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RESUMO

O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) é um virus endémico em nossa
regido. Esta associado ao desenvolvimento de diversas doencgas e sintomas incapacitantes, a
exemplo da Mielopatia Associada ao HTLV-1 (PET/MAH). A expressdo génica dos fatores
de transcricdo TBET, GATA3 e FOXP3, no desenvolvimento da mielopatia, aparenta ser
determinante ao curso da doenca. Este estudo, de caréater observacional, analitico e
transversal, visou quantificar a expressdo génica desses fatores de transcrigdo nos pacientes,
portadores do HTLV-1, que manifestaram mielopatia, em seus graus de evolucdo clinica.
Participaram, desta pesquisa, pacientes, maiores de dezoito anos, diagnosticados com HTLV-
1, atendidos e acompanhados no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas, do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA. Foram coletados dados clinicos e
amostras de sangue dos pacientes para posterior isolamento e quantificacdo do RNA para
sintese de cDNA e, em seguida, quantificar a expressdo génica de B-Actina, GAPDH, TBET,
GATA3 e FOXP3. Os resultados mostraram 76 pacientes, sendo 39,47 % pacientes com
PET/MAH, 35,53% Assintomaticos e 25% Monossintomaticos/Oligossintomaticos (MOS).
Na correlacdo dos fatores de transcricdo com as formas clinicas, houve maior expressédo de
TBET nos pacientes com PET/MAH, sem significancia estatistica (p=0.4282); os fatores
GATA3 e FOXP3 se expressaram mais nos assintomaticos, com predominio de GATA3
(P=0.0007). O GATA3 quando relacionado com o FOXP3, apresentou predominio
significativo nos individuos assintomaticos (p=0,0019) e MOS (p=0,0209). Conclui-se que 0
fator GATAS parece ser determinante a um curso clinico diferente na evolucdo da mielopatia

associada ao HTLV-1 (forma incompleta).

Palavras-chave: HTLV-1; PET/MAH; Fatores de transcrigéo.



ABSTRACT

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is an endemic virus in our region. It is
associated with the development of several disabling diseases and symptoms, such as HTLV-
1 Associated Myelopathy (HAM/ TSP). The gene expression of the transcription factors
TBET, GATA3 and FOXP3, in the development of this myelopathy, seems to be determinant
to the course of the disease. This observational, analytical and cross-sectional study aimed to
quantify the gene expression of these transcription factors in the steps of myelopathy
manifestation, in patients with HTLV-1. Patients older than eighteen years old, diagnosed
with HTLV-1, attended and followed up at the Laboratory of Clinical and Epidemiology of
Endemic Diseases of the UFPA Tropical Medicine Center, participated in this study. Clinical
data and blood samples were collected from patients for further isolation and quantification of
RNA for cDNA synthesis and then quantification of the gene expression of f-Actin, GAPDH,
TBET, GATA3 and FOXP3. The results showed 76 patients, 39.47% with HAM/ TSP,
35.53% Asymptomatic and 25% were Monosymptomatic/Oligosymptomatic patients (MOS).
In the correlation of transcription factors with clinical forms, there was a higher expression of
TBET in patients with HAM/ TSP, without statistical significance (p = 0.4282); the GATA3
and FOXP3 factors were expressed more in the asymptomatic ones, with predominance of
GATAS3 (p = 0.0007). GATA3, when related to FOXP3, showed a significant predominance
in asymptomatic individuals (p = 0.0019) and MOS (p = 0.0209). It is concluded that the
GATA3 factor seems to be determinant to a different clinical course in the evolution of

myelopathy (incomplete form).

Keywords: HTLV-1; HAM/ TSP; Transcription Factor.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS.

BCL-2 B-Cell lymphoma protein 2 (Célula-B de linfoma 2)

°C Graus Celsius

CD Cluster of differentiation (Grupamento de diferenciacao)

cDNA DNA complementar

CEP Comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos

CT Cycle threshold

CTL Linfocitos T citoliticos

CxR Carboxi-x-Rodamina

DEPC Dietil Pirocarbonato

DNA Deoxyribonucleic Acid (acido desoxirribonucléico)

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate (Desoxirribonucleotideos
Trifosfato)

DTT Ditiotreitol

EDTA Ethylene Diamine TetrAcetic Acid.(&cido etilenodiamino tetra-
acetico)

ELISA Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay

Fig Figura

FOXP3 Forkhead/winged helix transcription factor

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GATA3 GATA-binding protein 3

HBZ HTLV-1 b-ZIP factor

HLA Human Leukocyte Antigen (Antigeno Leucocitario Humano)



HTLV Virus linfotrépico de células T humanas

IFN-y Interferon-gama

IL Interleucina

LLCTA Leucemia/linfoma de células T de adultos

LTR Long Terminal Repeat (Terminal de longa repeticao nucleotidica)
MgCI2 Cloreto de magnésio

mL Mililitro

mM Milimolar

MOS Monossintomaticos/Oligossintomaticos

NF-kB Nuclear factor kappa B

Ng Nanograma

NK Natural Killer

NMT Nucleo de Medicina Tropical

OMS Organizacao Mundial de Saude

PBS Phosphate buffered saline (Tampao fosfato-salino)

PCR Polimerase chain reaction — reacdo em cadeia da polimerase
PET/MAH Paraparesia espastica tropical/Mielopatia Associada ao HTLV
Pmol Picomol

Qsp Quantidade suficiente para

RNA Ribonucleic Acid (acido ribonucléico)

Rpm Rotacdes por minuto

RT-PCR Real time PCR (PCR em tempo real)

gPCR Quantitative PCR



SNC Sistema nervoso central
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TGF-p Transforming growth factor-beta (fator de transformacéo de
crescimento — beta)

Th T helper cell

Mg Micrograma

pL Microlitro

TBET Thox transcription factor

TNF-a Tumor necrosis fator - alfa (fator de necrose tumoral - alfa)
Treg Células T regulatorias

UFPA Universidade Federal do Para

ZEB Zinc-finger E-Box

WB Western Blot
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1 INTRODUCAO

O virus linfotropico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) foi descrito pela
primeira vez pela equipe de Robert Gallo em 1980 antes da descoberta do Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) (FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2018). A
infeccdo pelo retrovirus HTLV-1 foi inicialmente associada com a leucemia/linfoma de
células T do adulto (LLcTA) no Japdo em 1977, sendo depois encontrado em outras partes do
mundo. (OZAWA et. al., 2012; KROON; PROIETTI, 2015). Em seguida foi associada a
Paraparesia Espastica Tropical, também conhecida como Mielopatia Associada ao HTLV-1
(PET/MAH) (SANTOS; SOARES; RIVEMALES, 2017; MOZHGANI et al., 2018).

O numero de pessoas infectadas pelo HTLV-1 é de aproximadamente de 10-20
milhdes no mundo (GLORIA et al., 2015; TAROKHIAN et al., 2018). A distribuicio do
virus ndo é uniforme no mundo, apresentando &reas altamente endémicas, como o Japao,
Africa Subsaariana, Caribe e América do Sul, Ilhas da Melanésia e Oriente Médio. (ENOSE-
AKAHATA; VELLUCCI; JACOBSON, 2017; TAROKHIAN et al., 2018). No Brasil,
estima-se que existam aproximadamente 2,5 milhdes de infectados, com prevaléncia que varia
de 0,04 a 1%, sendo que os estados da Bahia, Para e Maranh@o apresentam as maiores taxas
de prevaléncia para essa infeccdo em doadores de sangue (ECHEVARRIA-LIMA et al.,
2018; SILVA et al., 2018).

A PET/MAH é uma doenca neuroinflamatdria cronica, relacionada a resposta
imunologica do hospedeiro a infecgdo. Tem um inicio insidioso e promove alteracdes motoras
dos membros inferiores, o que leva a um disturbio progressivo da marcha (SANTOS;
SOARES; RIVEMALES, 2017). Manifesta-se com disturbios autonémicos dos esfincteres,
como retencdo e incontinéncia urinaria, constipacdo, impoténcia nos homens e reducdo da
libido em ambos o0s sexos. Os sintomas neuroldgicos sdo paraparesia espastica simétrica ou
assimétrica, com hiperreflexia, clénus e sinal de Babinski nos membros inferiores, e
hiperreflexia, mas raramente paresia nos membros superiores. (COSTA; SANTOS, 2003;
NECO, 2015).

A fisiopatologia da PET/MAH ainda ndo ¢ totalmente esclarecida. Acredita-se em
trés hipoteses para explicar o desenvolvimento da mielopatia associada ao HTLV-1
(MOZHGANI et al., 2017; NECO, 2015). Na primeira ocorre citotoxicidade direta, na qual
células T CD8+ infectadas pelo HTLV-1 seriam capazes de cruzar a barreira

hematoencefalica e destruir as células da glia infectadas. Na segunda, ocorre mimetismo
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molecular, no qual a ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP-A1), uma proteina
neuronal do hospedeiro, é bastante semelhante a TAX, a proteina mais importante do virus, e
desencadeia um intenso processo inflamatério autoimune com lesdo dos neurénios. E a ultima
chamada de “bystander” ou dano circundante, ¢ a mais aceita ¢ trata-Se da capacidade que
linfocitos T CD4+ infectados e linfécitos T CD8+ especificos para TAX teriam em atravessar
a barreira hematoencefélica e produzir grandes quantidades de citocinas pré-inflamatdrias e
neurotoxicas, como IFN-y e TNF-a, ocasionando inflamacéo e destruicdo tecidual (NECO,
2015; FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2017).

O perfil de citocinas em resposta a infecgdo pelo HTLV-1 mostra um padréo de
resposta Thl, com producao elevada de TNF-a ¢ IFN-y. Contudo, células mononucleares de
portadores assintomaticos produzem niveis elevados de citocinas regulatorias IL-5 e 1L-10
quando comparados com controles saudaveis, denotando que o perfil de resposta imunologica
em pacientes portadores do HTLV-1 ¢ tanto do tipo Thl como do tipo Th2, produzidas
principalmente por células T CD4+ (SANTOS et. al., 2006; SOUZA et. al., 2012; ANDO et.
al., 2013; RAFATPANAH et. al., 2013). Entretanto, é amplamente documentado que a
resposta imunoldgica no curso da infeccdo pelo HTLV-1 é o perfil Thl (SOUZA-
MACHADO et. al., 2003; OZAWA et. al., 2012; QUARESMA et al., 2016).

Também foi descrito que o HTLV-1, nos pacientes com PET/MAH, pode
interferir na funcdo das células T reguladoras (células T CD4+ CD25+ Foxp3+) (ARAYA et
al., 2014; ENOSE-AKAHATA; VELLUCCI; JACOBSON, 2017). O virus infecta células T-
reg e modifica seu papel na regulacdo imunoldgica. A disfuncéo das células T-reg € associada
a menor producdo de citocinas reguladoras, IL-10 e TGF-B, que pode diminuir a agdo anti-
inflamatdria, permitindo este carater pro-inflamatorio visto nesses (SAITO; BANGHAM,
2012; SOUZA et al. 2012; ARAYA et al., 2014).

As células CD4 de cada perfil de resposta imunoldgica pode ser distinguido pela
presenca de fatores de transcricdo relacionados a cada perfil. As célulasThl podem ser
identificadas por expressar o fator de transcricdo (TBET; codificado por TBX21) e séao
responsaveis por secretar a citocina pro-inflamatoria IFN-y, principalmente. As células Th2
apresentam a expressao da proteina 3 de ligacdo ao GATA (GATAS3), com secre¢do das
citocinas IL-4, -5 e -10. Ja as Tregs sdo geralmente distinguidas pela expressdao de FOXP3,
com a secrecgdo de citocinas reguladores, sobretudo IL-10 e TGF-p (ARAYA et al., 2014).

Sendo a resposta imunoldgica importante no desenvolvimento da PET/MAH, o estudo

das expressdes dos fatores TBET, GATA3 e FOXP3 podem ajudar a entender melhor os
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mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenca. Com isso, foi avaliada a expressao de
cada um destes fatores nos pacientes infectados por HTLV-1 que desenvolveram ou n&o
PET/MAH.
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1.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de TBET, GATA3 e FOXP3 em pacientes infectados por

HTLV-1 que desenvolveram ou ndo PET/MAH.

1.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)

Quantificar a expressdo de TBET, GATA3 e FOXP3 nos pacientes infectados
com HTLV-1 assintomaticos, oligossintomaticos e que desenvolveram
PET/MAH;
Comparar a expressdo de TBET, GATA3 e FOXP3 entre o0s pacientes infectados
com HTLV-1 assintomaticos, oligossintomaticos e que desenvolveram
PET/MAH;
Correlacionar a expressdao de TBET, GATA3 e FOXP3 nos pacientes infectados
com HTLV-1 assintomaticos, oligossintomaticos e que desenvolveram
PET/MAH.
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1.3 Justificativa

O HTLV-1 esta relacionado a doencas proliferativas graves e aparece como agente
etiolégico de duas doencas principais: Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto, uma
doenca neoplasica, e Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1.

Este virus é endémico em vérias partes do mundo. A soroprevaléncia desta infeccéo
varia de acordo com a area geografica, grupo étnico e comportamento de risco. A América do
Sul é uma das areas mais prevalentes para 0 HTLV-1. No Brasil 0 virus encontra-se em todas
as regides brasileiras, sendo considerada regido endémica, possuindo cerca de 2,5 milhdes de
brasileiros infectados. As maiores Taxas de soroprevaléncia para HTLV-1 no Brasil esta nos
estados do Maranhdo, Bahia e Para. Ainda ha poucos estudos sobre a prevaléncia do HTLV -
1 na populagéo da regido metropolitana de Belem.

Individuos acometidos pelo virus, e que desenvolvem mielopatia associada, evoluem
para um quadro clinico neurolégico importante do ponto de vista funcional. Apresentam

limitacGes que repercutem negativamente na qualidade de vida.

Os pacientes infectados por HTLV-1 apresentam o desequilibrio entre as respostas
Thl, Th2 e Treg, sendo que, este desequilibrio € mais exuberante nos pacientes que
desenvolvem alguma doenca relacionada a este virus, em destaque a PET/MAH.

O desenvolvimento do perfil imunoldgico depende da expressdo dos fatores de
transcricdo relacionados a eles, como no perfil Thl, o fator TBET, no perfil Th2, 0 GATA3 e,
no perfil Treg, FOXP3.

Embora existam algumas hipoOteses que expliquem a fisiopatologia da mielopatia
associada ao HTLV-1, a patogénese dessa doenca ainda ndo é totalmente compreendida.
Sabe-se que a resposta imunoldgica do hospedeiro € importante para o0 aparecimento do
quadro clinico e o virus pode interferir nas vias de sinalizacdo da células infectada. Sendo
assim, o estudo das expressdes génicas dos fatores de transcricdo TBET, GATA3 e FOXP3
nos pacientes infectados por HTLV-1 pode ajudar a compreender melhor a fisiopatologia da
PET/MAH.



17

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1HTLV-1

O Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV) é um retrovirus pertencente
ao género Deltaretrovirus, da subfamilia Orthoretrovirinae, com cerca de 80 a 100
nandmetros. Na maioria das vezes, ndo desenvolve manifestacGes clinicas ou doencas em
seres humanos, sendo frequentemente detectado nas poucas vezes que desencadeia patologias
(PEREIRA; MESQUITA, 2016).

Atualmente existem quatro tipos virais descritos na literatura. O HTLV-1 foi
descrito como o primeiro retrovirus humano, observado na manifestacdo cutanea de um
paciente com linfoma de células T e é o principal tipo viral causador de doencas e
manifestagdes clinicas em humanos (ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI, 2010;
PEREIRA; MESQUITA, 2016). O HTLV-2 foi identificado em uma linhagem de células T de
um paciente com tricoleucemia, dois anos apos a descoberta do primeiro tipo. Apresenta-se
como um tipo bem menos patogénico e foi essencial para a descoberta do tropismo viral pelas
células brancas da linhagem linfoide. (RIBEIRO et al., 2010; MS, 2013). Mais recentemente,
dois outros tipos de HTLV foram descritos, HTLV-3 e HTLV-4, ambos identificados em
individuos africanos (MAHIEUX; GESSAIN, 2011).

O HTLV-1 é assintomatico na maioria dos individuos infectados. Quando
ocorrem, sdo observadas diversas manifestacdes clinicas, como alteracdes neuroldgicas,
oculares e motoras. As principais doencgas causadas por este virus sdo a Leucemia Linfoide de
células T do Adulto e a Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV-1,
principais representacbes do acometimento viral em humanos. A transmissao viral entre os
individuos pode ocorrer através do aleitamento materno, transmissdo intrauterina ou perinatal
(transmisséo vertical); também por meio do contato sexual, além do uso de drogas injetaveis
ou por transfusdo sanguinea (horizontal) (ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI, 2010;
PEREIRA; MESQUITA, 2016).

A estrutura do HTLV-1 é semelhante & de outros retrovirus. E um virus
envelopado e seu genoma € constituido por duas fitas simples de RNA de polaridade positiva.
Possui genes estruturais e ndo estruturais, como 0s genes gag, pro, pol e env e pX. O gene pX,
é responsavel em codificar as proteinas regulatérias TAX (p40), REX (p27), e outras
proteinas, que sdo responsaveis processo de infec¢do e proliferacdo deste virus. A proteina

HBZ (HTLV-1 b-ZIP factor), codificada pelo gene env, em associagdo com a TAX, esta
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diretamente envolvida na patogénese viral e pode determinar perfis de resposta imunoldgica
celular especificos (BOXUS; WILLEMS, 2009, 2012; QUARESMA et al., 2016).

Apos a entrada do virus, na célula, o RNA genémico viral é transcrito em cDNA,
através da transcriptase reversa, e 0 virus € incorporado ao DNA do hospedeiro. O aumento
do nimero de cépias do genoma viral ocorre atraves da expansao clonal das células infectadas
e transmissdo de células infectadas para as ndo infectadas, pela repeti¢do do ciclo. A proteina
TAX desempenha um papel importante, através do estimulo a proliferacdo celular, além de
inibir a apoptose das células infectadas (SATOU; MATSUOKA, 2010).

2.2 Epidemiologia

Estima-se que o HTLV-1 é responsavel pela infeccdo de 10 a 20 milhdes de
pessoas ao redor do mundo, variando conforme as estimativas de diversos estudos e
desconsiderando casos ndo notificados. Além disso, estipula-se que aproximadamente 90%
dos individuos soropositivos ndo manifestam sintomas clinicos (OZAWA et al. 2012;
GLORIA et al., 2015). Em relagdo as principais patologias causadas pelo HTLV-1, estima-se
que 2 a 3% dos individuos desenvolvam LLCTA e o mesmo numero também desenvolva a
PET/MAH (SAITO, 2010; PEREIRA; MESQUITA, 2016).

No Brasil, 0 nimero de acometidos é estimado em torno de 2,5 milhGes, com
distribuicdo desigual entre as regides (maior prevaléncia nas regides Norte e Nordeste), sendo,
assim, o pais com maior nimero absoluto de casos (GLORIA et al., 2015).

No Parg, o trabalho de Silva et al. (2018) apresentou uma prevaléncia de 2% de
individuos infectados na regido metropolitana da capital paraense, o que considera como
endemia moderada. Os estudos de Sequeira et al. (2012) e Gloria et al. (2015) apresentam
maior procedéncia de pacientes oriundos da regido metropolitana de Belém, 67,6% (pacientes
gestantes) e 92,3% (populacao geral), respectivamente.

Em relacdo a transmissibilidade, observa-se que o aleitamento materno é a
principal via de transmissdo vertical, com o contagio de lactentes pelas maes contaminadas
com o virus (20-30% dos casos). Esta forma de contagio (vertical) é considerada a mais
eficaz, com altas Taxas de transmissibilidade. Entretanto, os riscos biol6gicos ainda nao sédo
totalmente elucidados (MS, 2014).
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2.3 PET/MAH

A PET/MAH é um distarbio neuroldégico progressivo, crbnico, que pode
desencadear diversos sintomas, como alteracdes motoras simétricas dos membros inferiores,
disturbio progressivo da marcha e atinge, apds alguns anos, uma estabilidade clinica
(ENOSE-AKAHATA; VELLUCCI; JACOBSON, 2017).

Os primeiros sintomas a aparecer nos pacientes costumam ser disfuncdo vésico-
intestinal como urge-incontinéncia urinaria, constipacdo intestinal, e disfuncdo sexual na
populacdo masculina. Evolui gradativamente para dificuldade de deambular, espasticidade,
hiperreflexia, clonus, disfuncdo esfincteriana, lombalgia. Podem estar presentes alteracGes
cognitivas de leve a moderada intensidade suficiente para prejudicar a sua qualidade de vida
(TAVARES, 2009; CHAMPS et al., 2010).

Os individuos infectados pelo virus sdo, em sua maioria, assintomaticos e
aproximadamente 0,25 a 3,8% individuos infectados desenvolvem a doenga. A doenga
acomete principalmente individuos nas 42 e 52 décadas de vida, raramente antes dos 20 anos
ou apos os 70 anos (SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

A fisiopatologia do virus ndo é totalmente entendida, trés hipdteses sdo mais
aceitas para explicar o desenvolvimento da PET/MAH pelo HTLV-1 (MOZHGANI et al.,
2017). Entretanto, sabe-se que no mecanismo de infeccdo pelo virus o alvo principal é o
linfocito T CD4+, que possui um receptor na superficie na membrana celular que é o local de
ligacdo do virus (NECO, 2015).

Na primeira hipotese, ocorre citotoxicidade direta, na qual células T CD8+
infectadas pelo HTLV-1 seriam capazes de cruzar a barreira hematoencefalica e destruir as
células da glia infectadas, através da liberacdo de citocinas (COSTA; SANTQOS, 2003; NECO,
2015).

Na segunda, ocorre mimetismo molecular, no qual a ribonucleoproteina nuclear
heterogénea (hnRNP-A1), uma proteina neuronal do hospedeiro, é bastante semelhante a Tax,
a proteina mais importante do virus, e desencadeia um intenso processo inflamatorio
autoimune com lesdo dos neurénios (COSTA; SANTOS, 2003).

E a Ultima chamada de “bystander” ou dano circundante, ¢ a mais aceita e Se

baseia na ideia da capacidade que linfécitos T CD4+ infectados e linfocitos T CD8+
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especificos para Tax teriam em atravessar a barreira hematoencefalica e produzir grandes
quantidades de citocinas pré-inflamatdrias, ocasionando inflamacéo e destruicdo tecidual
(NECO, 2015; FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2017). Nesta hipdtese, o sistema
nervoso linfocitos infectados, gerando respostas imunoldégicas humorais e celulares, uma vez
que citocinas (IL-1, IL-2 e IL-6), Fator de Ativacdo de Plaquetas (PAF) e Fator de Necrose
Tumoral (TNF), quimiocinas como CXCL-9 e CXCL-10, fundamentais no recrutamento de
células Thl, tem sido encontradas no soro dos pacientes. Sabe-se que o TNF-alfa é citotoxico
para os oligodendrdcitos e destrdi a bainha de mielina (ARAYA et al., 2014; NECO, 2015).

Os fatores determinantes no desenvolvimento e progresso da PET/MAH s&o:
presenca de alelos de HLA protetor (HLA-AO2) ou indutor (HLA-DRB1-0101); carga viral
elevada; a inibicdo da acdo apoptdtica do linfocito T citotoxico CD8+ pela bcl-2; relagdo da
carga viral e resposta imunoldgica do hospedeiro (COSTA; SANTOS, 2003; SANTOS;
MUNIZ ; CARVALHO, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 1989, definiu critérios diagndsticos
clinicos e laboratoriais para PET/MAH tais como: paraparesia espastica de evolugdo lenta e
progressiva; presenca de sinais piramidais; variaveis graus de disturbios esfincterianos e
sensitivos, associados a presenca de anticorpos para 0 HTLV-l no sangue e no liquido
cefalorraquidiano (LCR), poréem ha pacientes assintomaticos e pacientes que ndo fecham os
critérios diagndsticos embora apresentem sintomas de mielopatia (TAVARES, 2009;
KOYAMA et al., 2019).

Castro-Costa et al. (2006) elaborarou uma nova proposta diagnostica para o
diagnostico da PET/MAH. Este modelo aborda sintomas clinicos desde o inicio da doenca,
incluindo casos de distarbios oligossintomaticos/monosintomaticos, e achados laboratoriais
que atestam a presenca de proteinas do virus anti-HTLV-I [pelo teste de Western Blot (WB)
e/ou reacdo em cadeia de polimerase (PCR)] no LCR. Koyama et al. (2019) determinou,
posteriormente, a divisdo dos individuos, infectados pelo HTLV-1, quanto ao grau de
mielopatia desenvolvida, em trés grupos: Assintomaticos,

Monossintomaticos/Oligossintomaticos (MOS) e pacientes com PET/MAH.
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2.4 Imunopatologia do HTLV-1

Embora a maioria dos pacientes infectados pelo HTLV-1 ndo manifestem
sintomas ou desenvolvam doencas, a infeccdo pelo virus esta diretamente relacionada a
diversos acometimentos clinicos, como a PET/MAH, LLcTA, Sindrome de Sjogren, uveites e
outras manifestacdes, sobretudo, de caréter inflamatério (ROMANELLI; CARAMELLI;
PROIETTI, 2010; QUARESMA et al., 2016).

Em relacdo a resposta imunoldgica inata, as células NK sdo as responsaveis pela
deteccdo e eliminacdo das células do hospedeiro infectadas pelo HTLV-1, bem como a
sinalizacdo para Células Apresentadoras de Antigenos (APC), desencadeando o inicio da
resposta imunoldgica adquirida. A quantidade, de células NK esta diretamente relacionada a
carga viral, com ativacdo da replicacdo deste tipo celular. Observa-se que TAX desempenha
um papel essencial nesta infeccdo aguda pelo HTLV-1, estimulando essa replicacéo celular e
aumento da carga viral (JACOBSON, 2010; NORRIS et al., 2010).

Alguns estudos mostram que TAX possui um papel essencial na infeccdo aguda
pelo HTLV-1, porém, ap0s esse momento inicial, seu gene € inativado e sua expressao é
diminuida. A quantidade de TAX observada em pacientes que desenvolveram PET/MAH
apresenta-se baixa, sugerindo que sua atuacdo na cronologia da manifestacdo clinica do
HTLV-1 esta relacionada a interacdo com outros fatores ligados ao proprio virus e a resposta
imunologica do hospedeiro (BARROS et al., 2013; QUARESMA et al.,, 2015; ENOSE-
AKAHATA; VELLUCCI; JACOBSON, 2017).

Nesse sentido, a proteina HBZ possui um papel importante no surgimento de um
processo inflamatorio das doencas relacionadas ao HTLV-1. Acredita-se que sua expressdo
estd intimamente relacionada a acdo da TAX, de forma contrarreguladora (BARATELLA,;
FORLANI; ACCOLLA, 2017). O estudo de Enose-Akahata, Vellucci e Jacobson (2017)
evidenciou um aumento da expressdao dessa proteina no seguimento da cronificacdo da
infeccdo, 0 oposto observado na expressdo de TAX.

O perfil da resposta imune a TAX também se apresenta oposto ao perfil de
resposta a HBZ.

O HTLV-1, através das interaces moleculares de TAX, induz a supressdo da
resposta imunoldgica T reguladora, através da perda de expressdo do fator de transcricdo
FOXP3. De forma concomitante, ocorre 0 aumento da expressdo de TBET e secrecdo da
citocina IFN-y, induzindo uma resposta Thl e desenvolvimento de um processo inflamatorio

(ARAYA et al., 2014; MIYAZATO; MATSUOKA, 2014).
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Na PET/MAH, foi observado um aumento de células T CD4+ que expressam
TBET e estdo associadas a diversas citocinas pro-inflamatorias, sobretudo TNF-a e TFN-y,
apesar das baixas expressdoes de TAX observadas (BARROS et al., 2013; ARAYA et al.,
2014; MIYAZATO; MATSUOKA, 2014; FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2018). Além
disso, de forma oposta a infec¢do inicial pelo virus, a expressdao génica de FOXP3 se
apresenta aumentada nos pacientes que desenvolvem PET/MAH, sobretudo em linfocitos T
ndo supressivos (SATOU et al., 2012).

O HBZ se apresenta como 0 responsavel pela instabilidade na expressdo de
FOXP3, embora a transcricdo do seu gene seja estimulada. Isso acarreta um aumento das
células T CD4+ CD25+ FOXP3+ com um carater ndo supressivo, inerente a resposta
reguladora (MIYAZATO; MATSUOKA, 2014).

As células Th2 e Treg sdo geralmente distinguidas umas das outras pela sua
expressdo do fator de transcricdo e proteina GATA3 e FOXP3, respectivamente (ARAYA et
al., 2014; FUZII et al, 2014; MIYAZATO; MATSUOKA, 2014; ENOSE-AKAHATA,
VELLUCI; JACOBSON, 2017).

A resposta Th2, em geral, mostra-se com expressdo inferior a resposta Thl em
pacientes PET/MAH em relacdo aos pacientes assintomaticos. Um estudo realizado por Dias
et al. (2016) mostrou a maior expressao de IFN-y em pacientes com PET/MAH em relagéo
aos pacientes assintomaticos. Na revisdo da literatura mundial, hd poucos estudos a respeito
da interacdo entre o fator de transcricdo GATA-3 (Th2) e a proteina Tax.

Os resultados observados sao controversos. Gilli et al. (2000; 2004) demonstraram que
os individuos infectados pelo HTLV-1 apresentavam baixa expressdo da GATA-3 e ndo
observaram a expressao desse fator de transcricdo nos pacientes com PET/MAH e LLTA. Em
contrapartida, Nishiura et. al. (2004) observaram expressao elevada da GATA-3 nos pacientes
com PET/MAH,

Ja em relacdo as células Treg, ha a desregulacdo da expressdo de FOXP3, pelo
aumento da expressdo de HBZ e com a diminuicdo de TAX, durante o curso da PET/MAH, o
que se associa a baixas expressdes de TGF-B e IL-10. Entretanto, foi observado que a
expressdo aumentada de Tax reduz a expressdao da Foxp3 e inibe a funcdo supressora de
células Treg in vitro. Também foi descrito que as células Treg CD4+ Foxp3+ de
camundongos transgénicos com gene hbz apresentavam fun¢do comprometida com a maior

expressdo deste gene. Esses achados indicam que o HTLV-1 altera as células Treg, podendo
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ser um dos mecanismos de inducdo da ativacdo imunoldgica das células T infectadas
(SANTOS et. al., 2009; SAITO, 2010; ARAYA et. al., 2011; RAFATPANAH et. al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Tipo de estudo

O projeto proposto € um estudo observacional, analitico e transversal que busca
uma possivel associacdo das expressbes génicas de TBET, GATA3 e FOXP3 com o0s
diferentes graus de manifestacdo de Mielopatia em individuos portadores do HTLV-1,
estabelecendo esta associagdo com os individuos que desenvolveram a doenga e com 0s que

nao manifestaram sintomas.

3.2 Ambiente da pesquisa

Os pacientes portadores do HTLV-1 foram atendidos e acompanhados no
Laboratorio de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas, do Nucleo de Medicina
Tropical (NMT), da Universidade Federal do Para (UFPA). As amostras sanguineas e 0S
dados clinicos foram processados e analisados no Laboratdrio de Imunopatologia do Nucleo
de Medicina Tropical, setor de ensino (pos-graduacdo), pesquisa e extensdo em doencas

tropicais e demais temas regionais.

3.3 Populacédo e Amostra

A populacéo foi constituida de pacientes, maiores de dezoito anos, diagnosticados
com HTLV-1, que concordaram em participar da pesquisa. Foram excluidos pacientes que
apresentarem déficit cognitivo, coinfeccdo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
ou outras doencas inflamatdrias e/ou infecciosas que cursem com lesdes neuroldgicas em seu

decorrer clinico/cronolégico.

3.4 Coleta de dados

- Populacéo estudada:

Apos a aprovacdo no comité de ética em pesquisa (Anexo B) e aplicacdo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), foram coletados dados clinicos e
amostras sanguineas de pacientes HTLV-1 que foram atendidos no Laboratorio de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas, do Nucleo de Medicina Tropical (NMT). A
classificacdo de Mielopatia completa (PET/MAH) ou incompleta, nesses individuos, foi

determinada, de acordo com os critérios de Koyama et al. (2019), durante o atendimento,
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mediante avaliacdo clinica e exames complementares que constaram em prontuario de
atendimento, classificando 0S pacientes em Assintomaticos,
Monossintomaticos/Oligosssintométicos (MOS) e portadores de PET/MAH. O diagndstico de
PET/MAH foi estabelecido segundo os critérios da OMS (1989) (Anexo A), observando
achados clinicos e laboratoriais relacionados a doenca e a infeccdo pelo HTLV-1.

- Coleta de sangue, separacdo e contagem das células linfomononucleares:

Apds a avaliagdo clinica de cada paciente selecionado, foi coletada amostra de
5mL de sangue em tubo com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético). Em seguida, todo
o0 sangue foi transferido para um tubo tipo Falcon (Labcon) de 50mL, para ser diluido em
5mL de PBS (Tampéo Fosfato-salino), com volume final de 10mL. Em outro tubo tipo falcon
de mesma proporcdo, foi adicionado 5mL de Ficoll-paque ™ Plus (GE Healthcare),
transferindo-se cuidadosamente para este tubo todo o sangue diluido anteriormente. Apds este
procedimento, o contetdo foi centrifugado para a separacdo das células linfomononucleares a
2000 rpm por 30 minutos e a 15°C, utilizando a centrifuga Heltich Zentrifugen Universal 320
R. Apds esta primeira centrifugacdo, as células linfomononucleares foram retiradas e
transferidas para outro tubo tipo falcon. Em seguida, foram lavadas em 5 mL de PBS e
centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos e a 15°C. Ao término desta centrifugacdo, foi
desprezado o sobrenadante, restando apenas um pellet de células no fundo do tubo. A estas
células restantes, foi acrescido 1 mL de PBS e em seguida, serdo transferidas para o
microtubo (Labcon) de 1,5mL. Deste microtubo, foi retirada amostra de 10uL para a
contagem de células linfomononucleares. O restante da amostra sera congelado em
refrigerador (Ultra Low Sanyo) a -80°C.

Para a contagem celular, foi utilizada a cAmara de Neubauer. Este procedimento
utilizou 10pL de células (retirados anteriormente) que foram diluidas em 90uL de PBS
(diluicdo de 1:10). A contagem foi realizada utilizando os quatro quadrantes maiores laterais e
apos este procedimento, o numero total de células foi dividido por quatro (nimero de
quadrantes existentes), multiplicados por dez (fator de diluicdo) e seguido da multiplicacédo

por 10.000, obtendo-se assim o numero de células/mL de cada paciente.

- Isolamento e quantificacdo do RNA:

De cada paciente, 0 RNA total foi extraido de 10° células linfomononucleares,
previamente calculadas. A extragdo de RNA foi realizada pelo método do Trizol, de acordo

com o protocolo do fabricante. Em microtubo de 1,5mL, foi acrescentado as células
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linfomonucleares 1000pL de Trizol (Trizol ® Reagent — Invitrogen) e 200pL de cloroférmio
(Merck) a cada tubo. Apds homogeneizagdo por 2 minutos em Agitador Vortex Quimis, o
contetdo foi centrifugado na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a 12.000 rpm por 10
minutos a 6°C. Apds este periodo, o sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro
microtubo de 1,5mL, contendo 500uL de isopropanol (Merk) e em seguida homogeneizado
manualmente. Este microtubo foi armazenado em refrigerador a -20°C para precipitacdo por
um periodo minimo de 24 horas. Decorrido este periodo, uma nova centrifugacdo a 12.000
rpm, por 20 minutos a 4°C, ocorreu. Apds centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante, restando
0 pellet de RNA no lado e no fundo do tubo, e a este RNA precipitado foi acrescentado
1000puL de etanol 70% (Merk) em &gua DEPC (dietil pirocarbonato), e assim centrifugado a
12.000 rpm, por 20 minutos a 4°C, para ser realizada a lavagem do RNA. Apos esta lavagem,
o pellet de RNA foi desidratado por evaporacdo a 37°C, e diluido em 30pL de 4gua DEPC.

A anélise de qualidade do RNA foi realizada em gel de agarose e formaldeido.
Neste gel é possivel avaliar a contaminacdo por DNA gendmico e verificar se ocorreu
degradacdo da amostra. No gel devem estar presentes duas bandas, 28S e 18S, sendo que a
banda de 28S deve estar mais intensa que a de 18S. A ocorréncia de outra banda, de tamanho
superior a de 28S, denota contaminacdo por DNA gendmico. Neste caso a amostra foi
submetida a re-extracdo por Trizol.

ApoOs este procedimento, as amostras foram quantificadas utilizando o
equipamento Invitrogen Qubit® Fluorometer e 0 Q32852 Quant-iT RNA Assay Kit, 100
assays *5-100ng* (250pg/uL-100ng/uL) para a leitura das amostras, seguindo as instrucdes do

fabricante.

- Sintese de cDNA:

Inicialmente, apds a extracdo e quantificacdo do RNA total, foi realizado a
transcricdo reversa a partir de 1 pg de RNA total. A transcricdo reversa, das amostras, sera
realizada para a obtencdo do cDNA, a ser utilizado na reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR). Deste modo, este procedimento foi realizado utilizando o Kkit
Superscript 111 (Superscript ® 11l Reverse Transcriptase — Invitrogen) de acordo com o
protocolo do fabricante. Na reacdo, foram acrescentados 1pg da amostra de RNA de cada
paciente (previamente quantificadas), oligo dT 500 pmol/mL e dNTP a 10mM, com volume
final de 13mL. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos no termociclador (Eppendorf
Mastercycler) e transferida imediatamente para o gelo. Foram adicionados, entdo, 5 pL de
tampéo 5x (first strand buffer), 1uL de DTT (ditiotreitol) 10 mM, 1uL de MgCl, a 50mM e
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1pL de Super script 111 10.000U — 200U/mL, com volume final de 20 pL, levando-se a
reacdo a 50°C por 50 minutos. Depois a enzima foi inativada, aquecendo-se a solugdo a 85°C
por 5 minutos. Apds o término da reacdo, em cada amostra, foi acrescentado 10uL de agua
destilada ultrapura Gibco (Invitrogen), totalizando um volume final de 30pL.

- Quantificacdo da expressdo génica de p-Actina, GAPDH, TBET, GATA3 e FOXP3:

No presente estudo, foi realizada a quantificacdo relativa. Para a detecgdo dos
amplicons, foi utilizado o agente fluorescente CxR. As amostras foram feitas em duplicata. Os
oligonucleotideos iniciadores (primers), utilizados para as reaces de g-PCR em tempo real,
foram os primers para B-Actina, GAPDH e para os fatores de transcricdo moduladores da
resposta imunoldgica celular Thl (TBET), Th2 (GATAR3) e Treg (FOXP3).

A reacdo de gPCR foi realizada no StepOnePlus (Real Time PCR Systems —
Applied Biosystems) com o GoTag gPCR (Promega). Foram utilizados 1uL do cDNA,
GoTag gPCR master mix (2x), primers (18uM) (Foward and Reverse), e agua Milli Q
autoclavada gsp 20uL. Apds um periodo de 10 minutos, a 50°C, para ativacdo da enzimas e
um de 5 minutos, a 95°C, para desnaturacédo de proteinas, foram executados 45 ciclos de 95°C
por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final, foi realizado o protocolo de dissociacéo

térmica, para controle da especificidade da reacéo.

Os resultados serdo analisados pelo StepOne TM Software v2.0. Para a quantificacéo
relativa, sera realizado o seguinte célculo: inicialmente determinara o cycle threshold (CT),
dado pelo numero do ciclo em que o sinal de fluorescéncia atingira a linha limiar (threshold
line), ou seja, a linha em que a emissdo de fluorescéncia estd acima do ruido de fundo
(background). O CT encontra-se invariavelmente na regido correspondente a fase exponencial
da amplificacdo, o que torna mais acurada a estimativa de quantificacdo dos transcritos na
amostra original. Os valores de CT dos genes de interesse serdo normalizados em relacdo ao
CT dos genes constitutivos, o GAPDH (do inglés Gylceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) e a B-actina, resultando o ACT, que é o CTgene - CTconstitutivo. Por fim,
sera calculado o 2T, sendo este o valor a ser trabalhado como representante da expresséo

relativa para cada gene.
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3.5 Analise dos dados

O software Excel 2010 foi utilizado para entrada dos dados, bem como para a
confeccdo das tabelas. A analise estatistica foi realizada por meio dos softwares BioEstat 5.0 e
0 GraphPad Prism 5.0. Na confec¢do dos gréficos foi utilizado o software GraphPad Prism
5.0.

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para a comparagdo entre as diferencas de
expressao génica das citocinas e dos fatores de transcri¢do para os perfis imunoldgicos entre
0s grupos estudados. Para a correlacdo entre os achados dos perfis de resposta imunoldgica
periférica e os achados clinicos, foi utilizado o Teste de Correlacdo de Pearson. Foi adotado

um valor de p < 0,05 como nivel de significancia.

3.6 Aspectos éticos

O projeto visou seguir todos os padrdes bioéticos estabelecidos na Resolugdo n°
466/12, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos. O
trabalho esta incluido no projeto de pesquisa “CORRELACAO ENTRE A AVALIACAO
CLINICA, PADRAO DE RESPOSTA IMUNOLOGICA PERIFERICA E A FUNCAO
TIMICA DE PACIENTES ACOMETIDOS POR PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL/MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTLV-1”, submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos do Nucleo de Medicina Tropical/UFPA, sob
o parecer N° 038/2010 (ANEXO A), seguindo todos os padrdes éticos desse tipo de pesquisa.
Os dados deste trabalho foram retirados do projeto mencionado, mediante 0 seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, e 0 or¢camento estéd incluido no valor total da pesquisa
matriz, utilizando a infraestrutura do Laboratério de Imunopatologia do Nucleo de Medicina
Tropical/lUFPA.
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4 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 76 pacientes e, de acordo com os critérios diagnésticos
proposto por Koyama et al. (2019), 30 pacientes (39,47%) apresentaram PET/MAH, 27 eram
assintomaticos (35,53%) e 19 MOS (25%).

Para a quantificacéo relativa, utilizou-se os genes constitutivos GADH e B-actina.
O primeiro gréfico mostra a correlacdo entre os CTs dos dois genes constitutivos, mostrando

forte correlagéo entre eles (Figura 1).

FIGURA 1 — Correlagdo da expressdo dos genes constitutivos dos pacientes infectados pelo HTLV-1, de acordo
com o CT em escala linear, r = 0,9223, p < 0,0001. Correlacéo de Pearson, p < ou = 0,05.
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Fonte: Proprios autores.

Os dados deste estudo foram descritos com os resultados obtidos com GAPDH.
As expressdes de TBET, GATA3 e FOXP3 para o0s pacientes assintomaticos, MOS e
PET/MAH estéo representados nos gréaficos das figuras 2 e 3. A analise estatistica mostrou
que a expressdo do fator de transcricdo GATA3 foi maior em relacéo as expressdes de TBET
e FOXP3 nos pacientes assintomatico e MOS, com significancia estatistica nos pacientes
assintomaticos (p < 0,0007) (Fig.2A) e sem significancia estatistica nos pacientes MOS
(p=0,0537) (Fig.2B). Nos pacientes com PET/MAH, houve menor expressdo do fator de
transcricdo FOXP3. Os fatores TBET e GATA3 se apresentaram semelhantes, porém sem

significancia estatistica p=0,4282 (Fig.2C).
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FIGURA 2 — Expressao génica dos fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 segundo os CTs de GAPDH
em escala Log?. (A) Expressdo génica dos fatores transcricio TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes
assintomaticos (p < 0.0007). (B) Expressdo génica dos fatores transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos
pacientes monossintomaticos (p = 0.0537). (C) Expressdo génica dos fatores transcricdo TBET, GATA3 E
FOXP3 nos pacientes com PET/MAH (p < 0.4282). Teste de Mann-Whitney, p < 0.05.
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Fonte: Proprios autores.

Ao comparar 0s niveis de expressdo do fator de transcricdo TBET nos grupos
estudados, nota-se que houve maior expressdo génica no grupo com PET/MAH, porém sem
significancia estatistica (p= 0.7474) (Fig.3A). Em relacéo a expressdo do fator de transcricdo
GATAS3, houve maior expressdo no grupo assintomatico, e foi estatisticamente significante
(p=0,0203) (Fig.3B). Na analise da expressdo de FOXP3, houve maior expressao no grupo de

assintomaticos, mas, sem significancia estatistica (p=0.7597) (Fig.3C).
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FIGURA 3 — Expressdo génica dos fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 segundo os CTs de GAPDH
em escala Log?. (A) Expressdo génica do fator TBET nos grupos de pacientes estudados (p < 0.7474). (B)
Expressao génica do fator GATAS3 nos grupos de pacientes estudados (p < 0.0203%). (C) Expressdo génica do
fator FOXP3 nos grupos de pacientes estudados (p < 0.7597). Teste de Mann-Whitney, p < 0.05.
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Fonte: Proprios autores.

Em seguida, foram analisadas as correlacdes entre os genes em cada grupo. Nos
pacientes assintomaticos, foi visto que TBET e GATA3 se correlacionaram positivamente
com FOXP3 de forma significante (p=0,0010 e p=0,0019, respectivamente). Ja a correlacdo
entre TBET x GATAS foi fraca e ndo significante (p=0.1612) (Tabela 1).
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TABELA 1 — Correlacéo entre os fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes assintomaticos.
Correlagdo de Pearson, p <0.05.

Tbet x GATA3 0.3676 0.1612

Tbet x FOXP3 0.7607 0.0010*
GATA3 x FOXP3 0.7321 0.0019*

Fonte: Prdprios autores.

Nos pacientes MOS, apenas GATA3 x FOXP3 apresentou correlacdo positiva
significante (p=0.0209). Em relagdo as analises entre TBET x GATA3 e TBET x FOXP3, ndo
houve correlagédo (p=0.8287 e p=0.6307, respetivamente) (Tabela 2).

TABELA 2 — Correlacdo entre os fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes
oligossintomaticos. Correlagdo de Pearson, p <0.05.

Tbet x GATA3 -0.07879 0.8287

Tbet x FOXP3 0.1636 0.6307
GATA3 x FOXP3 0.6088 0.0209*

Fonte: Préprios autores.

Nos pacientes com PET/MAH, os resultados foram semelhantes ao encontrado
nos pacientes MOS. GATA3 e FOXP3 apresentaram correlacdo positiva significante
(p=0.0103). Ja para TBET x GATA3 e TBET x FOXP3, ndao houve correlacao significante
(p=0.7039) e p=0.2834, respectivamente) (Tabela 3).

TABELA 3 — Correlacdo entre os fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes com
PET/MAH. Correlagio de Pearson, p < 0.05.

Tbet x GATA3 -0.1071 0.7039

Tbet x FOXP3 0.2964 0.2834
GATAS3 x FOXP3 0.6393 0.0103*

Fonte: Prdprios autores.
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5 DISCUSSAO

Os mecanismos imunologicos envolvidos no desenvolvimento da PET/MAH
ainda ndo estdo bem esclarecidos. As alteracdes imunoldgicas, com destaque a tendéncia a
uma resposta Thl, sdo caracteristicas importantes que indicam um caminho fisiopatolégico
para a doenca (NISHIURA et al., 2004; ARAYA et al., 2014). O aumento da expressao de
IFN-y, com diminuicdo de IL-4 e IL-10, ja foi descrito em outros trabalhos (YAMANO et al.,
2005; FUZII et al., 2014). Por infectar células CD4, o HTLV-1 pode interferir nos fatores de
transcricdo associados as respostas imunoldgicas. Com isso, este estudo visou a analise da
expressao dos fatores de transcri¢do associados as respostas Thl, Th2 e Treg (TBET, GATA3
e FOXP3, respectivamente) para verificar se ha diferencas nos padrdes de expressao em cada
grupo de pacientes infectados por HTLV-1

Os resultados demonstraram que cada grupo estudado apresentou uma
peculiaridade nas expressdes dos fatores. Nos pacientes PET/MAH, o que se notou foi uma
expressdo semelhante entre os 3 fatores, sendo que a expressdao de FOXP3 foi ligeiramente
menor em comparacdo aos fatores TBET e GATA3, mas nao foi estatisticamente significante
(p=0,4282). Os pacientes assintomaticos e MOS apresentaram maior expressao de GATA3
em relacdo aos outros fatores, sendo que, para 0s assintomaticos, esta maior expressao foi
significante (p=0,0007). N&o ha trabalhos que analisem as expressdes destes fatores nos trés
grupos estudados, ja que esta classificacdo foi recentemente descrita por este grupo
(KOYAMA et al.,, 2019). Os trabalhos publicados separam em pacientes PET/MAH e
assintomaticos. Outro ponto € que os trabalhos ndo mostram o perfil dos fatores de transcri¢édo
nos grupos estudos, mas sim comparando a expressao dos fatores entre os grupos. Com isso,
houve dificuldade para comparar com os resultados obtidos. Estes resultados sdo inéditos e
pode-se verificar que os grupos descritos por Koyama et al. (2019) se apresentaram com
perfis diferentes em relacdo a expressdo dos fatores. Nota-se que os pacientes PET/MAH
apresentaram um perfil diferente em relacdo aos outros grupos, com tendéncia a Thl. Ja os
outros grupos apresentaram a expressao maior de GATAS, sendo que este fato foi intrigante
em relacdo aos pacientes MOS, o0s quais apresentam uma mielopatia incompleta. Estes se
assemelharam aos pacientes assintomaticos, e ndo aos pacientes PET/MAH, o que era
esperado. Talvez isso possa indicar um novo caminho de patogénese, ja que ndo se pode

afirmar se os pacientes evoluirdo ou ndo para a PET/MAH.
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Ao avaliar a expressdo dos fatores entre os grupos, verificou-se que TBET
apresentou uma tendéncia de maior expressdao nos pacientes PET/MAH, mas ndo significante
(p=0,7474). Em relacdo ao GATA3, a maior expressdo foi nos pacientes assintomaticos
(p=0,0203). Ja o fator FOXP3 apresentou tendéncia de maior expressdo nos pacientes
assintomaticos, porém ndo significante (p=0,7597). Nishiura et al. (2004) também encontrou
que a expressdo de TBET foi semelhante entre pacientes com PET/MAH e assintomaticos,
porém, em relacdo ao GATAS, os resultados foram inversos ao deste trabalho. A expressao de
GATA3 foi maior em pacientes com PET/MAH, porém sem significancia estatistica. Em
relacdo ao FOXP3, estudos mostram que a infeccdo por HTLV-1 pode diminuir a expressao
de FOXP3, IL-10 e TGF-B, causando desbalan¢o na inflamacdo que permanece na doenca
(SANTOS et al., 2006; YAMANO et al., 2009; OHKURA; SAKAGUCHI, 2010; RAMIREZ
et al., 2010; SATOU; MATSUOKA, 2010; YASUNAGA; MATSUOKA, 2011; ARAYA et
al., 2011). Ghezeldasht et al. (2017) mostraram que em pacientes com PET/MAH, a
expressdo de FOXP3 foi inferior em relacdo aos pacientes assintomaticos. Em contrapartida,
Oh et al. (2006) expuseram que o0s pacientes com PET/MAH apresentaram menor quantidade
de células FOXP3+ em relacdo aos pacientes assintomaticos e individuos ndo infetados por
HTLV-1. Novamente, ndo ha estudos com a classificacdo de pacientes utilizada neste estudo.
Chamando a atengdo para os pacientes MOS, nesta analise, este grupo se assemelhou aos
pacientes assintomaticos na expressdo de TBET, porém, em relacdo as expressoes de GATA3
e FOXP3, estes se assemelharam aos pacientes PET/MAH. Isso reforca o que foi visto

anteriormente, indicando um novo caminho da patogénese do HTLV-1.

A avaliacdo do equilibrio entre os fatores demonstrou dados interessantes. Os
pacientes PET/MAH néo apresentaram correlacdo entre TBET x GATA3 e TBET x FOXP3,
0 que pode indicar uma perda de equilibrio entre as respostas (r=-0,1071, p=0,7039 e
r=0,2964, p=0,2834, respectivamente). Apenas a correlacdo moderada entre FOXP3 e
GATAS3 continuou presente (r=0,633, p=0,0103). Nishiura et al. (2004) também mostraram
que TBET x GATAS apresentaram uma correlacdo fraca, porém, diferentes deste estudo, foi

estatisticamente significante.

Os pacientes MOS, igual ao que foi visto nos pacientes PET/MAH, as correlacdes
entre e 0s TBET x GATA3 e TBET x FOXP3 também foram infimas, sem significancia
estatistica. Nao ha trabalhos com esta nova classificacdo, mas pode-se perceber que ha um

desequilibrio nas respostas semelhante ao que é visto na PET/MAH.
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Os pacientes assintomaticos apenas perderam a correlacdo entre TBET x GATA3
(r=0,3676, p=0,1612). Diferente ao que foi encontrado por Nishiura et al. (2004) que mostram
uma correlacdo moderada entre eles nos pacientes assintomaticos e significante

estatisticamente.

Estes resultados obtidos indicam que ha diferencas entre 0s grupos descritos por
Koyama et al. (2019). Nota-se que os pacientes MOS que apresentam uma mielopatia
incompleta, em relacdo ao perfil dos fatores de transcricdo, foram semelhantes aos pacientes
assintomaticos. Em contrapartida, em relacdo as correlacbes, estes pacientes foram
semelhantes aos pacientes PET/MAH. Isso pode indicar que, 0os pacientes MOS apresentam
um desequilibrio da resposta imunolégica que aparentemente pode levar a uma nova condicdo

neurologica.
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6 CONCLUSAO

1) Os pacientes PET/MAH apresentaram expresséo dos fatores TBET, GATA3 e
FOXP3 semelhantes.

2) Os pacientes MOS e assintomaticos apresentaram maior expressdao de GATA3
em relacdo aos outros fatores, porém apenas para 0S pacientes assintomaticos foi
estatisticamente significante.

3) Os pacientes PET/MAH e os MOS apresentam correlagdo apenas entre
GATA3 x FOXP3. As correlagdes entre TBET x GATA3 e TBET x FOXP3 foram perdidas.

4) Os pacientes assintomaticos apenas perderam a correlagdo entre TBET e
GATAS.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

Correlacéo entre os sintomas clinicos e o padréo de resposta imunoldgica periférica de pacientes

acometidos por paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-I.

As pessoas que sdo infectadas pelo HTLV-I podem desenvolver varias doencas, dentre elas,
uma lesdo na coluna que leva a dificuldade de caminhar, a paraparesia espastica. No entanto, a maioria
dos individuos infectados ndo adoece. Para adoecer, 0 virus causa mudancas na defesa do corpo. Para
entender e tratar melhor as doengas causadas pelo HTLV, este trabalho se propde a estudar as defesas
do corpo juntamente com as alteragdes dos pacientes infectados com HTLV. Para isso, coletaremos

amostras de sangue e realizaremos avaliagdo clinica, sem qualquer outra intervengao.

Se vocé tiver qualquer davida sobre este estudo, vocé pode entrar em contato com George
Alberto da Silva Dias, aluno do curso de Doutorado em Doencas Tropicais pela UFPA pelo telefone
(91)8108-9582. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos ou com relacdo aos aspectos éticos do
trabalho, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (CEP) do Nucleo de Medicina Tropical - UFPA — Av. Generalissimo Deodoro, 92,
Umarizal, Belém — PA; Telefone 3241-0032.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo sem qualquer prejuizo a continuidade de tratamento na instituicdo. As informacdes serdo
analisadas em conjunto a outros pacientes, ndo divulgadas as suas identificacdes. Nao ha nenhuma
despesa pessoal adicional ao participante do estudo e nenhuma compensacéo financeira relacionada a

sua participacdo. Os dados obtidos por sua participacdo seréo apenas utilizados para este estudo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac6es que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Correlagdo entre os sintomas clinicos e o padrdo de resposta
imunoldgica periférica de pacientes acometidos por paraparesia espastica tropical/mielopatia associada
ao HTLV-I”.

Eu discuti com o George Alberto da Silva Dias sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim, quais sdo os propdsitos, os procedimentos a serem realizados, seus

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
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também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Belém _/ /20

Participante

Belém _/ /20

Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente para a participacdo neste estudo.

Belém /[ /20
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CORRELAGAO DA EXPRESSAO GENICA DE TBET, GATA3 E FOXP3 COM O
DESENVOLVIMENTO DE MIELOPATIA EM PACIENTES PORTADORES DO HTLV-1.
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RESUMO

O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) é um virus endémico em nossa regido. Esta
associado ao desenvolvimento de diversas doencas e sintomas incapacitantes, a exemplo da Mielopatia
Associada ao HTLV-1 (PET/MAH). A expressao génica dos fatores de transcricdo TBET, GATA3 e FOXP3, no
desenvolvimento da mielopatia, aparenta ser determinante ao curso da doenga. Este estudo, de carater
observacional, analitico e transversal, visou quantificar a expressdo génica desses fatores de transcricdo nos
pacientes, portadores do HTLV-1, que manifestaram mielopatia, em seus graus de evolucdo clinica.
Participaram, desta pesquisa, pacientes, maiores de dezoito anos, diagnosticados com HTLV-1, atendidos e
acompanhados no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas, do Nucleo de Medicina
Tropical da UFPA. Foram coletados dados clinicos e amostras de sangue dos pacientes para posterior isolamento
e quantificagdo do RNA para sintese de ¢cDNA e, em seguida, quantificar a expressdo génica de B-Actina,
GAPDH, TBET, GATA3 e FOXP3. Os resultados mostraram 76 pacientes, sendo 39,47 % pacientes com
PET/MAH, 35,53% Assintomaticos e 25% Monossintomaticos/Oligossintomaticos (MOS). Na correlacdo dos
fatores de transcricdo com as formas clinicas, houve maior expressdo de TBET nos pacientes com PET/MAH,
sem significancia estatistica (p=0.4282); os fatores GATA3 e FOXP3 se expressaram mais nos assintomaticos,
com predominio de GATA3 (P=0.0007). O GATA3 quando relacionado com o FOXP3, apresentou predominio
significativo nos individuos assintomaticos (p=0,0019) e MOS (p=0,0209). Conclui-se que o fator GATA3
parece ser determinante a um curso clinico diferente na evolucdo da mielopatia associada ao HTLV-1 (forma
incompleta).

Palavras-chave: HTLV-1; PET/MAH; Fatores de transcricao.

ABSTRACT

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is an endemic virus in our region. It is associated with the
development of several disabling diseases and symptoms, such as HTLV-1 Associated Myelopathy (HAM/
TSP). The gene expression of the transcription factors TBET, GATA3 and FOXP3, in the development of this
myelopathy, seems to be determinant to the course of the disease. This observational, analytical and cross-
sectional study aimed to quantify the gene expression of these transcription factors in the steps of myelopathy
manifestation, in patients with HTLV-1. Patients older than eighteen years old, diagnosed with HTLV-1,
attended and followed up at the Laboratory of Clinical and Epidemiology of Endemic Diseases of the UFPA
Tropical Medicine Center, participated in this study. Clinical data and blood samples were collected from
patients for further isolation and quantification of RNA for cDNA synthesis and then quantification of the gene
expression of B-Actin, GAPDH, TBET, GATA3 and FOXP3. The results showed 76 patients, 39.47% with
HAM/ TSP, 35.53% Asymptomatic and 25% were Monosymptomatic/Oligosymptomatic patients (MOS). In the
correlation of transcription factors with clinical forms, there was a higher expression of TBET in patients with
HAM/ TSP, without statistical significance (p = 0.4282); the GATA3 and FOXP3 factors were expressed more
in the asymptomatic ones, with predominance of GATA3 (p = 0.0007). GATAS3, when related to FOXP3,
showed a significant predominance in asymptomatic individuals (p = 0.0019) and MOS (p = 0.0209). It is
concluded that the GATA3 factor seems to be determinant to a different clinical course in the evolution of
myelopathy (incomplete form).

Key word: HTLV-1; HAM/ TSP; Transcription Factor.



46

INTRODUCAO

O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) foi descrito pela primeira vez pela equipe de
Robert Gallo em 1980 antes da descoberta do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) (FUTSCH;
MAHIEUX; DUTARTRE, 2018). A infeccdo pelo retrovirus HTLV-1 foi inicialmente associada com a
leucemia/linfoma de células T do adulto (LLCTA) no Japdo em 1977, sendo depois encontrado em outras partes
do mundo. (OZAWA et. al., 2012; KROON; PROIETTI, 2015). Em seguida foi associada a Paraparesia
Espastica Tropical, também conhecida como Mielopatia Associada ao HTLV-1 (PET/MAH) (SANTOS;
SOARES; RIVEMALES, 2017; MOZHGANI et al., 2018).

O niimero de pessoas infectadas pelo HTLV-1 é de aproximadamente de 10-20 milhdes no mundo (GLORIA et
al., 2015; TAROKHIAN et al., 2018). A distribui¢do do virus ndo é uniforme no mundo, apresentando areas
altamente endémicas, como o Jap&o, Africa Subsaariana, Caribe e América do Sul, Ilhas da Melanésia e Oriente
Médio. (ENOSE-AKAHATA,; VELLUCCI; JACOBSON, 2017; TAROKHIAN et al., 2018). No Brasil, estima-
se que existam aproximadamente 2,5 milhdes de infectados, com prevaléncia que varia de 0,04 a 1%, sendo que
0s estados da Bahia, Pard e Maranhdo apresentam as maiores taxas de prevaléncia para essa infeccdo em
doadores de sangue (ECHEVARRIA-LIMA et al., 2018; SILVA et al., 2018).

A PET/MAH é uma doenca neuroinflamatoria crénica, relacionada a resposta imunoldgica do hospedeiro a
infeccdo. Tem um inicio insidioso e promove alteracfes motoras dos membros inferiores, o que leva a um
distarbio progressivo da marcha (SANTOS; SOARES; RIVEMALES, 2017). Manifesta-se com distlrbios
autondmicos dos esfincteres, como retengdo e incontinéncia urinaria, constipagdo, impoténcia nos homens e
reducdo da libido em ambos os sexos. Os sintomas neurolégicos sdo paraparesia espastica simétrica ou
assimétrica, com hiperreflexia, clénus e sinal de Babinski nos membros inferiores, e hiperreflexia, mas
raramente paresia nos membros superiores. (COSTA; SANTOS, 2003; NECO, 2015).

A fisiopatologia da PET/MAH ainda ndo é totalmente esclarecida. Acredita-se em trés hipéteses para explicar o
desenvolvimento da mielopatia associada ao HTLV-1 (MOZHGANI et al., 2017; NECO, 2015). Na primeira
ocorre citotoxicidade direta, na qual células T CD8+ infectadas pelo HTLV-1 seriam capazes de cruzar a barreira
hematoencefalica e destruir as células da glia infectadas. Na segunda, ocorre mimetismo molecular, no qual a
ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP-A1), uma proteina neuronal do hospedeiro, € bastante
semelhante a TAX, a proteina mais importante do virus, e desencadeia um intenso processo inflamatério
autoimune com lesdo dos neurdnios. E a tltima chamada de “bystander” ou dano circundante, é a mais aceita e
trata-se da capacidade que linfocitos T CD4+ infectados e linfocitos T CD8+ especificos para TAX teriam em
atravessar a barreira hematoencefalica e produzir grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias e
neurotoxicas, como IFN-y e TNF-a, ocasionando inflamagio e destrui¢do tecidual (NECO, 2015; FUTSCH;
MAHIEUX; DUTARTRE, 2017).

O perfil de citocinas em resposta a infec¢do pelo HTLV-1 mostra um padrdo de resposta Thl, com producéo
elevada de TNF-a e IFN-y. Contudo, células mononucleares de portadores assintomaticos produzem niveis
elevados de citocinas regulatérias IL-5 e IL-10 quando comparados com controles saudaveis, denotando que o
perfil de resposta imunoldgica em pacientes portadores do HTLV-1 é tanto do tipo Thl como do tipo Th2,
produzidas principalmente por células T CD4+ (SANTOS et. al., 2006; SOUZA et. al., 2012; ANDO et. al.,
2013; RAFATPANAH et. al., 2013). Entretanto, é amplamente documentado que a resposta imunoldgica no
curso da infeccdo pelo HTLV-1 é o perfil Thl (SOUZA-MACHADO et. al., 2003; OZAWA et. al., 2012;
QUARESMA et al., 2016).

Também foi descrito que o HTLV-1, nos pacientes com PET/MAH, pode interferir na fungdo das células T
reguladoras (células T CD4+ CD25+ Foxp3+) (ARAYA et al., 2014; ENOSE-AKAHATA; VELLUCCI;
JACOBSON, 2017). O virus infecta células T-reg e modifica seu papel na regulacdo imunolégica. A disfuncéo
das células T-reg é associada a menor producédo de citocinas reguladoras, IL-10 e TGF-B, que pode diminuir a
acdo anti-inflamatoria, permitindo este carater pro-inflamatério visto nesses (SAITO; BANGHAM, 2012;
SOUZA et al. 2012; ARAYA et al., 2014).

As células CD4 de cada perfil de resposta imunoldgica pode ser distinguido pela presenca de fatores de
transcricdo relacionados a cada perfil. As célulasTh1 podem ser identificadas por expressar o fator de transcrigdo
(TBET; codificado por TBX21) e sdo responsdveis por secretar a citocina pro-inflamatoria IFN-y,
principalmente. As células Th2 apresentam a expressdo da proteina 3 de ligacdo ao GATA (GATA3), com
secre¢do das citocinas IL-4, -5 e -10. Ja as Tregs sdo geralmente distinguidas pela expressdo de FOXP3, com a
secre¢do de citocinas reguladores, sobretudo IL-10 e TGF-B (ARAYA et al., 2014).
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Sendo a resposta imunoldgica importante no desenvolvimento da PET/MAH, o estudo das expressdes dos fatores
TBET, GATA3 e FOXP3 podem ajudar a entender melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
doenca. Com isso, foi avaliada a expressdo de cada um destes fatores nos pacientes infectados por HTLV-1 que
desenvolveram ou ndo PET/MAH.

MATERIAIS E METODOS

O projeto proposto é um estudo observacional, analitico e transversal que busca uma possivel associacdo das
expressdes génicas de TBET, GATA3 e FOXP3 com os diferentes graus de manifestacdo de Mielopatia em
individuos, maiores de 18 anos, portadores do HTLV-1, estabelecendo esta associacdo com os individuos que
desenvolveram a doenca e com 0s que ndo manifestaram sintomas. Os pacientes foram atendidos e
acompanhados no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas, do Nicleo de Medicina
Tropical (NMT), da Universidade Federal do Para (UFPA). As amostras sanguineas e os dados clinicos foram
processados e analisados no Laboratério de Imunopatologia do Nicleo de Medicina Tropical, setor de ensino
(pbs-graduacdo), pesquisa e extensdo em doencas tropicais e demais temas regionais. Foram excluidos pacientes
que apresentarem déficit cognitivo, coinfeccdo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ou outras
doencas inflamatdrias e/ou infecciosas que cursem com lesGes neurolégicas em seu decorrer clinico/cronoldgico.

- Populacéo estudada:

Foram coletados dados clinicos e amostras sanguineas de pacientes HTLV-1 que foram atendidos no Laboratério
de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas, do Nicleo de Medicina Tropical (NMT). A classificagdo de
Mielopatia completa (PET/MAH) ou incompleta, nesses individuos, foi determinada, de acordo com os critérios
de Koyama et al. (2019), durante o atendimento, mediante avaliagdo clinica e exames complementares que
constaram em prontudrio de atendimento, classificando os pacientes em  Assintomaticos,
Monossintométicos/Oligosssintoméaticos (MOS) e portadores de PET/MAH. O diagnostico de PET/MAH foi
estabelecido segundo os critérios da OMS (1989) (Anexo A), observando achados clinicos e laboratoriais
relacionados a doenca e a infeccdo pelo HTLV-1.

- Coleta de sangue, separacao e contagem das células linfomononucleares:

Apo6s a avaliacdo clinica de cada paciente selecionado, foi coletada amostra de 5mL de sangue em tubo com
EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético). Em seguida, todo o sangue foi transferido para um tubo tipo
Falcon (Labcon) de 50mL, para ser diluido em 5mL de PBS (Tampdo Fosfato-salino), com volume final de
10mL. Em outro tubo tipo falcon de mesma proporcéo, foi adicionado 5mL de Ficoll-paque ™ Plus (GE
Healthcare), transferindo-se cuidadosamente para este tubo todo o sangue diluido anteriormente. Apos este
procedimento, o contetido foi centrifugado para a separagdo das células linfomononucleares a 2000 rpm por 30
minutos e a 15°C, utilizando a centrifuga Heltich Zentrifugen Universal 320 R. Apos esta primeira centrifugacéo,
as células linfomononucleares foram retiradas e transferidas para outro tubo tipo falcon. Em seguida, foram
lavadas em 5 mL de PBS e centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos e a 15°C. Ao término desta centrifugacéo,
foi desprezado o sobrenadante, restando apenas um pellet de células no fundo do tubo. A estas células restantes,
foi acrescido 1 mL de PBS e em seguida, serdo transferidas para o microtubo (Labcon) de 1,5mL. Deste
microtubo, foi retirada amostra de 10uL para a contagem de células linfomononucleares. O restante da amostra
sera congelado em refrigerador (Ultra Low Sanyo) a -80°C.

Para a contagem celular, foi utilizada a cadmara de Neubauer. Este procedimento utilizou 10uL de células
(retirados anteriormente) que foram diluidas em 90uL de PBS (diluicdo de 1:10). A contagem foi realizada
utilizando os quatro quadrantes maiores laterais e ap6s este procedimento, o nimero total de células foi dividido
por quatro (nimero de quadrantes existentes), multiplicados por dez (fator de dilui¢do) e seguido da
multiplicacdo por 10.000, obtendo-se assim o nimero de células/mL de cada paciente.

- Isolamento e quantificacdo do RNA:

De cada paciente, 0 RNA total foi extraido de 10° células linfomononucleares, previamente calculadas. A
extracdo de RNA foi realizada pelo método do Trizol, de acordo com o protocolo do fabricante. Em microtubo
de 1,5mL, foi acrescentado as células linfomonucleares 1000uL de Trizol (Trizol ® Reagent — Invitrogen) e
200pL de cloroférmio (Merck) a cada tubo. Apds homogeneizagdo por 2 minutos em Agitador Vortex Quimis, o
contetido foi centrifugado na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a 12.000 rpm por 10 minutos a 6°C. Ap6s
este periodo, o sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro microtubo de 1,5mL, contendo 500pL de
isopropanol (Merk) e em seguida homogeneizado manualmente. Este microtubo foi armazenado em refrigerador
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a -20°C para precipitagdo por um periodo minimo de 24 horas. Decorrido este periodo, uma nova centrifugagéo a
12.000 rpm, por 20 minutos a 4°C, ocorreu. Apds centrifugacio, foi retirado o sobrenadante, restando o pellet de
RNA no lado e no fundo do tubo, e a este RNA precipitado foi acrescentado 1000pL de etanol 70% (Merk) em
agua DEPC (dietil pirocarbonato), e assim centrifugado a 12.000 rpm, por 20 minutos a 4°C, para ser realizada a
lavagem do RNA. Apos esta lavagem, o pellet de RNA foi desidratado por evaporacéo a 37°C, e diluido em
30pL de agua DEPC.

A analise de qualidade do RNA foi realizada em gel de agarose e formaldeido. Neste gel é possivel avaliar a
contaminacdo por DNA gendmico e verificar se ocorreu degradacdo da amostra. No gel devem estar presentes
duas bandas, 28S e 18S, sendo que a banda de 28S deve estar mais intensa que a de 18S. A ocorréncia de outra
banda, de tamanho superior a de 28S, denota contaminacdo por DNA gendémico. Neste caso a amostra foi
submetida a re-extracdo por Trizol.

Apos este procedimento, as amostras foram quantificadas utilizando o equipamento Invitrogen Qubit®
Fluorometer e 0 Q32852 Quant-iT RNA Assay Kit, 100 assays *5-100ng* (250pg/uL-100ng/uL) para a leitura
das amostras, seguindo as instrucdes do fabricante.

- Sintese de cDNA:

Inicialmente, apds a extracdo e quantificacdo do RNA total, foi realizado a transcricdo reversa a partir de 1 g de
RNA total. A transcricdo reversa, das amostras, serd realizada para a obtencdo do cDNA, a ser utilizado na
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Deste modo, este procedimento foi realizado
utilizando o kit Superscript 11 (Superscript ® 111 Reverse Transcriptase — Invitrogen) de acordo com o protocolo
do fabricante. Na reacdo, foram acrescentados 1pg da amostra de RNA de cada paciente (previamente
quantificadas), oligo dT 500 pmol/mL e dNTP a 10mM, com volume final de 13mL. A reacdo foi incubada a
65°C por 5 minutos no termociclador (Eppendorf Mastercycler) e transferida imediatamente para o gelo. Foram
adicionados, entdo, 5 puL de tampéo 5x (first strand buffer), 1uL de DTT (ditiotreitol) 10 mM, 1uL de MgCl, a
50mM e 1pL de Super script 11l 10.000U — 200U/mL, com volume final de 20 pL, levando-se a reagio a 50°C
por 50 minutos. Depois a enzima foi inativada, aquecendo-se a solu¢do a 85°C por 5 minutos. Apds o término da
reacdao, em cada amostra, foi acrescentado 10uL de dgua destilada ultrapura Gibco (Invitrogen), totalizando um
volume final de 30uL.

- Quantificacdo da expressao génica de -Actina, GAPDH, TBET, GATA3 e FOXP3:

No presente estudo, foi realizada a quantificacdo relativa. Para a deteccdo dos amplicons, foi utilizado o agente
fluorescente CxR. As amostras foram feitas em duplicata. Os oligonucleotideos iniciadores (primers), utilizados
para as reacBes de g-PCR em tempo real, foram os primers para p-Actina, GAPDH e para os fatores de
transcricdo moduladores da resposta imunoldgica celular Thl (TBET), Th2 (GATAS3) e Treg (FOXP3).

A reacdo de gPCR foi realizada no StepOnePlus (Real Time PCR Systems — Applied Biosystems) com o GoTaq
gPCR (Promega). Foram utilizados 1uL do cDNA, GoTaq gPCR master mix (2x), primers (18uM) (Foward and
Reverse), e 4gua Milli Q autoclavada gsp 20pL. Apds um periodo de 10 minutos, a 50°C, para ativacdo da
enzimas e um de 5 minutos, a 95°C, para desnaturagdo de proteinas, foram executados 45 ciclos de 95°C por 30
segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final, foi realizado o protocolo de dissociagdo térmica, para controle da
especificidade da reacéo.

Os resultados serdo analisados pelo StepOne TM Software v2.0. Para a quantificacdo relativa, sera realizado o
seguinte calculo: inicialmente determinara o cycle threshold (CT), dado pelo nimero do ciclo em que o sinal de
fluorescéncia atingira a linha limiar (threshold line), ou seja, a linha em que a emissdo de fluorescéncia esta
acima do ruido de fundo (background). O CT encontra-se invariavelmente na regido correspondente a fase
exponencial da amplificacdo, o que torna mais acurada a estimativa de quantificagdo dos transcritos na amostra
original. Os valores de CT dos genes de interesse serdo normalizados em relagdo ao CT dos genes constitutivos,
0 GAPDH (do inglés Gylceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e a B-actina, resultando o ACT, que é o
CTgene - CTconstitutivo. Por fim, sera calculado o 2°", sendo este o valor a ser trabalhado como representante
da expressao relativa para cada gene.

- Analise dos dados:

O software Excel 2010 foi utilizado para entrada dos dados, bem como para a confec¢do das tabelas. A anélise
estatistica foi realizada por meio dos softwares BioEstat 5.0 e 0 GraphPad Prism 5.0. Na confeccdo dos gréficos
foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0.

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para a comparacao entre as diferengas de expressdo génica das citocinas e
dos fatores de transcricdo para os perfis imunoldgicos entre os grupos estudados. Para a correlacdo entre os
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achados dos perfis de resposta imunologica periférica e os achados clinicos, foi utilizado o Teste de Correlagao
de Pearson. Foi adotado um valor de p < 0,05 como nivel de significancia.

RESULTADQOS

Foram incluidos no estudo 76 pacientes, sendo 30 pacientes (39,47%) apresentaram PET/MAH, 27 eram
assintomaticos (35,53%) e 19 MOS (25%). Para a quantificacdo relativa, utilizou-se os genes constitutivos
GADH e B-actina. O primeiro gréafico mostra a correlacdo entre os CTs dos dois genes constitutivos, mostrando
forte correlacéo entre eles (Figura 1).

FIGURA 1 — Correlacdo da expressao dos genes constitutivos dos pacientes infectados pelo HTLV-1, de acordo com o CT
em escala linear, r = 0,9223, p < 0,0001. Correlacdo de Pearson, p < ou = 0,05.

304

p < 0.0001%

fractina

GAPDH

Fonte: Préprios autores.

Os dados deste estudo foram descritos com os resultados obtidos com GAPDH. As expressGes de TBET,
GATA3 e FOXP3 para os pacientes assintomaticos, MOS e PET/MAH estdo representados nos graficos das
figuras 2 e 3. A andlise estatistica mostrou que a expressao do fator de transcricdo GATAS foi maior em relacéo
as expressdes de TBET e FOXP3 nos pacientes assintomatico e MOS, com significancia estatistica nos pacientes
assintomaéticos (p < 0,0007) (Fig.2A) e sem significancia estatistica nos pacientes MOS (p=0,0537) (Fig.2B).
Nos pacientes com PET/MAH, houve menor expressdo do fator de transcricio FOXP3. Os fatores TBET e
GATA3 se apresentaram semelhantes, porém sem significancia estatistica p=0,4282 (Fig.2C).
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FIGURA 2 — Expresséo génica dos fatores de transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 segundo os CTs de GAPDH em escala
Log®. (A) Expresso génica dos fatores transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes assintomaticos (p < 0.0007). (B)
Expresséo génica dos fatores transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes monossintomaticos (p = 0.0537). (C)
Expresséo génica dos fatores transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes com PET/MAH (p < 0.4282). Teste de
Mann-Whitney, p < 0.05.
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Fonte: Préprios autores.

Ao comparar 0s niveis de expressdo do fator de transcricdo TBET nos grupos estudados, nota-se que houve
maior expressao génica no grupo com PET/MAH, porém sem significancia estatistica (p= 0.7474) (Fig.3A). Em
relacdo a expressdo do fator de transcricdo GATAS3, houve maior expressdo no grupo assintomatico, e foi
estatisticamente significante (p=0,0203) (Fig.3B). Na analise da expressdo de FOXP3, houve maior expressao
no grupo de assintomaticos, mas, sem significancia estatistica (p=0.7597) (Fig.3C).
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FIGURA 3 — Expresséo génica dos fatores de transcrigdo TBET, GATA3 E FOXP3 segundo os CTs de GAPDH em escala
Log®. (A) Expressdo génica do fator TBET nos grupos de pacientes estudados (p < 0.7474). (B) Expressdo génica do fator
GATA3 nos grupos de pacientes estudados (p < 0.0203*). (C) Expressdo génica do fator FOXP3 nos grupos de pacientes
estudados (p < 0.7597). Teste de Mann-Whitney, p < 0.05.
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Fonte: Préprios autores.

Em seguida, foram analisadas as correlacBes entre os genes em cada grupo. Nos pacientes assintomaticos, foi
visto que TBET e GATA3 se correlacionaram positivamente com FOXP3 de forma significante (p=0,0010 e
p=0,0019, respectivamente). Ja a correlagdo entre TBET x GATAS foi fraca e ndo significante (p=0.1612)
(Tabela 1).

TABELA 1 — Correlacéo entre os fatores de transcri¢do TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes assintomaticos. Correlacéo
de Pearson, p <0.05.

CORRELAGCAO r valor de p
Tbet x GATA3 0.3676 0.1612
Tbet x FOXP3 0.7607 0.0010*

GATA3 x FOXP3 0.7321 0.0019*

Fonte: Préprios autores.

Nos pacientes MOS, apenas GATA3 x FOXP3 apresentou correlacdo positiva significante (p=0.0209). Em
relacdo as anélises entre TBET x GATA3 e TBET x FOXP3, ndo houve correlagdo (p=0.8287 e p=0.6307,
respetivamente) (Tabela 2).
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TABELA 2 — Correlagéo entre os fatores de transcricio TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes oligossintomaticos.
Correlagdo de Pearson, p < 0.05.

CORRELACAO r valor de p
Thet x GATA3 -0.07879 0.8287
Thet x FOXP3 0.1636 0.6307

GATA3 x FOXP3 0.6088 0.0209*

Fonte: Préprios autores.

Nos pacientes com PET/MAH, os resultados foram semelhantes ao encontrado nos pacientes MOS. GATAS3 e
FOXP3 apresentaram correlagdo positiva significante (p=0.0103). Ja para TBET x GATA3 e TBET x FOXP3,
ndo houve correlacao significante (p=0.7039) e p=0.2834, respectivamente) (Tabela 3).

TABELA 3 - Correlacéo entre os fatores de transcrigdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes com PET/MAH. Correlacdo
de Pearson, p <0.05.

CORRELAGAO r valor de p
Thet x GATA3 -0.1071 0.7039
Thet x FOXP3 0.2964 0.2834

GATA3 x FOXP3 0.6393 0.0103*

Fonte: Préprios autores.

DISCUSSAO

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos no desenvolvimento da PET/MAH ainda ndo estdo bem esclarecidos.
As alteracdes imunologicas, com destaque a tendéncia a uma resposta Thl, sdo caracteristicas importantes que
indicam um caminho fisiopatol6gico para a doenca (NISHIURA et al., 2004; ARAYA et al., 2014). O aumento
da expressdo de IFN-y, com diminui¢do de IL-4 e IL-10, j& foi descrito em outros trabalhos (YAMANO et al.,
2005; FUZII et al., 2014). Com nisso, este estudo visou a andlise da expressdo dos fatores de transcricdo
associados as respostas Thl, Th2 e Treg (TBET, GATA3 e FOXP3, respectivamente) para verificar se ha
diferencas nos padrdes de expressdo em cada grupo de pacientes infectados por HTLV-1.

Os resultados demonstraram que cada grupo estudado apresentou uma peculiaridade nas expressées dos fatores.
Nos pacientes PET/MAH, o que se notou foi uma expressdo semelhante entre os 3 fatores, sendo que a expressao
de FOXP3 foi ligeiramente menor em comparacgdo aos fatores TBET e GATAS3, mas nédo foi estatisticamente
significante (p=0,4282). Os pacientes assintomaticos e MOS apresentaram maior expressao de GATA3 em
relacdo aos outros fatores, sendo que, para os assintomaticos, esta maior expressao foi significante (p=0,0007).
N&o hé trabalhos que analisem as expressfes destes fatores nos trés grupos estudados, ja que esta classificacdo
foi recentemente descrita por este grupo (KOYAMA et al., 2019). Os trabalhos publicados separam em pacientes
PET/MAH e assintométicos. Outro ponto € que os trabalhos ndo mostram o perfil dos fatores de transcri¢do nos
grupos estudos, mas sim comparando a expressdo dos fatores entre os grupos. Com isso, houve dificuldade para
comparar com os resultados obtidos. Estes resultados sdo inéditos e pode-se verificar que os grupos descritos por
Koyama et al. (2019) se apresentaram com perfis diferentes em relagdo a expressao dos fatores. Nota-se que 0s
pacientes PET/MAH apresentaram um perfil diferente em relagdo aos outros grupos, e, os pacientes MOS, que
apresentam uma mielopatia incompleta, mostraram um perfil dos fatores mais semelhante aos pacientes
assintomatico. Isto é intrigante pois, o esperado seria uma semelhanca maior com os pacientes PET/MAH.
Talvez isso possa indicar um novo caminho de patogénese, ja que ndo se pode afirmar se os pacientes evoluirdo
ou ndo para a PET/MAH.

Ao avaliar a expressao dos fatores entre os grupos, verificou-se que TBET apresentou uma tendéncia de maior
expressao nos pacientes PET/MAH, mas ndo significante (p=0,7474). Em relagdo ao GATA3, a maior expressao
foi nos pacientes assintomaticos (p=0,0203). J& o fator FOXP3 apresentou tendéncia de maior expressdo nos
pacientes assintomaticos, porém ndo significante (p=0,7597). Nishiura et al. (2004) também encontrou que a
expressdo de TBET foi semelhante entre pacientes com PET/MAH e assintomaticos, porém, em relacdo ao
GATAS3, os resultados foram inversos ao deste trabalho. A expressdo de GATAS3 foi maior em pacientes com
PET/MAH, porém sem significancia estatistica. Em relacdo ao FOXP3, estudos mostram que a infeccdo por
HTLV-1 pode diminuir a expressdo de FOXP3, IL-10 e TGF-B, causando desbalan¢o na inflamagdo que
permanece na doenga (SANTOS et al., 2006; YAMANO et al., 2009; OHKURA; SAKAGUCHI, 2010;
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RAMIREZ et al., 2010; SATOU; MATSUOKA, 2010; YASUNAGA; MATSUOKA, 2011; ARAYA et al.,
2011). Ghezeldasht et al. (2017) mostraram que em pacientes com PET/MAH, a expressdo de FOXP3 foi inferior
em relacdo aos pacientes assintomaticos. Em contrapartida, Oh et al. (2006) expuseram que 0s pacientes com
PET/MAH apresentaram menor quantidade de células FOXP3+ em relacdo aos pacientes assintométicos e
individuos néo infetados por HTLV-1.

A avaliacdo do equilibrio entre os fatores demonstrou dados interessantes. Os pacientes PET/MAH ndo
apresentaram correlacéo entre TBET x GATA3 e TBET x FOXP3, o que pode indicar uma perda de equilibrio
entre as respostas (r=-0,1071, p=0,7039 e r=0,2964, p=0,2834, respectivamente). Apenas a correlacdo moderada
entre FOXP3 e GATA3 continuou presente (r=0,633, p=0,0103). Nishiura et al. (2004) também mostraram que
TBET x GATAS3 apresentaram uma correlacdo fraca, porém, diferentes deste estudo, foi estatisticamente
significante.

Os pacientes MOS, igual ao que foi visto nos pacientes PET/MAH, as correlac@es entre e os TBET x GATA3 e
TBET x FOXP3 também foram infimas, sem significancia estatistica. Ndo ha trabalhos com esta nova
classificacdo, mas pode-se perceber que ha um desequilibrio nas respostas semelhante ao que é visto na
PET/MAH.

Os pacientes assintomaticos apenas perderam a correlacdo entre TBET x GATA3 (r=0,3676, p=0,1612).
Diferente ao que foi encontrado por Nishiura et al. (2004) que mostram uma correlacdo moderada entre eles nos
pacientes assintomaticos e significante estatisticamente.

Estes resultados obtidos indicam que ha diferencas entre os grupos descritos por Koyama et al. (2019). Nota-se
que os pacientes MOS que apresentam uma mielopatia incompleta, em relagdo ao perfil dos fatores de
transcricdo, foram semelhantes aos pacientes assintomaticos. Em contrapartida, em relacdo as correlag@es, estes
pacientes foram semelhantes aos pacientes PET/MAH. Isso pode indicar que, os pacientes MOS apresentam um
desequilibrio da resposta imunoldgica que aparentemente pode levar a uma nova condicédo neuroldgica.

CONCLUSAO

Evidenciou-se uma forte correlacdo entre a expressao de GATA3 e FOXP3 em todos os grupos clinicos
estudados. Este achado indica uma forte interacdo entre as respostas imunolégicas Th2 e Treg, antagonizando a
resposta Thl e sendo, possivelmente, determinante ao acometimento de uma mielopatia clinicamente distinta da
PET/MAH (incompleta), nos individuos infectados pelo HTLV-1.

A consideravel expressdao de GATA3, observada, sobretudo, em pacientes assintoméaticos e MOS, com sua forte
correlagdo com o fator FOXP3, indica um padrdo Th2 predominante nesses individuos, correlacionado com uma
forte resposta T reguladora do processo inflamatorio;

O desequilibrio entre TBET e FOXP3 apresentado pelos grupos de pacientes MOS e PET/MAH (pacientes com
mielopatia) pode indicar uma perda do balanco entre a resposta Thl e T reguladora, sendo, possivelmente,
determinante ao desenvolvimento de mielopatia em individuos com HTLV-1.

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho observou algumas peculiaridades na quantificagcdo, comparacdo e correlagdo dos fatores de
transcricdo TBET, GATA3 E FOXP3 nos pacientes infectados pelo HTLV-1; Assintométicos, MOS e
PET/MAH. Também apresenta outros achados em relacdo ao desencadeamento de mielopatia pelos individuos
portadores do HTLV-1, bem como expde parte dos processos imunoldgicos envolvidos nessa doenga. Outros
estudos sdo necessarios para elucidar as totais interacbes moleculares do virus com a manifestacdo dessas
respostas imunoldgicas, sendo essenciais ao esclarecimento da imunopatologia do HTLV-1 e do
desenvolvimento de doencas relacionadas a este virus.
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ANEXO A - CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE PET/MAH

O quadro chmco tipico da paraparesia espdstica cronica nem sempre estd pmsente quando o
paciente se apresenta pela primeira vez ao examinador. Um unico sinal clinico (ou sintoma) pode
ser uma evidéncia precoce de PET/MAH.

Sexo e idade Na maioria das vezes € esporadica e ocorre em adultos;
ocasionalmente pode ser observada na infancia ou adolescéncia;
predominancia no sexo feminino.

Inicio - Normalmente insidioso, mas pode ser subito.
Principais manifestacoes 1. Paraparesia espastica cronica de lenta progressao, as vezes com
clinicas estabilizac3o apos progressao inicial.

2. Paresia dos membros inferiores mais acentuada em
grupamentos musculares proximais.

3. Disturbio vesical precoce; constipagdo geralmente tardia;
impoténcia ou diminuig3o da libido s30 comuns.

4. Sintomas sensitivos tais como parestesias ou queimagoes sao
mais proeminentes do que os sinais fisicos objetivos.

5. Lombalgia com irradiagdo para os membros inferiores é
comum.

6. Hipopalestesia ou apalestesias, com a nogao da posigao
segmentar geralmente preservada.

7. Hiperrefiexia dos membros inferiores, frequentemente com
clonus e Sinal de Babinski.

8. Hiperreflexia dos membros superiores; sinais de Hoffmann e
Tromner positivos; paresia geralmente ausente.

9. Reflexo mandibular exaltado em alguns pacientes.

Achados neuroldgicos Sinais cerebelares, atrofia optica, surdez neural, nistagmo, outros
menos frequentes déficits de nervos cranianos, tremor distal dos membros superiores,

hipo ou arreflexia dos reflexos aguileus. Convulsdes, déficits
cognitivos, deménda ou alteragdes do nivel de consciéncia sdo
raros.

Outras manifestagoes Atrofia muscular, fasciculagdes (raras), polimiosite, neuropatia
neurologicas associodas @ | periférica, polirradiculopatia, neuropatias cranianas, meningites e
PET/MAH encefalopatia.

Manijbsta;ges sistemicas | Alveolite pulmonar, uveite, sindrome de Sjégren, artropatia,

associadas ou nGo a vasculite, ictiose, crioglobulinemia, gamopatia monodonal, LLcTA.
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« Presenca de anngenos ou antlco:pos contra o HTLV-1 no sangue e no LCR.
« Possivel ocorréncia de pleocitose linfocitica leve no LCR.

« Possivel presenca de linfoditos lobulados no sangue /ou LCR.

+ Possivel ocorréncia de aumento leve a moderado de proteina no LCR.

« Quando disponivel, isolamento viral realizado a partir do LCR ou Sangue.

Fonte: MS — Ministério da Saude (2013).



ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA
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PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°038/2010-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: CORRELAGAO ENTRE A AVALIACAO CLINICA, PADRAO DE
RESPOSTA PERIFERICA E A FUNCAO TIMICA DE PACIENTES
ACOMETIDOS POR PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL/MIELOPATIA ASSOCIADA AQ HTLV.

Pesquisador Responsavel: George Alberto da Silva Dias.
Instituicao / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 11/06/2010.

Data do Parecer: 30/06/2010.
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PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela
e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolucdo 196/96-CNS/MS. Portanto,

manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer: APROVADO.
Belém, 09 de agosto de 2010.




