatura como a principal
responsavel pela patogenicidade do HTLV-1 por induzir a proliferacdo e inibir a
apoptose das células infectadas. Varios estudos realizados principalmente em modelos
in vitro mostraram as diferentes acdes pleiotropicas desta proteina que tem capacidade
de regular tanto a expressdo viral como moléculas da célula hospedeira (Matsuoka e
Jeang, 2007). Porém, estudos recentes mostraram que a expressdo do gene fax ex vivo,
em células procedentes de pacientes de ATL, HAM/TSP e portadores assintomaticos
adultos ¢ quase inexistente, o que levou a pergunta de em que fase este gene se expressa
e qual ¢ o verdadeiro papel deste na infec¢do pelo HTLV-1. Os nossos dados mostram
que nos portadores na faixa infanto-juvenil, a expressdo do gene tax também ¢ baixa,
porém mais freqiiente quando comparada com os portadores adultos. Considerando que
a proteina Tax ¢ um dos principais alvos imunogénicos para as células T CD8+
especificas para o HTLV-1, a baixa ou inexistente expressdo do gene fax foi
interpretada na literatura como um mecanismo do virus para escapar da agdo do sistema
imune do hospedeiro. Nesta interpretacdo pressupde-se que em algumas etapas
anteriores este gene foi altamente expresso, o que ndo foi ainda demonstrado ex vivo. A
maior freqiiéncia de expressdo do gene fax nos portadores na faixa infanto-juvenil (tanto
nos pacientes de DIH como nos portadores assintomaticos) pode estar relacionada com
um menor tempo de convivéncia entre o virus (menor tempo de infecgdo) e o
hospedeiro, caracterizando uma fase inicial onde o sistema imune do hospedeiro ndo
exerce muita pressdo sobre o virus. Para esclarecer melhor o papel de Tax nesta fase
inicial da infec¢iio estudos sobre a freqiiéncia e funcionalidade de células CD8" na faixa
infanto-juvenil podem contribuir. Na ATL, a expressao baixa ou inexistente do gene tax

foi relacionada, dentre outros fatores, a hipermetilagdo ou delecdo da regido promotora
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5'LTR no DNA proviral (Matsuoka & Jeang, 2007). Estudos neste sentido também
contribuirdo para esclarecer os mecanismos de regulacdo deste gene na faixa infanto-
juvenil.

Com relacdo ao gene HBZ, os poucos estudos disponiveis na literatura
mostraram que a maioria dos pacientes de ATL, HAM/TSP e portadores assintomaticos
adultos expressam este gene, e em maiores niveis que os observados para o gene tax
(Saito et al., 2009; Usui et al., 2008). No presente estudo, a expressdo do gene HBZ
também foi maior que a expressdo do gene fax nos pacientes de DIH o que sugere que o
gene HBZ tem um papel mais importante na patogénese da DIH que o gene fax, como
parece ser para a ATL e HAM/TSP (Satou et al, 2006, Matsuoka and Green, 2009). O
gene HBZ produz dois transcritos, o HBZ-SI e o HBZ (Murata et al., 2005; Gaudray et
al., 2002). Os niveis de transcricdo de cada um dos transcritos foi maior do que os
niveis de transcri¢gdo do gene tax. Foi interessante observar que a expressdo dos dois
transcritos do gene HBZ correlacionou positivamente com a expressao do gene fax o
que indica que aqueles pacientes que t€m altos niveis de transcrigdo de HBZ também
tém altos niveis de expressdo de fax. Na literatura se sugere que a expressdo do gene
HBZ acontece para contra-restar a expressao e acoes do gene tax e deste modo, seria
esperado observar uma correlacdo negativa e ndo positiva. A proteina HBZ, e ndo o
mRNA, tem capacidade de regular a transcri¢do viral mediada por Tax (Satou et al.,
2006) através do promotor 5'LTR. Neste trabalho nao realizamos avaliagdes em nivel
de proteina e planejamos realiza-las no futuro, pois essas andlises serdo de grande
importancia para entender melhor os mecanismos de regulacdo destes genes virais e seu
papel na DIH. A proteina HBZ também interfere nas vias de transcricdo da célula
hospedeira, interagindo na via do NF-KB (Matsuoka et al., 2009) e regula fatores de
transcrigdo humanos, entre eles, a familia de Jun/Fos (Basbous et al., 2003).

Nos pacientes com ATL e HAM/TSP, o transcrito HBZ-SI ¢ observado com
mais freqiiéncia e quantidade que o transcrito HBZ (Cavanagh et al., 2006, Usui ef al.,
2008; Saito et al., 2009). Este dado também foi observado no nosso estudo para os
pacientes com DIH considerando os dados ndo ajustados. Na literatura, recentes
trabalhos realizados em modelos in vitro mostram que o transcrito HBZ-SI tem maior
capacidade de induzir proliferacdo celular e produz niveis maiores de proteina (Murata
et al., 2005). Porém, esta diferenca ndo foi observada nos dados ajustados pela
expressdo da f2-microglobulina. O ajuste dos dados pela expressdo de um gene

constitutivo humano ¢ adotado somente na metodologia de alguns trabalhos que
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quantificam estes genes virais. Por isto, neste estudo consideramos para analise os
valores obtidos da reagdo de quantificacdo e os valores ajustados pela expressdo do gene
da f2-microglobulina. Este ajuste pode ser discutido sendo que a amostra de partida de
PBMC para a obtengdo do RNA estava composta de células ndo infectadas (populagdo
majoritaria) e células infectadas (populacdo minoritaria). Deste modo, a expressdo deste
gene humano refere-se a todas as células da amostra enquanto os valores da expressdo
dos genes virais referem-se unicamente as células infectadas. Metodologicamente
consideramos que seria mais adequado ajustar os valores obtidos para os genes virais
com o valor da expressdo do gene humano constitutivo referente unicamente das células
infectadas, o que nao foi possivel. A propor¢ao entre as duas populagdes variou muito
de paciente para paciente, como foi observado pela variagdo da carga proviral. Também
observamos niveis mais elevados de expressdo do gene da f2-microglobulina nos
pacientes de DIH quando comparados com os portadores assintomaticos (p=0.042, teste
de Mann-Whitney), que ndo atribuimos a quantidade ou qualidade do RNA, pois a
qualidade do RNA obtido nas amostras dos portadores assintomaticos foi boa e similar a
obtida para os pacientes de DIH e a quantificacdo de todas as amostras de RNA
(portadores assintomaticos e pacientes de DIH) foi realizada conjuntamente. A reacdo
de transcricdo reversa também foi realizada com os mesmos reagentes ¢ nas mesmas
condicoes.

Optamos por utilizar oligos especificos para cada um dos genes estudados
(virais, tax e HBZ e humano, f2-microglobulina) para a obtengdo dos cDNAs e realizar
uma Unica reacdo de transcri¢do reversa, pois consideramos esta estratégia uma melhor
aproximagdo a respeito da utilizada por Usui e col., 2008 para ATL, onde foram
utilizados oligos inespecificos para ao gene tax e o controle constitutivo e oligos
especificos para os dois transcritos do gene HBZ, para o que foi preciso duas reacdes
diferentes para obtencdo dos cDNAs. Nesse trabalho, os autores ajustaram somente 0s
valores de expressdo do gene fax com o controle constitutivo humano e os comparam
com os valores de expressdo do gene HBZ ndo ajustados. Na quantificacdo destes
genes para a HAM/TSP e ATL realizada por Saito e col., 2009, os autores utilizaram
hexameros randémicos como oligos em uma unica reagdo. Porém precisaram partir de
grande quantidade de RNA e ndo consideraram que o gene HBZ compartilha seqiiéncias
génicas com outros genes virais (Figura 4) que se transcrevem em sentido sense,
podendo amplificar produtos destes genes de maneira inespecifica. Em experimentos

preliminares, quantificamos a expressdo de tax partindo do cDNA produzido utilizando
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oligos inespecificos e obtivemos niveis de expressdo muito menores quando comprados
com os obtidos utilizando oligos especificos, para as mesmas amostras ¢ a mesma
quantidade de RNA de partida, indicando que a metodologia adotada pode influenciar
os resultados e precisa ser discutida.

Tanto a expressdo do gene tax como a do gene HBZ foi maior nos pacientes de
DIH a respeito dos portadores assintomaticos. Porém, esta diferenca ndo foi observada
nos valores ajustados da expressdo destes genes. Como comentado, a quantificacdo do
gene da f2-microglobulina foi estatisticamente maior nos pacientes quando comparada
com os assintomaticos. Este foi um dado inesperado que ao ser utilizado para ajustar os
valores de quantificagdo dos genes virais, pode afetar os resultados.

Nos portadores assintomaticos os niveis de expressdo do HBZ-SI e do HBZ
foram similares, diferentemente do observado para os pacientes de DIH. Uma expressao
mais elevada do transcrito HBZ-SI na DIH poderia contribuir para a alta carga proviral
observada nestes pacientes quando comparada com os assintomaticos.

Usui e col, 2008, observaram nos pacientes de ATL uma correlagdo positiva
entre a carga proviral e a expressdo do gene HBZ (HBZ-SI mRNA). Nesse caso, a
expressao do transcrito HBZ-SI aumentava com o nimero de células infectadas. Nossos
resultados ndo evidenciaram correlacdo entre a carga proviral e a expressdo dos genes
tax e HBZ o que sugere que a expressdao aumentada dos genes ndo esta relacionada com
a quantidade de células infectadas na amostra, mas com algum mecanismo de regulacao
da expressao destes genes associado a alguma fungdo dos transcritos.

Alguns autores descreveram que a DIH pode desenvolver para ATL (Tsukasaki
et al., 1994) e HAM/TSP (Aratjo et al., 2002). Dez dos 32 pacientes incluidos neste
estudo manifestavam simultaneamente HAM/TSP (Primo ef al., 2005). Quando
comparados estes dois grupos foi observada maior expressao do transcrito HBZ-SI do
gene HBZ nos pacientes com DIH e HAM/TSP. Porém, esta diferenca ndo se manteve
quando foram considerados os valores ajustados. Nos pacientes de HAM/TSP adultos
os altos niveis de expressdo do gene HBZ foram relacionados com alta carga proviral
(Saito et al., 2009). A carga proviral entre o grupo de DIH e o grupo de DIH e
HAM/TSP foi similar.

Nao foi observada associag@o entre a expressdo dos genes HBZ ¢ tax ¢ o tempo
de infecc¢ao, tempo de doenca e a remissdo das manifestacdes clinicas para os pacientes
de DIH. Outros aspectos da clinica destes pacientes precisam ser avaliados e

relacionados com a regulagdo destes genes. Os mecanismos de patogénese da DIH ainda
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ndo foram bem esclarecidos. Recentes dados mostram que estes pacientes apresentam
alta carga proviral e que, no PBMC, produzem niveis mais elevados de IFN-y e TNF-a
quando comparados com portadores assintomaticos, caracterizando uma proliferacao
aumentada de células infectadas relacionada a uma resposta exacerbada de tipo I. Sendo
que a expressdo dos genes tax e HBZ encontra-se aumentada nos pacientes de DIH a
respeito dos assintomaticos, os produtos destes genes poderiam estar contribuindo a
aumentar o numero de células infectadas o que provocaria uma resposta inflamatoria.
Abordagens de analise em redes fazem-se necessarios para poder considerar os
possiveis multiplos fatores envolvidos na patogénese da DIH e poder estabelecer inter-
relacdes de causa e efeito.

A presenga de células-em-flor no sangue periférico ¢ uma caracteristica dos
pacientes com ATL (Tsukasaki et al., 2009), ocorrendo com mais freqiiéncia em casos
agudos ¢ podendo ser detectadas em casos smoldering e cronicos (Shimoyama et al.,
1991). No nosso estudo, cinco pacientes de DIH ja apresentavam células-em-flor no
sangue periférico em percentagens que variaram de 1 a 5% no momento da coleta. Estes
pacientes consideram-se como casos pré-ATL, ou seja, casos de DIH que tem maior
risco de evoluir para ATL (Oliveira et al., 2010). Quando comparados o grupo de
pacientes com células-em-flor com o grupo de pacientes sem linfocitos atipicos no
sangue periférico ndo foram observadas diferencas nos niveis de transcricdo dos genes
tax e HBZ. O numero de pacientes nestes dois grupos foi pequeno, porém pode-se
sugerir que a expressdao destes genes virais ndo estaria relacionada com a presenca de
células-em-flor. Seria muito interessante poder avaliar a expressdo destes genes nas
c¢lulas-em-flor nestes pacientes. Metodologicamente esta abordagem torna-se complexa
pela pequena percentagem destas células no PBMC. Esta avaliagdo sera mais fativel na
ATL onde estas células sdo mais freqiientes. O nosso grupo esta iniciando o estudo
destes genes virais nas diferentes formas clinicas da ATL.

No grupo de pacientes com DIH no presente estudo incluiu 21 individuos do
sexo feminino ¢ 10 do sexo masculino. Esta maior propor¢do de pacientes do sexo
feminino esta de acordo com os dados da literatura que mostram uma maior prevaléncia
dessa patologia em portadoras do sexo feminino (Manns et al., 1999). O niimero de
portadores assintomaticos incluidos no presente estudo é pequeno e pretendemos

aumenta-lo antes da submissdo destes resultados para publicacao.
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Até o momento ndo existe terapia eficaz para o tratamento da DIH. Como a DIH
se associa a infeccdo bacteriana, os pacientes sdo tratados com sulfametoxazol
associado a trimetoprim, recidivando quando a medica¢do ¢ suspensa. A DIH pode
evoluir para HAM/TSP e ATL (Oliveira et al., 2005; Hanchard et al., 1991; Primo et
al., 2005). Nao se conhecem os fatores envolvidos nesta evolugcdo ¢ também nao
existem estratégias terapéuticas que possam frea-la. O conhecimento dos mecanismos
patogénicos da DIH ¢ de extrema importancia para a identificagdo de marcadores
moleculares de manifestagdo e evolugdo assim como de novos alvos terapéuticos para o
desenho de terapias racionais. O aprofundamento no estudo do papel destes genes virais

na DIH pode contribuir neste sentido.
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7. Conclusoes

Pela primeira vez mostrou-se a expressao dos genes virais HBZ (HBZ-S1 e HBZ)
e tax, pode ser observada em pacientes da faixa infanto-juvenil com DIH e em
portadores assintomaticos da mesma faixa etaria.

Os transcritos HBZ-SI e HBZ tiveram maiores niveis de expressao que o tax nos
pacientes de DIH, enquanto que nos portadores assintomaticos apenas HBZ-SI
apresenta maior nivel de expressdo que fax. Nao houve correlagdo entre a expressao
destes genes com a carga proviral e com os dados clinicos nos grupos de pacientes de
DIH e portadores assintomaticos da faixa infanto-juvenil.

Tendo em vista todos os aspectos aqui demonstrados, pode-se concluir também
que a expressdo de HBZ e tax, ndo € restrita a pacientes de ATL e HAM/TSP e estudos
de quantificacdo desses genes virais, bem como dos seus mecanismos de agdo, podem
contribuir para o estabelecimento de medidas que permitam melhorar a qualidade de
vida dos individuos acometidos pelas patologias associadas ao HTLV-I em etapas

iniciais da infecgdo.
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