UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

JESSICA ANTONIA NUNES GOMES

ESTUDO DA FUNCAO TIMICA EM PORTADORES DE HTLV-1 COM PET/MAH

BELEM
2017



f

| |

. o0PA]

5040 pepeah 2

—"

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

JESSICA ANTONIA NUNES GOMES

ESTUDO DA FUNCAO TIMICA EM PORTADORES DE HTLV-1 COM PET/MAH

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Doencas Tropicais, como
requisito para obtencao do titulo de Mestre em
Doencas Tropicais pelo Nicleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para.
Orientadora: Hellen Thais Fuzii

Area de Concentracéo: Patologia das Doencas

Tropicais.

BELEM
2017



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFPA

Gomes, Jéssica Antonia Nunes

Estudo da funcdo timica em portadores de HTLV-1 com PET/MAH /
Jéssica Antonia Nunes Gomes; orientadora, Hellen Thais Fuzii. — 2017.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Para. Nacleo de

Medicina Tropical. Programa de PoOs-Graduacdo em Doencas Tropicais.
Belém, 2017.

1. HTLV - 1. 2. Funcao timica. 3. PET/MAH. I. Fuzii, Hellen Thais, orient. Il.
Titulo.

CDD - 22. ed. 616.9792




Jéssica Antonia Nunes Gomes

Estudo da funcao timica em portadores de HTLV-1 com PET/MAH

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Doencas Tropicais do

Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para.

Aprovado em: / /

Conceito:

Banca Examinadora

Prof2 Dr2 Hellen Thais Fuzii
Orientadora — NMT/UFPA

Prof. Dr. George Alberto da Silva Dias
Membro da Banca — CCBS/UEPA

Prof2 Dr2 Tinara Leila de Souza Aarao
Membro da Banca — ICS/UFPA

Prof2 Dr2 Rita Catarina Medeiros Sousa
Membro da Banca — ICS/UFPA



\

Dedico esta dissertagdo a minha familia que
sempre esteve ao meu lado com todo o seu
apoio, carinho e amor independente das minhas

escolhas.



AGRADECIMENTO ESPECIAL
Profa. Dra. Hellen Thais Fuzii

A minha orientadora s6 tenho a agradecer e dizer: obrigada por permitir que eu
integrasse a equipe do Laboratorio de Imunopatologia, obrigada por apresentar-me o
mundo da pesquisa e da biologia molecular, obrigada por passar seus
conhecimentos de forma tdo simples e tranquila, obrigada por acreditar (mesmo
guando eu mesma nao acredito) e depositar tamanha confianca em mim, obrigada
por fazer este trabalho ser possivel, obrigada por ser realmente como uma “mae
cientifica” elogiando e chamando atencdo nos momentos mais necessarios,
obrigada por fazer do Laboratério de Imunopatologia uma segunda familia, obrigada
por ser um exemplo de profissional e pessoa a ser seguido (que eu quero seguir).
Sao muitas repeti¢cdes da palavra “obrigada”, mas elas sdo uma pequena parcela da

imensa gratiddo que possuo pela minha orientadora Prof2 Dr2 Hellen Fuzii.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter segurado minha mao e me guiado nos caminhos até aqui.

A minha familia, que sempre dedicou todo seu amor por mim. Meus pais, Maria
de Lourdes e Robson, por permitirem que eu seguisse todos os meus sonhos; Minha
avd Antonia e meu avd Vivaldo (que ndo estd mais entre nds), que sempre
priorizaram o meu bem-estar; minha irma, Juliana, que além de irma € uma amiga; e
meu namorado Marcos, que em todos esses anos sempre esteve ao meu lado
apoiando todas as minhas escolhas.

A Universidade Federal do Para (UFPA), que é a minha segunda casa desde a
graduacdo em Enfermagem até aqui, sempre trazendo novos conhecimentos e
desafios.

Ao Nucleo de Medicina Tropical (NMT) por proporcionar crescimento em
termos académicos e profissionais, tanto na Especializacdo em Biotecnologia
Aplicada a Saude quanto no Mestrado em Doencas Tropicais.

Ao coordenador do Programa de Pds-graduacdo em Doencas Tropicais Prof.
Dr. Givago Souza, as secretarias Socorro e Renata e a todos os professores que
fizeram parte da minha formacéao.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
apoio financeiro.

Aos colegas do “grupo do HTLV”, Prof. Me. Gilberto Yoshikawa, Profa. Me.
Roberta Koyama e Profa. Me. Satomi Fujihara, pelo auxilio na coleta de dados,
apoio e parceria durante as disciplinas; Prof. Me. Victor Cavaleiro que dividiu seu
conhecimento e trouxe calma para alguns dias conturbados; e Prof. Dr. George Dias
gue com paciéncia ensinou-me técnicas de biologia molecular e sempre se disp0s a
ajudar no que fosse necessario. Sem eles esse trabalho ndo poderia ser realizado.

A equipe do Laboratdrio de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do
NMT, em especial a Profa. Dra. Rita Medeiros que viabilizou a realizacéo deste trabalho

A Profa. Dra. Luisa Caricio e ao Prof. Me. Mario Ribeiro que proporcionaram a
minha entrada como intérprete nas expedi¢cdes dos estudantes de Medicina da
Universidade de Michigan aqui no Para, permitindo que eu conhecesse o NMT.

Aos Prof. Dr. Juarez Quaresma, Profa. Dra. Marizelle Araujo, Profa. Dra.
Fabiola Villanova, Prof. Dra. Tinara Aardo, por sanarem dudvidas e serem sempre

solicitos.



A Profa. Dra. Esther von Ledebur, por se tornar uma amiga muito querida,
pelos conselhos e por me agraciar com sua “dogura alema” sempre que necessario.

Aos companheiros de Laboratorio: Elisa Soares por ensinar-me técnicas de
biologia molecular e ser a primeira pessoa com quem fiz amizade no Laboratério;
Allef Franca pela nossa amizade desde os primeiros dias no Laboratério; Eduardo
Valente por sempre ser um bom ouvinte; Eric por se esforgar em fazer meu inglés
melhorar; Roberto Junior pela amizade e conversas sobre jogos; Larysse Pedroza
por sempre se mostrar solicita e amiga; Amanda Raiol, por conversas aleatorias e
divertidas; Carolina Moraes pela amizade e pelo seu docinho de queijo; Wesley, por
indicar filmes ruins e Yana pelas conversas e pela amizade. Por todos tenho muito
apreco e carinho, pois ajudaram a fazer com que meus dias no Laboratorio fossem
mais leves e divertidos.

Aos amigos que a vida entregou na adolescéncia e trago até hoje: Alana,
Andrew, Ana Laura, Camila, Danielly, David, Diego, Jahyr, Jodo, Jodo Lucas, Julia,
Lissa, Lucas, Messias, Otavio, Wirland, Suzana e Tadeu. E a Mariana que a
graduacdo em Enfermagem trouxe. Obrigada por fazerem parte dos meus
momentos de descontracdo e por sempre estarem ao meu lado.

Aos pacientes que dispuseram parte do seu tempo e depositaram sua
confianga no projeto que deu origem a este trabalho.

A todos que contribuiram de alguma forma, direta ou indiretamente, na

realizacdo deste trabalho, meu mais sincero obrigada.



“Uma mente necessita de livros da mesma forma que uma espada necessita de uma
pedra de amolar, se quisermos que se mantenha afiada.”

George R. R. Martin



RESUMO

Dos portadores de HTLV-1, 90% permanecem assintomaticos, 2-3% desenvolvem
Leucemia Linfoma de Células T do Adulto (LLcTA) e 0,25-4% desenvolvem
Paraparesia Espastica Tropical/ Mielopatia Associada ao HTLV (PET/MAH). Na
PET/MAH, sédo encontrados infiltrados de células T CD8+ especificas na medula que
destroem as células T CD4+ infectadas, levando a uma resposta imunoldgica
ativada crbnica. As células T recém-emigradas do timo (ou células T naive) possuem
circulos excisados pelo rearranjo do gene do receptor de células T (TREC) que ndo
duplicam na proliferacéo celular, sendo um bom indicador para quantificar o nimero
de células T naive e assim avaliar a funcdo timica. O presente estudo almejou
Verificar a funcdo timica de pacientes portadores da infec¢cdo pelo virus HTLV-1
através da quantificacdo do numero de TREC em células mononucleares do sangue
periférico. Trata-se de um estudo transversal analitico, realizado com 39 pacientes,
acima de 18 anos, divididos em dois grupos: com PET/MAH (PET) e sem PET/MAH
(NPET). Foi realizada avaliacdo clinica e fisioterapéutica, coleta de sangue,
separacédo das células linfomononucleares, extracdo de DNA e RNA, curva absoluta
de TREC, quantificacdo de DNA e RNA, deteccdo e quantificacdo de particulas
TREC, sintese de cDNA, expressdo génica da citocina IL-7 e andlise estatistica com
os testes de Mann-Whitney e correlacdo de Spearman, com o valor de p < 0,05
como nivel de significancia. Dos 39 pacientes estudados, dois foram excluidos do
estudo por apresentarem doenca autoimune. Quanto a comparacédo entre grupos da
quantificacdo de TREC: hé& diferenca entre o grupo PET e NPET (p = 0,01), nos
pacientes com idade <59 anos entre os grupos PET e NPET (p = 0,04), nas
pacientes do sexo feminino entre o grupo PET e NPET (p = 0,003) e o grupo com
cadeira de rodas e sem cadeira de rodas (p = 0,05). JA com relacdo a comparacao
da expressdo génica de IL-7 entre grupos: no grupo NPET ha diferenca entre o
grupo <59 anos e o0 260 anos (p = 0,02), no sexo feminino ha diferenca entre o grupo
PET e NPET (p = 0,04). A funcao timica mostrou-se prejudicada em pacientes
portadores de HTLV-1 com PET/MAH comparados aqueles sem PET/MAH, pois
houve um prejuizo na producdo de células T naive nessa populacdo, mostrada
através das diferencas entre variaveis tanto no grupo PET e NPET com relacédo a
quantificacdo de TREC. Apesar de ainda nao estar clara a importancia deste
comprometimento no desencadeamento e/ou evolucado da PET/MAH, infere-se que a
reducado da producédo de células T naive pode alterar a resposta imunoldgica nesses
pacientes, repercutindo diretamente no quadro clinico dos mesmos.

Palavras-chave: HTLV-1. PET/MAH. TREC. Funcéo timica.



ABSTRACT

In HTLV-1 infeccions 90% of carriers remain asymptomatic, 2-3% develop Adult T-
cell leukemia/lymphoma (ATL) and 0.25-4% develop HTLV-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). In HAM/TSP, specific CD8 + T
cell infiltrates are found in the marrow that destroy infected CD4 + T cells, leading to
a chronic activated immune response. Recently emigrated T cells (or naive T cells)
have excised circles by the rearrangement of T cell receptor (TREC) genes that do
not double in cell proliferation, being a good indicator to quantify the number of naive
T cells and thus evaluate the thymic function. This study aimed to verify the thymic
function of patients with HTLV-1 infection by quantifying the number of TREC in
peripheral blood mononuclear cells. This is a cross-sectional, analytical study of 39
patients over 18 years of age, divided into two groups: HAM/TSP (PET) and without
HAM/TSP (NPET). We performed a clinical and physiotherapeutic evaluation, blood
collection, lymphomononuclear cell separation, DNA and RNA extraction, absolute
TREC curve, DNA and RNA quantification, TREC particle detection and
guantification, cDNA synthesis, cytokine IL-7 and statistical analysis with the Mann-
Whitney tests and Spearman's correlation, with p < 0.05 as significance level. Of the
39 patients studied, two were excluded from the study because they presented
autoimmune disease. Regarding the comparison between groups of TREC
guantification: there was a difference between the PET and NPET groups (p = 0.01),
in patients with age <59 years between the PET and NPET groups (p = 0.04), in the
(p = 0.003) and the group with a wheelchair and without a wheelchair (p = 0.05). As
for the comparison of IL-7 gene expression between groups: in the NPET group there
was a difference between the group <59 years and the 260 years (p = 0.02), in the
female there was a difference between the PET and NPET groups (p = 0.04). Thymic
function was impaired in patients with HTLV-1 with HAM/TSP compared to those
without HAM/TSP, as there was a loss in naive T cell production in this population,
shown by the differences between variables in both PET and NPET groups With
respect to the quantification of TREC. Although the importance of this compromise in
the triggering and / or evolution of HAM/TSP is not yet clear, it is inferred that the
reduction of naive T cell production can alter the immunological response in these
patients, directly affecting their clinical picture.

Keywords: HTLV-1. HAM/TSP. TREC. Thymic function.
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1 INTRODUCAO

O Virus Linfotrépico de Células T Humanas Tipo 1 (HTLV-1 do inglés Human T
lymphotropic virus), identificado em 1980, foi o primeiro retrovirus associado a causa
de patologia em seres humanos. Dois anos apds a descoberta do HTLV-1, o HTLV-2
foi isolado. No ano de 2005, foi reportada a descoberta do HTLV-3 e do HTLV-4,
porém, os dois ultimos, sem muito impacto epidemiologico (POIESZ et al., 1980;
KALYANARAMAN et al., 1982; MAHIEUX; GESSAIN, 2009).

Dos 4 tipos de HTLV, o mais importante quanto as manifestagdes clinicas € o
HTLV-1, associado principalmente & leucemia/linfoma de células T do adulto
(LLcTA), uma doenca maligna agressiva, e a paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH), que caracteriza-se como uma
alteracdo neuroldgica, envolvendo os neurbnios motores superiores, de evolucdo
lenta e progressiva, trazendo manifestagfes clinicas como déficits sensoriais e
distarbios esfincteriano (GESSAIN et al. 1985; YOSHIDA; MIYOSHI; HINUMA, 1982;
FUZII et al., 2014).

Apesar das patologias associadas ao HTLV-1 terem um progndstico complexo,
em média 90% dos portadores de HTLV-1 permanecem assintomaticos ao longo da
vida. Dos outros 10% de infectados, levando-se em consideracdo a etnia e o género,
cerca de 2-3% desenvolvem LLcTA e 0,25-4% desenvolvem PET/MAH que séo as
mais importantes em termos epidemioldgicos. Os demais pacientes evoluem com
uveite associada ao HTLV-1, dermatite infecciosa, linfoma cutaneo de células T
(CTCL do inglés cutaneous T-cell lymphoma), manifestacdes oftalmoldgicas entre
outras manifestacdes (COOK et al., 2012; COOK et al., 2013).

O HTLV-1 infecta principalmente células T CD4+ (TCD4), modificando o
comportamento da célula. Isto pode levar a alteracdes na resposta imunolégica, com
grande importancia para o desenvolvimento de varias doencas relacionadas a este
virus. Em particular em relacdo a PET/MAH, nota-se um aumento da resposta
inflamatoéria Thl, e que se relaciona com achados histopatolégicos na medula
espinhal, onde se encontram infiltrados inflamatérios perivasculares, principalmente
de células T CD8+ (TCD8) especificos que destroem as TCD4 infectadas. Esse
mecanismo de resposta imunoldgica ativada de forma cronica pode desencadear a
base da patogénese da PET/MAH, que seria a desmielinizagcdo dos neurdnios
(ENOSE-AKAHATA et al., 2013). Tal fato leva a crer que a resposta imunoldgica
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celular do hospedeiro pode ter grande influéncia na patogénese das doencas
provocadas pelo HTLV-1.

Assim, as células T sédo essenciais para a resposta imunoldgica adaptativa e
pecas importantes na patogénese das doencas associadas ao HTLV-1. Essas
células tem seu desenvolvimento iniciado de um progenitor linfoide comum na
medula 6ssea e migram para o timo para amadurecimento e assim que encerram
sua maturacao no timo, dirigem-se a periferia do sistema vascular e sdo chamadas
de células T naive periféricas (HAINES et al., 2009).

As células T naive possuem caracteristicas singulares quando chegam a
periferia do sistema vascular, uma vez que nao sofreram proliferacdo e possuem
circulos excisados pelo rearranjo dos genes do receptor de células T (TREC) (LIND
et al., 2001; ABBAS, 2008). Os TRECs sdo produzidos durante a maturacdo das
células T no timo, onde ocorre o rearranjo do gene do receptor de célula T (TCR).
Durante este processo, o0 TREC é excisado e permanece de forma epsomal nesta
célula (DOUEK, 1998). O TREC nao duplica com a proliferacao celular, sendo um
bom indicador para quantificar o nimero de células T naive que deixaram o timo e
assim avaliar a funcéo timica.

Apesar de haver a reducdo da producdo de células T naive com o
envelhecimento do individuo e consequentemente o decréscimo no numero de
particulas TRECs, alguns estudos mostram que em infeccbes, como na infeccéo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV do inglés Human immunodeficiency
virus), esse decréscimo também ocorre, sugerindo uma deterioracdo do timo e uma
diminuicao na funcao timica (HAZENBERG et al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A infeccdo por HTLV-1 causa grandes alteracdes na resposta imunolégica dos
pacientes infectados, mesmo naqueles que permanecem assintomaticos. Em
pacientes que desenvolvem PET/MAH, os estudos focam na producao de citocinas e
seus fatores de transcricdo relacionados, sendo pouco estudada a producdo de
células T naive pelo timo. Essa producdo de células T naive € importante para
manter a qualidade da resposta imunol6égica. Como descrito no estudo de Yasunaga
et al. (2001), ha indicio de alteracdo na funcédo timica em pacientes com PET/MAH,
isso pode influenciar no quadro clinico desenvolvido pelo paciente.

O desenvolvimento da PET/MAH ainda ndo esta bem esclarecido, porém, a
participacdo do sistema imunolégico € de grande importancia. Nota-se que nesses
pacientes h4 um desequilibrio na resposta imunoldgica que leva a uma resposta
inflamatorio do tipo Thl, e apesar disso, 0s pacientes apresentam diminuicdo da
resposta imunologica contra outros agentes infecciosos. Essa alteracdo pode estar
relacionada com a funcdo timica, a qual, se estiver prejudicada, interfere no
repertorio de reconhecimento das células T. Como foi descrito, infeccdes podem
interferir no funcionamento do timo, e em relacédo ao HTLV-1, os estudos séo raros,

necessitando de maior entendimento sobre sua relacdo com o timo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ovirus linfotropico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1)

O HTLV-1 é um retrovirus complexo, pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Deltaretrovirus (MURPHY et al.,, 2012;
GESSAIN; MAHIEUX, 2012).

Gessain e Cassar (2012) realizaram uma estimativa de que o HTLV-1 causa
infeccdo em 5 a 10 milhBes de pessoas no mundo. Porém, acredita-se que haja um
namero muito maior de infectados, pois tal estimativa foi realizada em regides
endémicas, como por exemplo, Japdo, Caribe, Africa e América Latina, no
abrangendo regides como China, india, Noroeste e Leste da Africa.

Os estudos epidemiolégicos mais consistentes da infeccdo pelo HTLV-1 foram
iniciados no Brasil em 1993. Atualmente o Brasil esta inserido no cenario mundial do
HTLV-1 como regido endémica, no entanto ha uma disparidade na prevaléncia da
infeccdo quando algumas regides s&do comparadas com outras (CATALAN-
SOARES; CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2005).

O estudo que demonstra o cenario brasileiro de forma mais ampla avaliou
doadores de sangue e foi realizado em 27 hemocentros de todo pais demonstrou
que as regides Norte e Nordeste apresentam os estados com as maiores
prevaléncias de HTLV-1/2, sendo que o Estado do Par& esta em terceiro lugar com
9,1/1000 doadores de sangue, a Bahia em segundo (9,4/1000) e Maranhdo em
primeiro  (10/1000) (Figura 01) (CATALAN-SOARES; CARNEIRO-PROIETTI;
PROIETTI, 2005).

A transmissdo do HTLV-1 ocorre basicamente através de trés modos:
transmissdo vertical de mée para filho através de amamentagdo prolongada, com
alta carga proviral no leite; transmissao horizontal através do contato sexual, que
principalmente ocorre do homem para a mulher; transmisséo horizontal parenteral,
ocorrido por produtos sanguineos contaminados com HTLV-1, através de
transplantes de 6rgdos e de sangue, no canal de parto e por materiais perfuro-
cortantes contaminados (ANDO et al.,, 2003; GARCIA-LOYGORRI et al., 2015;
PAIVA et al., 2016).
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Figura 01 — Distribuicdo da infec¢cdo por HTLV-1/2 em 27
hemocentros pertencentes a todos os estados
do Brasil e Distrito Federal.
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Fonte: Catalan-Soares; Carneiro-Proietti; Proietti (2005).

O virion maduro é esférico, com diametro de 110 a 140 nm, envolto por uma
membrana derivada da célula hospedeira e pelas glicoproteinas codificadas pelo
gene viral Env. No seu centro, h& o nucleocapsideo que contém duas copias de 9kb
do RNA (do inglés Ribonucleic acid) genémico, a proteina transcriptase reversa,
responsavel pelo inicio da transcricdo reversa e as enzimas integrases, ja as
enzimas proteases virais, que irdo clivar as proteinas estruturais do virus,
encontram-se fora do nucleocapsideo (Figura 02) (YAO; WIGDAHL, 2000).

O virus infecta varias células de humanos e ndo humanos in vitro, porém in
vivo as TCD4 séo seu alvo principal, enquanto que as TCD8 e células dendriticas se
apresentam somente como suscetiveis, podendo constituir um reservatério para o
virus (NAGAI et al., 2001; JONES et al., 2008 ).

A infecgéo pelo HTLV-1 por virus livre é rara, mas quando ocorre inicialmente o
virus se liga as células através de trés moléculas: proteoglicanos de sulfato de
heparano (HSPG), a neuropilina-1 (NRP-1), e um transportador de glicose (GLUT-1
do inglés Glucose transporter 1). O principal mecanismo de transmissao do virus é

por transferéncia do virus entre células por sinapse celular, porém também
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mantendo seu ciclo infeccioso in vivo pela proliferacdo clonal seletiva de células T
infectadas (GESSAIN; MAHIEUX, 2012; MELAMED et al., 2013).

Figura 02 — Estrutura do HTLV-1.
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Fonte: Adaptado de Verdonck et al. (2007).

Apés sua entrada na célula hospedeira, o virus ativa a transcricdo do RNA viral
em DNA (Acido desoxirribonucleico) viral no citoplasma da célula, pela atuacdo da
proteina transcriptase reversa. Depois o DNA viral é transportado para o nucleo da
célula onde entdo ocorre sua integracdo com genoma da célula hospedeira. A partir
desse momento o virus ird iniciar o uso da maquinaria da célula hospedeira, para a
realizacdo da sua expressao génica, traducao de proteinas e montagem de novos
virus (GALLO; POIESZ; RUSCETTI, 1981). A expressdo dos genes do HTLV-1 é
autorregulada e ocorre através da expressao de proteinas regulatérias que, além de
controlar a replicacdo viral, modificam a maquinaria da célula hospedeira para
responder a favor da infeccao.

O HTLV-1 apresenta em seu genoma as fases de leitura abertas (ORFs do

inglés Open reading frame) gag, pro, pol e env, além de duas proteinas estruturais e
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enzimaticas do virus e sao flanqueadas por duas repeticdes terminais longas (LTRs
do inglés Long terminal repeats) (Figura 03). Nas LTRs encontra-se o promotor viral
responsavel pelo recrutamento de fatores celulares CREB (do inglés cAMP response
element-binding protein), CBP (do inglés CREB-binding protein)/P300), PCAF (do

inglés P300/CBP-associated fator) e RNApol (RNA polimerase) que irdo promover a

transcricdo dos genes virais e do promotor que é utilizado para transcrever a
proteina HBZ (do inglés HTLV-1 basic leucine ziper) (GAUDRAY et al., 2002;
BAYDOUN; BELLON; NICOT, 2008; GESSAIN; MAHIEUX, 2012).

Além dos genes comuns aos virus da familia Retroviridae (gag, pol e env), o
HTLV-1 possui uma regido chamada de pX que est4d presente a partir da
extremidade 3’ da ORF Env. Nesta regido estdo presentes as ORFs que codificam
as proteinas reguladoras (Tax, Rex, HBZ) e as proteinas acessorias: pl12, p21, pl13,
p30. Dessas proteinas proprias do HTLV-1 destaca-se HBZ que é o Unico gene
transcrito de forma inversa no genoma viral (Figura 03) (GESSAIN; MAHIEUX,
2012).

Figura 03 — DNA proviral do HTLV-1.
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Fonte: Adaptado de Barbeau, Peloponese e Mesnard (2013).

A proteina Rex atua regulando a expressao dos genes virais. Possui tanto um
sinal de localizagéo nuclear quanto um sinal de exportagéo nuclear, para realizar o
transporte do RNAm (RNA mensageiro) viral entre o nucleo e o citoplasma,
facilitando o transito desses transcritos e permitindo uma alta expressdo de
proteinas estruturais e enzimaticas (JOURNO; DOUCERON; MAHIEUX, 2009;
GESSAIN; MAHIEUX, 2012). REX facilita o acumulo dos transcritos virais no
citoplasma das células infectadas por HTLV-1. Ye et al. (2003) mostraram que a falta
de REX prejudica a replicacdo viral, mas ndo impede a capacidade do virus de

infectar e imortalizar células sanguineas mononucleares periféricas in vitro.


https://en.wikipedia.org/wiki/CREB-binding_protein
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TAX € uma pequena proteina transativadora que modula a expressdo dos
genes do HTLV-1. E necessaria para uma ativacdo acentuada do provirus, sendo
predominantemente nuclear com uma pequena quantidade distribuida no citoplasma
das células hospedeiras (RAMIREZ; NYBORG, 2007). Esta proteina é tratada como
um potente ativador da LTR, pois recruta os fatores de transcricdo da célula do
hospedeiro, além de ser responsavel por véarias funcdes distintas, dentre elas,
proliferacdo celular, inibicAo da apoptose, instabilidade genética, ativacdo da
telomerase e inativacdo de supressores de tumor (CHLICHLIA; KHAZAIE, 2010;
BAYDOUN; BELLON; NICOT, 2008).

A proteina Tax néo se liga diretamente ao DNA, mas ativa a transcri¢cao através
da fosforilagdo de CREB, que induz o recrutamento de CBP/p300, PCAF e RNApol
da célula hospedeira, levando a transcricdo eficiente das proteinas virais. Além do
importante papel na transcri¢cdo viral, Tax também esté envolvida na transformacgéo
celular, sendo chamada de oncoproteina, uma vez que confere propriedades
proliferativas as células T primérias imortalizadas infectadas por HTLV-1 (BOXUS et
al., 2008; ZHAO; MATSUOKA, 2012; GESSAIN; MAHIEUX, 2012).

Ao mesmo tempo em que Tax induz a proliferagdo de TCD4, ela se torna um
alvo imunodominante, sendo altamente reconhecido pelas células T citotoxicas
CD8+. Assim, ha uma réapida eliminacdo de TCD4 que expressam Tax em grande
guantidade, culminando na selecdo de TCD4 que expressam menor quantidade de
Tax, 0s quais escapam da vigilancia imunoldgica. Com isso, em geral, ha baixa
deteccdo de Tax em pacientes infectados (BELROSE et al., 2011). Para manter-se
estavel a proliferacdo e manutencao viral, a partir da menor expressdo de Tax,
inicia-se 0 aumento da expressao de HBZ, que é menos imunogénica, para substituir
Tax nas mesmas funcdes, e reforcar ainda mais a sua supressdo (KANNIAN;
GREEN, 2010).

A proteina HBZ é codificada por um RNA anti-sentido e é detectada em todas
as ceélulas infectadas pelo HTLV-1 (Figura 03) (GAUDRAY et al., 2002). Assim como
a Tax, atua no processo de modificacao celular, alterando as vias de traducédo de
sinais intracelulares, regulacdo da expressado génica viral e celular, além de
alteracédo neoplasica (KANNIAN; GREEN, 2010).

HBZ apresenta uma expressdo conservada em todas as células de LLCTA,
promovendo a proliferacdo de células da mesma. Isso leva a crer que o gene HBZ é

essencial para a oncogénese. Além disso, sua expressao esta diretamente ligada a
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alta carga proviral de HTLV-1 e com a gravidade da PET/MAH (SAITO et al., 2009;
ENOSE-AKAHATA et al., 2013). Atua no sequestro dos fatores de transcricao
mediados por Tax e inibe a ligacdo de p65, proteina integrante da familia NF-kB (do
inglés Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) no DNA,
através da promocao da expressdo da ubiquitina PDLIM2 E3-ligase, que aumenta a
degradacdo de p65. Com esse mecanismo, reprime parcialmente a via classica de
sinalizacdo da NF-kB, promovendo a diminuicdo dos transcritos virais e inibe a
producdo de Tax. (TANAKA; GRUSBY; KAISHO, 2007; ZHAO et al.,, 2009;
CHOUDHARY; RAUCH; RATNER, 2011; ZHAO; MATSUOKA, 2012).

Assim, o HTLV-1 inicialmente expressa em larga escala o gene da proteina
Tax, que faz com que seus outros genes virais também sejam expressos em larga
escala, levando as TCD4 a entrada constante em ciclo celular. Porém Tax é
altamente imunogénico e células T que expressam essa proteina sdo logo
eliminadas (BELROSE et al., 2011).

ApoOs a instalacdo da infecgao, inicia-se 0 aumento na expressao de HBZ que
inibe a expressdo de Tax e passa a exercer o seu papel, tendo as vantagens de
estimular em menor escala a expressdo dos outros genes virais € ser menos
imunogénico, culminando na sobrevivéncia das células T infectadas levando ao

acumulo e persisténcia do virus (BELROSE et al., 2011).
3.2 Patologias associadas ao HTLV-1

O HTLV-1 esta associado a varias patologias, incluindo uveite associada ao
HTLV e dermatite infecciosa, porém, as principais sdo a LLcTA, que se trata de uma
leucemia onde a forma aguda é a mais comum e fatal e a PET/MAH que se
caracteriza como uma mielopatia cronica e progressiva (COOK et al., 2013). Além de
apresentar relacdo com outras doengas infecciosas como estrongiloidiase e
tuberculose, sugerindo que a infec¢cdo por HTLV-1 também pode diminuir a resposta
imunoldgica do hospedeiro (COUTINHO et al.,, 2014). Porém, até o momento, a
compreensao acerca dos mecanismos de progressado das patologias associadas ao
HTLV-1 é limitada, por ndo haver nenhuma associagdo entre um genétipo viral e um
tipo especifico de patologia. Contudo, sabe-se que, em certos individuos, ocorre
uma alta resposta imunoldgica contra o virus (FURUKAWA et al., 2000; KANNAGI et
al., 2004).
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3.2.1 Paraparesia espastica tropical/ Mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH)

Segundo Gessain et al. (1985) e Osame et al. (1986) a PET/MAH é uma
mielopatia lentamente progressiva que afeta principalmente os tratos piramidais e de
forma rapida o sistema sensorial. Inicialmente os pacientes apresentam queixas de
fraqueza nos membros inferiores, lombalgia e perda urinéria. ApGds a progressao da
doenca, as alteracdes neurologicas incluem espasticidade e/ou hiperreflexia das
extremidades inferiores, e a maior frequéncia de disturbios urinarios, constipacéao,
fragueza muscular da extremidade inferior, lombalgia, além de alguns pacientes
apresentarem problemas cognitivos variando de casos leves a uma encefalopatia
grave (GESSAIN; MAHIEUX, 2012).

Estudos mostram que células infectadas com HTLV-1 estédo presentes no fluido
cerebrospinal e com uma frequéncia duas vezes maior em comparagcao ao sangue
periférico, mostrando o recrutamento ou expansao de células infectadas com HTLV-
1 no sistema nervoso central (SNC) (HAYASHI et al., 2008).

O mecanismo completo de contribuicdo do HTLV-1 para a patogénese da
PET/MAH ainda €é desconhecido, porém sabe-se que as lesbes ocorrem
principalmente na coluna toracica, envolvem varios fenébmenos de ativacdo do
sistema imunolégico contra a presenca dos antigenos de HTLV-1 e, com isso, ha um
processo inflamatério que leva a degeneracdo da bainha de mielina (GARCIA-
VALLEJO; DOMINGUEZ; TAMAYO, 2005; CASSEB; PENALVA-DE-OLIVEIRA,
2000).

Estudos séo realizados para tentar mostrar o motivo pelo qual somente alguns
portadores do HTLV-1 evoluem para doengas graves enguanto outros permanecem
sadios ao longo da vida, sugerem um papel importante da resposta imunoldgica de
cada hospedeiro frente a infeccéo pelo HTLV-1 (BANGHAM et al., 1999).

Desta maneira, existem trés hipoteses para o desenvolvimento da PET/MAH
com base na resposta imunoldgica do hospedeiro. A primeira hipétese aponta para o
mecanismo de citotoxicidade direta, onde células T citotoxicas CD8+, especificas
para antigenos do HTLV-1, cruzariam a barreira hematoencefélica e destruiriam, por
mecanismos citotoxicos diretos ou via producéo de citocinas neurotoxicas, as ceélulas
da glia infectadas pelo HTLV-1 (Figura 04) (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER; VAN
DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO et al., 2010; SHOEIBI et al., 2013).
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A segunda, também denominada de dano circundante ou “bystander”
envolveria as TCD4 infectadas e as células T CD8+ especificas para a proteina viral
Tax, que juntos atravessariam a barreira hematoencefalica e produziriam grande
quantidade de citocinas pro-inflamatorias, levando a um processo de intensa
inflamacéo e destruicdo tecidual. Neste sentido, acredita-se, que as células T séo
ativadas na PET/MAH, e quando atravessam a barreira hematoencefélica, d&ao inicio
ao processo inflamatdrio no SNC resultante em les&o celular (Figura 04) (ARAUJO;
SILVA, 2006; COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO et al., 2010;
SHOEIBI et al., 2013).

A terceira e Ultima hipétese denominada de autoimunidade, aponta para um
processo de mimetismo molecular no qual a semelhanca entre uma proteina
neuronal do hospedeiro e a mais importante proteina do virus, o antigeno de Tax,
acarretaria um processo inflamatoério de autoimunidade com les&o neuronal (Figura
04) (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO et
al., 2010; SHOEIBI et al., 2013).
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Figura 04 — Hipdteses para o desenvolvimento da PET/MAH com base na resposta
imunologica do hospedeiro.
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3.3 Ascélulas Te o HTLV-1 no desenvolvimento da PET/MAH

O sistema imunoldgico tem como objetivo a prote¢do do organismo, para tanto,

0 mesmo deve possuir mecanismos de identificacéo e de resposta contra agressoes

externas e internas. Tais respostas sdo montadas através de mecanismos de

ativacdo e proliferacdo de células, devendo haver um sistema de controle, do

contrario, ao inves de trazer beneficios, podem se tornar uma ameaca a homeostase
do organismo (HAUBEN; RONCAROLO, 2005).

Dentro do contexto de células do sistema imunolégico, encontram-se as células

T. Estas sdo divididas entre: TCD4 responsaveis por coordenar a resposta

imunoldgica contra patdgenos e para antigenos estranhos; e TCD8 que atuam na

protecdo do organismo eliminando células infectadas (principalmente por virus) e
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aguelas transformadas, no caso do cancer (SAITO et al.,, 2010; SCHMID et al.,
2010).

Na infeccdo pelo HTLV-1, a participacdo das células T é de grande
importancia para o desenvolvimento de PET/MAH, na qual ocorre aumento na
producdo de citocinas pré-inflamatérias e na ativacdo das células T, além de
reducdo na resposta de memoria, trazendo a caracteristica de um perfil de resposta
pré-inflamatério (COUTINHO et al., 2014). Nas lesdes do SNC dos pacientes com
PET/MAH ¢é encontrado um infiltrado linfocitario, sugerindo que haja uma
participacdo contundente da resposta imunolégica do hospedeiro gerando
inflamacéo levando ao dano tecidual, mostrando que a resposta imunolégica do
hospedeiro tem grande papel na progressao da PET/MAH (BANGHAM et al., 2015).

3.3.1 Células T citotoxicas

As TCD8 desenvolvem um papel fundamental para a resposta imunolégica do
hospedeiro nas infec¢des virais atuando na inducdo a apoptose de células
infectadas, além de realizar a vigilancia imunoldgica. No entanto, a auséncia desse
mecanismo, traz a persisténcia viral (SCHMID et al., 2010).

No caso da PET/MAH, as TCD8 especificas contra HTLV-1 sdo amplamente
encontradas no sangue periférico, sendo sua abundancia proporcional a carga
proviral de HTLV-1. De maneira que a carga proviral esta diretamente ligada ao
risco de PET/MAH e a eficiéncia das TCD8 em lisar células infectadas e manter a
carga proviral baixa. A capacidade citotoxica das TCD8 também esta ligada ao risco
de manifestacdes inflamatérias nos individuos com PET/MAH (BANGHAM; OSAME,
2005). A carga proviral traz um estimulo antigénico crénico, derivado da persisténcia
viral, induzindo essas células T a exaustdo, caracterizando uma perturbacdo na
atuacao das TCD8 (EZINNE et al., 2014; BANGHAM et al., 2015).

Todo patdgeno apresenta antigenos que serdo prioritariamente reconhecidos
pelas TCD8 do hospedeiro. No HTLV-1, o principal antigeno € a proteina Tax
(MATSUOKA; JEANG, 2007; KANNAGI, 1991). O estudo realizado por Hanon et al.
(2000) sugeriu que um desempenho eficaz de TCD8 anti-HTLV-1 contra a proteina
Tax, restringe a frequéncia de células que expressam essa proteina, proporcionando
uma baixa deteccédo de células que expressam Tax.

Nos pacientes infectados por HTLV-1, as TCD8 apresentam-se cronicamente

ativados, mostrando que o virus se encontra em alta atividade, com transcricdo
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intermitentemente dos seus transcritos virais ou, pelo menos, em intervalos
frequentes. Com essa descoberta em pacientes com PET/MAH, levou a hipétese do
dano inflamatério circundante nos tecidos do SNC (BANGHAM et al., 2015).

As variacfOes genéticas das TCD8 de um individuo determinam a capacidade
deles de eliminar as células infectadas e consequentemente determinar a carga
proviral do hospedeiro, com uma resposta eficaz das TCD8 do hospedeiro, mantem-
se uma baixa carga proviral podendo implicar no bom progndstico da infeccao por
HTLV-1 (BANGHAM; OSAME, 2005; TWIGGER et al., 2014). Apesar dos danos
provocados pela resposta inflamatoéria das TCD8, estudos mostram uma acao
protetora dessas células, a partir da imunogenética do hospedeiro, na qual a
presenca dos alelos HLA-A*02 ou HLA-Cw*08 no gene do MHC-I (moléculas
responsaveis por apresentar o antigeno aos TCD8) esta associada a uma baixa
carga proviral e consequentemente um menor risco de PET/MAH. Porém, essa
apresentacao benéfica do MHC-I ndo esta ligada ao principal antigeno, a proteina
Tax e sim a HBZ, do contrario, as TCD8 anti-HTLV-1 ineficientes e em excesso
podem contribuir para o dano tecidual do SNC, levando a PET/MAH (MACNAMARA
et al., 2010; TWIGGER et al., 2014; ROSADAS; PUCCIONI-SOHLER, 2015).

3.3.2 Células T auxiliares

As TCD4 sdo essenciais para a resposta imunologica adaptativa, atuando
contra agentes patogénicos e na funcionalidade das vacinas. Sao divididas em
subconjuntos para promover a ativacdo de diferentes componentes imunoldgicos
através da secrecdo de citocinas especificas. O subgrupo Thl é responséavel por
secretar IFN-y, promovem respostas mediadas por células contra virus e inibem a
resposta Th2. Por sua vez, as células com o perfil Th2 produzem de interleucina 4
(IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13), induzindo a sintese de
anticorpos, respostas de mastocitos e eosinéfilos e inibem a resposta mediada por
Thl (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996; PICCIRILLO; SHEVACH, 2004).

A infeccao pelo HTLV-1 € dinamica e persistente, apresentando caracteristicas
como alta transcricdo viral e proliferacdo de TCD4, estimulagdo antigénica e morte
mediada por TCD8 (BANGHAM; OSAME, 2005).

Quando a TCD4 infectada por HTLV-1 passa a expressar a proteina Tax, estas

células T podem apresentar trés desfechos: mitose, morte por TCD8 ou transpassar
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a barreira endotelial e acessar o SNC. Em geral, estes desfechos ocorrem
simultaneamente, porém, dependendo dos pacientes, as propor¢des sdo diferentes,
podendo levar ao desenvolvimento da PET/MAH (BANGHAM; OSAME, 2005).

No inicio da PET/MAH, as TCD4 sédo predominantes nas lesdes e, quando
estdo infectadas, secretam com frequéncia IFN-y, e apresentam 0s niveis séricos
desse interferon mais altos (BANGHAM et al., 2015).

Ando et al. (2013) mostraram em seu estudo que os astrécitos secretam a
guimiocina CXCL10 (do inglés C-X-C motif chemokine 10) frente a producéo de IFN-
y produzido pelas TCD4 infectadas. A quimiocina CXCL10, por sua vez, recruta mais
TCD4 infectadas, gerando um ciclo retroalimentavel com intensa producgéo de IFN-y
e culminando em danos ao tecido neural, dada a toxicidade do IFN-y (BANGHAM et
al., 2015).

As TCD4 em pacientes infectados por HTLV-1 com PET/MAH produzem
predominantemente IFN-y, tendo essas células a caracteristica pré-inflamatéria de
perfil Thl. Um dado importante é que pacientes com PET/MAH apresentam 10 a 25
vezes mais TCD4 produtores de IFN-y em relacdo aqueles infectados e
assintomaticos com a carga proviral semelhante. Tais fatos, juntamente com a
associacao entre a presenca abundante de TCD4 em lesdes inflamatérias iniciais no
tecido nervoso, levam a crer que estas células desempenham um papel importante
no dano tecidual encontrado na PET/MAH (GOON et al., 2002; GOON et al., 2003;
GOON et al., 2004).

3.4 A funcdo timica e a PET/MAH

No processo de formacéo e inicializagdo do repertorio de células T periféricas,
ha um componente de suma importancia: o timo. Trata-se de um o6rgao linféide
primario localizado no mediastino superior, dividido em varios l6bulos constituidos
por um compartimento externo (cortex) e um compartimento interno (medula) (LIND
et al., 2001; ABBAS, 2008; HAYNES et al., 2000).

A estrutura do timo é composta por um compartimento estromal, que consiste
em uma rede de células epiteliais timicas; e por um parénquima hematolinféide que
comporta os timécitos em desenvolvimento, células apresentadoras de antigeno
(células dendriticas e macrofagos) e poucas células B (CRIVELLATO; VACCA,;
RIBATTI, 2004).
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O tamanho do timo é inversamente proporcional a idade do individuo, e
juntamente com esse fendmeno, a Iimunidade decai de acordo com o
envelhecimento. Alcanca seu maior tamanho nos primeiros meses de vida, e com o
passar da idade a tendéncia é que a regido cortical desapareca dando lugar a tecido
adiposo, persistindo somente a regido medular, onde é mantida a diferenciagdo das
células T naive durante a fase adulta. Entretanto, as taxas de células T naive e a
diversidade do repertério estdo consideravelmente reduzidas (LIMA; CARNEIRO-
SAMPAIO, 2007; YAGER et al. 2008). Além do fator idade, a reducdo do timo
também estd associada a acdo de corticéides, infeccbes agudas e desnutricdo
(PAZIRANDEH et al., 2004; SAVINO et al., 2007).

Precedendo momento da maturacdo das células T no timo, tais células tém
origem na medula 6ssea ou no figado, no caso do feto, sendo provenientes de
células-tronco pluripotentes, que sdo levadas ao timo através da corrente sanguinea.
A diferenciacdo dessas células-tronco pluripotentes encontradas na medula éssea,
seguem por dois ramos distintos: mieldides e linféides (SPITS, 2002; CRIVELLATO;
VACCA; RIBATTI, 2004; MESQUITA-JUNIOR et al., 2010).

Juntamente com as células B e as células NK (do inglés Natural Killer), as
células T, sdo provenientes do ramo linféide. Elas deixam a medula éssea em
direcdo ao timo, para sofrerem o processo de sele¢cdo e maturacdo, e a partir dai,
entrarem novamente na corrente sanguinea (MESQUITA-JUNIOR et al., 2010).
Estudos mostram que, no corddo umbilical de neonatos, sdo encontradas células
precursoras do timo expressando CD34 +, onde essas células podem se diferenciar
em células T sem linhagem definida, pois as mesmas ndo apresentam a
recombinacdo do receptor TCR, além de ndo expressar o gene de ativacdo de
recombinacdo 1 (RAG1 do inglés Recombination activating gene 1), que é
necessario para rearranjos de TCR, e CD1A, CD3¢ citoplasmatica, CD2 e CD7, que
estdo presentes em precursores de células T no timo (SPITS, 2002).

JA no timo, os precursores das células T migram da medula Ossea e
acumulam-se na zona subcapsular (regido abaixo da borda externa do cortex), a
partir dai passam pela primeira etapa representada por timécitos imaturos CD3-CD4-
CDB8- triplo-negativos, depois se tornam T CD4 + CD8 + de duplo-positivo e, por fim,
as células T se tornam maduras numa fase de somente um positivo T CD4 + ou CD8
+ (Figura 05) (LIND et al., 2001; FRY; MACKALL, 2002).
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Figura 05 — Desenvolvimento das células T no timo.
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Fonte: Adaptado de Fry e Mackall (2002).

Um fator imprescindivel para a proliferagdo e o desenvolvimento das células
timicas precursoras € a expressdo da citocina interleucina-7 (IL-7) (SPITS, 2002;
MACKALL; FRY; GRESS, 2011). E uma citocina produzida por células epiteliais do
timo e por 6rgaos linfoides periféricos (LEWIS; HAINES; ROSS, 2011). Além desses
principais locais, pode ser encontrada sua producdo no epitélio intestinal,
queratinécitos, figado fetal e adulto, células dendriticas e células dendriticas
foliculares, porém com producdo relativamente menor (FRY; MACKALL, 2002).
Primeiramente foi descoberta como fator de crescimento de células B,
posteriormente foi detectada a sua importancia no crescimento e maturacdo de
células T. Além disso, a IL-7 € um regulador pds-timico da sobrevivéncia de células
T naive e atua na formacdo de células T de memodria (SASSON; ZAUNDERS;
KELLEHER, 2006).

Os niveis de IL-7 sao inversamente proporcionais ao numero de células T
naive totais e para que ocorra a sua expressdo é necessario que haja a interagédo
entre células do estroma da medula 6éssea com células B (SUDO et al.,, 1989;
SASSON; ZAUNDERS; KELLEHER, 2006). SituacGes que levam a linfocitopenia,
como quimioterapia e Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS do inglés
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Acquired immune deficiency syndrome), apresentam uma alta taxa dessa citocina
(SASSON; ZAUNDERS; KELLEHER, 2006). Ou seja, quando ha uma linfopenia
periférica ou baixa na saida de células T naive do timo, € detectado um aumento nos
niveis de IL-7, pois ndo ha mecanismos de uso dessas citocinas, ocasionando seu
acumulo. As células T restantes apresentam uma alta proliferacdo, devido a
abundancia da IL-7 (LEWIS; HAINES; ROSS, 2011).

A maturacgdo intratimica da origem as células T naive maduras com seus
respectivos receptores de células T (TCR), que vao circular pela periferia do sistema
linféide. Aquelas ja existentes na periferia sdo chamadas de células T naive
maduras, porém h& um subconjunto delas que chegaram ha pouco tempo do timo,
essas sdo chamadas de células recém-emigradas do timo do inglés recent thymic
emigrant (RTE) (FINK; HENDRICKS, 2011). Todo o conjunto de células T naive tem
a funcao de manter a diversidade e o repertorio das células T na periferia, através da
sua proliferacdo, para substituir células que morreram ou sofreram conversao
(PICCIRILLO; SHEVACH, 2004; HOUSTON; NECHANITZKY; FINK, 2008; DONG et
al., 2013).

No momento em que vai ocorrer a formacdo do receptor de células T é
produzido um TREC (do inglés TCR rearrangement excision circles) durante o
rearranjo do gene desse receptor. O DNA de TREC pode ser encontrado no
citoplasma da célula T naive, e por se tratar de um DNA excisado, ndo pode ser
replicado. Quando ocorre uma divisdo celular, para proliferacdo e expanséao frente a
um antigeno na periferia, o nivel do TREC é mantido, levando-se a crer que as
Gnicas células que contenham o TREC sédo as RTEs ou as células T naive maduras
gue nao sofreram divisdo (HAYNES et al., 2000; JUST, 2008) (Figura 06). Assim, a
detecc¢do desta particula TREC, pode indicar a quantidade de producao de células T
naive (SOMECH et al., 2011).
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Figura 06 - Formacao do TREC.
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Infeccdes virais podem interferir na funcao timica, em destaque a infec¢éo por
HIV. Pacientes infectados por HIV apresentam atrofia prematura do timo semelhante
as que ocorrem fisiologicamente com o envelhecimento de pessoas sadias, porém
de maneira mais acentuada (HAYNES et al., 2000). Sendo assim, verifica-se
reducdo da funcado timica, o que levaria a diminuicdo da contagem de células T
naive (particulas de TREC) verificada nesses pacientes (SAUCE et al., 2011). Essa
diminuicdo na producdo de células T no timo pode ocorrer devido ao dano direto
causado por TCD8 aos timacitos precursores de células T infectados e apoptose dos
nao infectados (CUMMINS; BADLEY, 2010).

Um trabalho comparando pessoas sadias e pacientes com infeccao tardia por
HIV mostrou que os pacientes infectados apresentaram baixos niveis de TREC no
sangue periférico em relacdo ao controle saudavel, demonstrando que h& um
prejuizo na emissdo de células recém-imigradas do timo (ZENG; HAASE;
SCHACKER, 2012). Em pacientes jovens infectados com HIV, a realizacdo da
terapia antiretroviral diminui a replicacéo viral, contribuindo para uma melhora da
resposta imunoldgica. Nesse contexto, ha também uma melhora nos niveis de
TREC, estando relacionado com a recuperacdo do repertorio de TCD4 (ZENG;
HAASE; SCHACKER, 2012).

Assim como no HIV, Yasunaga et al. (2001) realizou a quantificacdo de TREC

e detectou uma baixa porcentagem na saida de células T naive do timo em
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portadores de HTLV-1 com PET/MAH, n&o estando relacionada com a carga

proviral, somente com a infeccao.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Verificar a funcdo timica de pacientes infectados HTLV-1 através da

quantificacdo do niumero de TREC em células mononucleares do sangue periférico.
4.2 Objetivos especificos

o Quantificar o numero de particulas de TREC e a expressao génica da IL-7
em pacientes infectados por HTLV- 1,

o Comparar a quantificacdo de particulas TREC e a expressdo génica de
IL-7 entre pacientes infectados por HTLV- 1 com e sem PET/MAH,;

o Comparar a quantificacdo de particulas TREC e a expressao génica de
IL-7 de pacientes infectados por HTLV- 1 com e sem PET/MAH
estratificados por idade, sexo e grau de auxilio de marcha;

o Correlacionar idade, quantificacdo de particulas TREC e expressao

génica de IL-7 de pacientes infectados por HTLV- 1 com e sem PET/MAH.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Desenho

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo transversal.
5.2 Local do estudo

A avaliacdo médica e fisioterapéutica do presente estudo foram realizadas no
Laboratorio de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas e os métodos
laboratoriais foram realizados no Laboratério de Imunopatologia, ambos
pertencentes ao Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da Universidade Federal do
Pard (UFPA), situado na capital do estado do Para, Belém.

Segundo Universidade Federal do Par4 (2017), o NMT possui 11 laboratérios
de pesquisa, possui como missdo “promover a articulacdo e integracdo nas
diferentes areas da saude, com o proposito de fomentar o desenvolvimento
socioambiental e a melhoria da qualidade de vida da populagdo amazénica” e como
visdo “tornar-se um centro de exceléncia regional, de repercussao nacional e

internacional no ensino, na pesquisa e na extensado” (UFPA, 2017).
5.3 Populacédo e amostra

Participaram do estudo um total de 39 portadores de HTLV-1, com e sem
PET/MAH, acompanhados no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas do NMT da UFPA, provenientes de uma amostragem néo probabilistica

por conveniéncia.
Os pacientes foram divididos nos grupos:

o PET - Pacientes infectados por HTLV-1 e com PET/MAH,;
o NPET - Pacientes infectados por HTLV-1 e sem PET/MAH,;

5.3.1 Ciitérios de inclusao

Para participar do estudo os pacientes deveriam preencher os seguintes

critérios:

o Pacientes em acompanhamento médico no ambulatério do NMT-UFPA,;

o Ambos os géneros;
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Teste de triagem por Ensaio Imunoenzimatico (EIE) para HTLV-1 positivo
e confirmado por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR do inglés
Polymerase chain reaction.)

Maiores de 18 anos;

Que tenham assinado o termo de consentimento livre e esclarecido.

5.3.2 Ciritérios de exclusao

Os pacientes foram excluidos deste estudo quando apresentarem uma das

condicbes seguintes:

Pacientes que apresentarem anticorpos especificos para o HTLV-1 por
teste triagem por EIE e forem negativos por PCR;

HIV soropositivo;

Portadores de Hepatites B e C;

Tireoidopatia;

Hepatopatia (AST (Aminotransferase de Aspartate) e/ou ALT
(Aminotransferase de Alanine) duas vezes maior que o limite superior da
normalidade);

Doengas Autoimunes;

Nefropatia (creatinina maior que 1,5 mg/dL);

Com diagnodstico diferencial de Esclerose Mdltipla; Meningite
Carcinomatosa; Paraparesia Espastica Familiar; Mielite Transversa;
Esclerose Lateral Priméria; Sindromes Paraneoplasicas; Siringomielia;
Doenga de Lyme; Deficiéncia de B12 e Folato; Doengca de Behget;
Neurosifilis; Neurotuberculose; Sarcoidose; Mielopatia Vacuolar por HIV;
Doencgas do Colageno; Mielopatias Auto-imune; Sindrome de Sjogren;
Mielopatias toxicas; Esclerose Lateral Amiotréfica; Mielopatia por fungos;
Fistula Vertebral Arteriovenosa; Mielopatia Hepatica; Mielopatia
Parasitarias (Toxocara canis e Ascaris suum); Compressdo da medula
espinhal (Tumor espinhal, Espondilose cervical, Tumor cerebral, etc);
Mielopatias regionais endémicas com manifestacdes clinicas semelhantes
(incluindo esquistossomose e neurocisticercose);

Paciente fazendo uso de farmacos imunossupressores;

Pacientes timectomizados;
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o Pacientes indigenas;

o Pacientes com incapacidade cognitiva aparente;

o Pacientes que nao tenham assinado o termo de consentimento livre e
esclarecido.

5.4 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CEP) do NMT sob parecer numero 038/2010-
CEP/NMT (ANEXO A), seguindo as normas da Resolugdo, na época, 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (CNS), relativa a pesquisa em seres humanos. O
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A), utilizado na
pesquisa, foi explicado de forma verbal a cada paciente e aplicado antes da coleta

de dados.
5.5 Avaliacdo médica

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica Laboratorio de Clinica e
Epidemiologia de Doengcas Endémicas do NMT da UFPA com médicos
reumatologista, infectologista e neurologista, ocasido esta em que se ocorreu a
anamnese, o exame fisico e a classificacéo clinica do paciente em sem PET/MAH ou
com PET/MAH.

5.6 Avaliacao fisioterapéutica

Os pacientes foram submetidos a avaliacéo fisioterapéutica por fisioterapeuta,
no Laboratorio de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da UFPA
com fisioterapeuta, onde na ocasido ocorreu a avaliacdo do grau de auxilio de

marcha.
5.6.1 Grau de auxilio na marcha

O grau de auxilio na marcha caracterizou e identificou quais dispositivos foram
utilizados pelos pacientes durante a deambulagdo. Estes dispositivos foram
classificados em ordem crescente segundo o grau de necessidade do auxilio. Foi
criada assim uma escala progressiva (Apéndice B): numero zero (0) - deambulacéo

sem auxilio; numero um (1) - auxilio de terceiros; niumero dois (2) - uso de bengala
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ou muleta unilateral, numero trés (3) - uso de muleta bilateral; nimero quatro (4) -
uso de andador e numero cinco (5) — uso de cadeira de rodas. Sabe-se que alguns
pacientes apresentam diferentes mecanismos que os auxiliam na deambulacao, foi
adotado um critério para a padronizacdo da pontuacdo nesta escala. Este critério
incluiu a pontuacdo do auxilio dominante durante a realizacdo da marcha pelo

paciente.

5.7 Métodos laboratoriais

5.7.1 Separacéo e contagem das células linfomononucleares

Para obtencéo das células linfomononucleares, foi coletado de cada paciente 5
mL de sangue em tubo cilindrico contendo anticoagulante acido etilenodiamino tetra
acético (EDTA). Homogeneizou-se a mistura manualmente por inversao,
imediatamente ap6s a coleta. O sangue entdo foi diluido em 1:2 com solugéo
tampao fosfato-salino (PBS) 1x em tubo cénico Falcon® de 50 mL. Em outro tubo de
50 mL foi adicionado 5 mL de Ficoll-paque™ Plus (GE Healthcare) e em seguida a
amostra diluida com PBS foi adicionada lentamente para que fossem formadas duas
interfaces. Em seguida, o tubo cénico foi centrifugado a 2000 rotagcdes por minuto
(RPM) por 30 minutos, utilizando a centrifuga Heltich Zentrifugen Universal 320 R.
Apoés a centrifuacdo, na regido interfasica ocorreu a formacédo de camada de células
linfomononucleares, a qual foi recolhida por pipetagem e transferida para outro tubo
de 50 mL. Por fim, as células foram lavadas por mais uma vez com PBS 1x, e foram
centrifugadas a 4000 RPM por 20 minutos a 15°C. O sobrenadante foi desprezado, o
pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1x, a solugéo foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL, retirando-se 10 pl para a contagem de células
linfomononucleares e o restante seguiu para armazenamento em refrigerador (Ultra
Low Sanyo) a -80°C.

Para a contagem de células linfomononucleares utilizou-se 10ul de células
diluidas em 90 ul de PBS 1x. Retirou-se 10 pl dessa solugdo para a contagem
celular na camara de Neubauer. Para obtencdo do numero de células/mL de cada
paciente utilizou-se a seguinte formula: Numero de células contadas na camara de
Neubauer x 10 x 10000/4.
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5.7.2 Extracédo de DNA para quantificacdo de TREC

A extracdo foi realizada de acordo com o protocolo do PureLink® Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen). Primeiramente foi adicionado em um microtubo de 1,5 ml: 10°
células com volume total de 200 ul em PBS, 20 ul de proteinase K (20 mg/ml) e 20 pl
de RNase (Ribonuclease) A (20 mg/ml). Em seguida, o mix € levado para agitacéo
no Agitador Tipo Vortex QL-901 (Biomixer) e incubado durante 2 minutos. Foi
adicionado entdo, 200 pl de Tampao de Lise, levado ao agitador tipo vortex
novamente e incubado no Banho-Maria EV:015-DTP (EVLAB LTDA) a 55°C por 10
minutos. Retirado do banho-maria, colocou-se 200 pl de etanol absoluto e realizou-
se a transferéncia da amostra para a coluna do kit acoplada ao tubo coletor.
Posteriormente, sdo iniciados trés ciclos de centrifugacédo durante 1 minuto a 10.000
RPM em centrifuga 5415R (Eppendorf), transferéncia da amostra da a coluna de um
tubo coletor para outro, descarte do primeiro tubo coletor e adicdo de 500 pl de
solucéo.

No ciclo 1, a solucéo utilizada foi a Solucdo de Lavagem I; no ciclo 2, Solucao
de Lavagem Tipo Il e no ciclo 3, houve uma centrifugacdo de 13.000 RPM por 3
minutos, transferéncia do conteddo da amostra da coluna para um microtubo de 1,5
Ml e adigdo de 100 ul de agua destilada/deionizada Purelink em cada coluna para
eluicdo do DNA.

Apoés a eluicdo do DNA, ocorreu uma ultima centrifugacdo a 13.000 RPM, o
DNA foi transferido do tubo coletor para um microtubo de 0,5 mL e acondicionado

em congelador a -20°C.
5.7.3 Curva absoluta de TREC

A curva absoluta foi montada utilizando o kit de clonagem TOPO TA Cloning®
(Invitrogen). Resumidamente, foi realizada uma PCR comum, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores para o fragmento TREC. Em seguida, em um
microtubo de 1,5 mL foi adicionado 1 pL da PCR, 3 pL de agua MilliQ, 1 uL de
solucédo de sal e 1 pL de vetor, e foi incubado a 5 °C overnight. O proximo passo foi
transformar as bactérias competentes com os vetores contendo o inserto. Em um
tubo de One Shot® Competent Cells (Invitrogen), foi adicionado 2 pl do vetor e a
transformacao foi por eletroporacdo. As bactérias transformadas foram incubadas

em placas de Petri contendo meio LB (Luria Bertani) com 50 ug/mL de kanamicina e
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X-Gal. A colonias que cresceram de cor branca foram selecionadas e cresceram em

meio S.0.C. a temperatura de 37°C.

5.7.4 Purificacdo do DNA plasmidal de Escherichia coli

O DNA plasmidal que correspondente ao vetor contendo o fragmento de
amplificacdo foi purificado com o kit Pure Yeld" Plasmid Miniprep System
(Promega®), conforme recomendacdes do fabricante:

Em microtubo estéril de 1,5 mL foi adicionado 600 pL do inéculo de cultura
bacteriana, 100 pL de solucdo Cell Lysis Buffer e homogeneizado seis vezes por
inversao. Foi adicionado 350 pL de Neutralization Buffer previamente refrigerado,
homogeneizou-se seis vezes por inversdo e foi centrifugado a 13000 RPM por trés
minutos. O sobrenadante foi transferido para o tubo-filtro cuidadosamente sem
misturar ao pellet formado. Apds o tubo-filtro ser centrifugado a 13000 RPM por 15
segundos, o material eluido foi descartado e acrescentou-se ao tubo 200 pL de
solugdo Endotoxin Removal Wash (ERB) e centrifugado novamente a 13000 RPM
por 15 segundos. Descartado o material eluido, foram adicionados 400 pL de
Column Wash Solution (CWC) e procedeu-se a centrifugacdo a 13000 RPM por 30
segundos. Finalmente, para a eluir o DNA plasmidal foi utilizado 30 pL de solucéo
Elution Buffer e foi centrifugado a 13000 RPM por 15 segundos. O material
resultante desta centrifugacdo conferiu o0 DNA plasmidal extraido da cultura de E.
coli contendo o fragmento de amplificacao.

Para verificar se o plasmideo contém o inserto, outro procedimento de PCR foi
realizado com oligonucleotideos iniciadores M13 senso e antisenso. A banda
esperada em gel de agarose 1% em TBE foi de aproximadamente 600 pb. Com a
presenca da banda, este produto foi submetido ao sequenciamento para verificar se
0 inserto possui a sequéncia de TREC.

Para a curva padrdo absoluta, foi realizada a quantificagdo e calculo do numero
de particulas TREC. Para isso, foi realizado um calculo que levou em consideracéo
a massa molecular do plasmideo acrescido da massa molecular do inserto. Foram
realizadas diluicdes seriadas com fator 10, variando de 10 a 10’ para o desenho da

curva padrao.
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5.7.5 Quantificagdo do DNA

A avaliacdo qualitativa e quantitativa de DNA foi realizada para verificar a
quantificacdo e grau de pureza do DNA extraido das amostras de sangue coletada
dos pacientes e do padrdo TREC plasmidal. Este procedimento foi realizado
utilizando-se o kit Quant-iT™ dsDNA Assay ssBR (Invitrogen® para o fluordmetro
Qubit® (Invitrogen®) e procedeu-se a leitura das amostras seguindo as instrucées do

fabricante.

5.7.6 Deteccédo e quantificacédo de particulas TREC

A quantificacdo da concentracdo de particulas TREC foi determinada pelo
método de reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real (qPCR),
utilizando o equipamento StepOnePlus"™ (Applied Biosystems®).

A PCR em tempo real foi realizada utilizando-se, para um volume total de 20
puL: 40 ng de DNA de cada amostra; 0,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(foward e reverse) a 100 pMol e 12,5 pL de reagente QuantiFast® SYBR® Green
PCR (Quiagen®). Os oligonucleotideos iniciadores de jsTREC (joint signal TCR
rearrangement excision circles) utilizados para a reac¢do de PCR foram: Forward 5'-
CCT GTT TGT TAA GGC ACA TTA GAA TCT CTC ACT G-3’, Reverse 5-CTA ATA
ATA AGA TCC TCA AGG GTC GAG ACT GTC-3'. O tamanho do produto gerado foi
de 360 pares de base.

As condicdes de ciclagem da PCR foram: 10 minutos a 95 °C, seguidos de 20
segundos a 95 °C, um minuto e 20 segundos a 63,5 °C por 40 ciclos consecutivos.
Os ensaios foram realizados em duplicata incluindo a série de diluicdes do padrao

de jsTREC plasmidal em concentracdes de 10 a 10’ nimeros de particulas.

5.7.7 Extragéo e quantificacdo do RNA

De cada paciente, o 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 1mL de Trizol Reagent (Invitrogen) e 200uL de cloroférmio
(Merk) a cada tubo. Apdés homogeneizagcdo por 2 minutos em Agitador Vortex
Quimis, o conteudo foi centrifugado na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a

12.000 RPM por 10 minutos a 60C. Apos este periodo, o sobrenadante de cada tubo
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foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL, contendo 500uL de isopropanol
(Merk) e em seguida homogeneizado manualmente. Este microtubo foi armazenado
em refrigerador a -20°C para precipitacdo por um periodo de 24 horas. Decorrido
este periodo, uma nova centrifugacdo a 12.000 RPM, por 20 minutos a 60C, sera
realizada. Apos centrifugacado, sera retirado o sobrenadante, restando o pellete de
RNA no lado e no fundo do tubo, e a este RNA precipitado foi acrescentado 1 mL de
etanol 70% (Merk) em agua DEPC (dietil pirocarbonato) onde foi centrifugado a
12.000 RPM, por 20 minutos a 6°C, para ser realizada a lavagem do RNA. Apés esta
lavagem, o pellet de RNA foi secado por evaporacao a 37 °C, e diluido em 30 uL de
agua DEPC.

A anadlise de qualidade do RNA foi realizada em gel de agarose e formaldeido.
Neste gel avaliou-se a contaminacdo por DNA gendmico e verificou se ocorreu
degradacgédo da amostra. No gel estavam presentes duas bandas, 28S e 18S, sendo
gue a banda de 28S deve estar mais intensa que a de 18S. A ocorréncia de outra
banda, de tamanho superior a de 28S, denotaria contaminacdo por DNA gendmico.
Neste caso a amostra deveria ser submetida a re-extracao 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.
5.7.8 Sintese de cDNA (DNA complementar)

A transcricdo reversa, das amostras, foi realizada para a obtencédo do cDNA
utilizado na reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Deste modo,
este procedimento foi realizado utilizando o kit Superscript ® Il Reverse
Transcriptase — Invitrogen de acordo com o protocolo do fabricante. Na reacao seréo
acrescentados 1lpg da amostra de RNA de cada paciente (previamente
quantificadas), oligo dT 500 pmol/mL e dNTP a 10mM, com volume final de 13uL. A
reacao foi incubada a 65°C por 5 minutos no termociclador (Eppendorf Mastercycler)
e transferida imediatamente para o gelo. Foram adicionados, entdo, tampao 5x (first
strand buffer), DTT (ditiotreitol) 10 mM, MgCI2 a 50mM e Super script 11l 10.000U —
200U/mL, com volume final de 20 pL, levando-se a reacéo a 50°C por 50 minutos.
Depois a enzima foi inativada, aquecendo-se a solucdo a 85°C por 5 minutos. Apos
o término da reacdo, em cada amostra, foi acrescentado 10 yL de agua destilada
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ultra pura Gibco (Invitrogen), totalizando um volume final de 30 pL.
5.7.9 Expressao génica de IL-7

No presente estudo, foi realizada a quantificacao relativa. Para a deteccdo dos
amplicons foi utilizado o agente fluorescente Sybr Green. As amostras foram feitas
em duplicata.

Para a quantificacdo de IL-7 foi utilizado o par de oligonucleotideos iniciadores:
IL7F: 5’ CGAGCAGCACGGAATAAAAA ‘3 e IL7R: 5’
TCTAATGGTCAGCATCGATCA 3.

A reacdo de gPCR foi realizada no StepOne Plus (Real Time PCR Systems -
Applied Biosystems) com o reagent Sybr Green (Applied Biosystems). A partir da
reacao de transcricdo reversa, sera utilizado cDNA, SYBR Green PCR Mastermix
(2x), primers (18uM) foward e reverse, e agua Milli Q autoclavada gsp 20pL. Apés
um periodo de 10 minutos a 50°C para ativacdo da enzima e desnaturacédo de 5
minutos a 95°C, seréo executados 45 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 1
minuto. Ao final, foi realizado o protocolo de dissociag¢do térmica, para controle da

especificidade da reacéo.
™
Os resultados foram analisados pelo StepOnePlus Software v2.0. Para a

qguantificacdo relativa, foi realizado o seguinte calculo: sera determinado o CT (do
inglés cyclethreshold). O CT é o numero de ciclos onde foi iniciada a fase
exponencial da reacdo. Ele é determinado por uma linha tracada perpendicular ao
eixo X. Onde ha a intersecdo desta linha com a curva de fluorescéncia, é
determinado o ciclo para quantificacdo, o CT. Os valores de CT dos genes de
interesse serdo normalizados em relagdo ao CT dos genes constitutivos, o GAPDH
(do inglés Gylceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e a [3-actina, resultando o

2 -ACT

ACT, que é o CTgene - CTconstitutivo. Por fim, foi calculado o , sendo este 0

valor a ser trabalhado como representante da expressao relativa para cada gene.

5.8 Anéalise estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em banco de dados elaborado no
Programa Excel (Windows, Microsoft®) para posterior realizacdo da analise
estatistica. Para andlise estatistica, foram utilizados os programas BioEstat 5.0 e 0

GraphPad Prism 5.0. O teste utilizado para a comparacao entre grupos foi o teste de
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Mann-Whitney e para a analise de correlacdo foi utilizado o teste de correlacéo de
Spearman. Foi adotado valor de p < 0,05 como nivel de significancia.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da amostra

Dos 39 pacientes estudados, dois foram excluidos do estudo por apresentarem
doenca autoimune, restando 37 para a analise. Dentre os 37, dezesseis compde 0
grupo dos portadores de HTLV-1 com PET/MAH (PET) e 21 o grupo dos portadores
de HTLV-1 sem PET/MAH (NPET). No grupo PET, houve predominancia do sexo
feminino (75,0%), a idade variou de 35 a 66 anos, e aqueles individuos com idade
<59 anos corresponderam a maioria da amostra (68,7%) neste grupo. Fato
semelhante ocorreu no grupo NPET, onde houve predominancia do sexo feminino
(76,2%), com idade variando entre 18 e 71anos e novamente a maior porcentagem
da populacéo se enquadrava no grupo com idade <59 anos (71,4%) (Tabela 01).

Tabela 01 — Caracteristicas demograficas e clinicas de portadores de HTLV-1 dos grupos PET e
NPET, atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do
NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.

PET (n = 16) NPET (n = 21)

(n) (%) (n) (%) Valor de p
Sexo
Feminino 12 75,0 16 76,2
Masculino 4 25,0 5 23,8 0,76*
ldade
<59 11 68,7 15 71,4
260 5 31,3 6 28,6 0,85*
Uso de
Auxilio
CAD 4 25 0 0
SCAD 12 75 21 100 0,05*

Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. <59: Pacientes com
idade menor ou igual a 59 anos. 260: Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos. CAD:
Pacientes em uso de cadeira de rodas como auxilio de marcha. SCAD: Pacientes que ndo
fazem uso de cadeira de rodas como auxilio de marcha.
*Teste G de contingéncia, nivel de significancia: p < 0,05.

N&o foi observada diferenca entre as variaveis sexo (p = 0,76) e idade (p =
0,85) entre os grupos estudados, como mostra a Tabela 1, demonstrando que as
amostras sdo semelhantes para estas variaveis e assim ambas as variaveis nao

representam um viés de quantificou TREC e a expresséao de IL-7.
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O uso de cadeira de rodas foi verificado somente nos pacientes PET devido a
progressdo da doenca. Com isso, verifica-se que os cadeirantes totalizam 25% com
idade maxima e minima de 61 e 43 anos respectivamente e 0s nao-cadeirantes
somam 75%, com idade maxima de 66 e idade minima de 35 (Tabela 01). A variavel
uso de auxilio apresenta diferenca (p = 0,05), porém sé serdo utilizados os dados do

grupo PET.

6.2 Funcéao timica de pacientes infectados pelo HTLV com PET/MAH e sem
PET/MAH

Para a avaliacdo da funcdo timica dos pacientes estudados, utilizou-se a
quantificacdo de particulas TREC. Verificou-se que ha uma baixa concentracdo de
particulas de TREC no grupo PET, comparado ao grupo NPET, de forma significante
(p = 0,01), sugerindo que a infeccdo pelo HTLV-1, juntamente com a evolucdo da
PET/MAH, traz uma reduc¢do na funcdo timica da populacdo estudada (Grafico 01).

Grafico 01 - Comparagdo de TREC em PET e NPET, dos
pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no

Laboratério de Clinica e Epidemiologia de
Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA,

2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.
Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem
PET/MAH. TREC: Circulos Excisados do Receptor de
Células T.
* Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p <
0,05.



51

Em seguida, os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a
idade: <59 anos e 260 anos. Comparando os dois grupos da idade, tanto de acordo
com o grupo PET (p = 0,43) como com o grupo NPET (p = 0,97), em ambas as
comparacdes nao foi obtido uma diferenca significante (Gréafico 02).

Grafico 02 — (A) Comparacdo de TREC entre pacientes 260 e <59 PET (B) Comparacdo de TREC
entre pacientes 260 e <59 NPET. (A) e (B) realizados em pacientes portadores de

HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas
do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. <59: Pacientes com
idade menor ou igual a 59 anos. 260: Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos.
TREC: Circulos Excisados do Receptor de Células T.
* Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

J& comparando pacientes com idade <59 anos PET e NPET, verificou-se o
mesmo resultado anterior, no qual o grupo PET apresentou menor numero de
particulas (p = 0,04). Nos pacientes com idade de 60 anos ou mais, o grupo PET
também apresentou menor nimero de particulas TREC, porém esta diferenca néo
foi significante (p = 0,25). Os dados apresentados mostram que principalmente em
pacientes com idade <59 anos, a instalagdo da PET/MAH poderia contribuir com a
reducdo da funcdo timica, sendo que esta influéncia pode ser minimizada com o

passar da idade, principalmente a partir dos 60 anos (Grafico 03).
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Grafico 03 — (A) Comparacédo de TREC entre PET e NPET em =60. (B) Comparacéo de TREC entre
PET e NPET em <59. (A) e (B) realizados em pacientes portadores de HTLV-1
atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT-
UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. <59: Pacientes com
idade menor ou igual a 59 anos. 260: Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos.
TREC: Circulos Excisados do Receptor de Células T.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Como verificado anteriormente, a quantificagdo de TREC dentre os pacientes
do grupo PET € menor comparado ao grupo NPET. Quando correlacionada a idade
dos pacientes com a quantificacdo de TREC no grupo PET, verifica-se que esses
pacientes na condicdo de portadores de PET/MAH n&do possuem redugcdo na
quantificacdo de TREC com o passar da idade (p = 0,62, r = -0,13), da mesma
maneira que a correlacdo é nula no grupo NPET (p = 0,31, r = -0,25) (Grafico 04).
Apesar de ambas as correlacBes ndo serem estatisticamente significantes, elas
mostram certo padrdo de disposicdo das amostras, onde a reducao de particulas
TREC de acordo com o avancar da idade dos pacientes tende a ocorrer em

pacientes NPET.
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Grafico 04 — (A) Correlacao entre TREC e a idade em PET. (B) Correlacdo entre TREC e a idade em
NPET. (A) e (B) realizados em pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no
Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-

PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. TREC: Circulos
Excisados do Receptor de Células T.
*Correlacéo de Spearman, nivel de significancia: p < 0,05.

Na analise da quantificacdo de TREC de acordo com o sexo, pacientes do sexo
masculino dos grupos PET e NPET néo possuem diferenga significativa (p = 0,56).
J4 a andlise do sexo feminino dos grupos PET e NPET apresentou diferenca
0,003),
apresentaram uma menor quantidade TREC (Gréafico 05). A partir de tais dados,

significativa (p = onde aquelas mulheres que possuem PET/MAH
pode-se inferir que o sexo do paciente pode influenciar na producdo de células T
pelo timo, onde mulheres sdo mais propensas a esse perfil de reducao da funcéo

timica.
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Grafico 05 — (A) Comparacédo de TREC entre PET e NPET em pacientes do sexo masculino (B)

Comparacao de TREC entre PET e NPET em pacientes do sexo feminino (A) e (B)
realizados em pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.
Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. TREC: Circulos

Excisados do Receptor de Células T.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Quando os pacientes PET e NPET sé&o divididos de acordo com o sexo,

percebe-se que no grupo PET, ndo ha diferenca estatisticamente significante entre o

sexo masculino e o feminino (p = 0,85), diferindo do comportamento apresentado

pelo grupo NPET, o qual apresentou diferenca estatisticamente significante dentre

0s sexos (p = 0,04) e o sexo feminino mostrou-se com quantificacdo maior de TREC

perante o sexo masculino (Grafico 06).
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Grafico 06 — (A) Comparacao de TREC entre sexo masculino e feminino em PET (B) Comparacao de
TREC entre sexo masculino e feminino em NPET. (A) e (B) realizados em pacientes
portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. TREC: Circulos
Excisados do Receptor de Células T.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Quando analisada a quantificacdo de TREC a partir da comparacdo entre
pacientes em uso de cadeira de rodas (CAD) e sem cadeira de rodas (SCAD),
observa-se que aqueles pertencentes ao grupo CAD possuem um menor nimero de
copias de TREC comparados agueles pertencentes ao grupo SCAD, com diferenca
estatisticamente significante (p = 0,05) (Grafico 07). E possivel que quando ha um
prejuizo na funcdo timica, ha juntamente um prejuizo no progndéstico do individuo,
levando ao comprometimento da marcha, fazendo com que o paciente seja obrigado

a usar cadeira de rodas para sua locomocao.
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Gréafico 07 — Comparacao de TREC entre CAD e SCAD, em
pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no
Laboratério de Clinica e Epidemiologia de
Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA,

2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem
PET/MAH. CAD: Pacientes em uso de cadeira de rodas
como auxilio de marcha. SCAD: Pacientes que néo
fazem uso de cadeira de rodas como auxilio de
marcha. TREC: Circulos Excisados do Receptor de
Células T.

*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p <
0,05.

6.3 Expressdo génica da IL-7 em pacientes infectados pelo HTLV com
PET/MAH e sem PET/MAH

A expressdo do gene da IL-7 é maior no grupo PET comparada a do NPET,
porém a diferenca entre os dois grupos ndo € estatisticamente (p = 0,17) (Grafico
08). Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos, 0s

dados mostram um perfil de maior expressao de IL-7 em pacientes do grupo PET.
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Grafico 08 — Comparacao da expressao génica de IL-7 entre PET
e NPET, de pacientes portadores de HTLV-1
atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia
de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA,

2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem
PET/MAH. IL-7: Interleucina 7.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p <
0,05.

Quando comparados os pacientes <59 anos e maiores de 60 no grupo PET,
verifica-se que a expressao génica de IL-7 ndo apresenta diferenga estatisticamente
significante (p = 0,50). Ja o grupo NPET apresenta maior expressado génica de IL-7
entre <59 anos, comparado aos 260 anos, com diferenca estatisticamente
significante (p = 0,02) (Gréfico 09).
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Grafico 09 — (A) Comparacgéo da expressao génica de IL-7 entre 260 e <59 em PET (B) Comparagao
da expressdo génica de IL-7 entre 260 e <59 em NPET (A) e (B) realizados em
pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia
de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. <59: Pacientes com
idade menor ou igual a 59 anos. 260: Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos. IL-7
Interleucina 7.

*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Para os pacientes maiores de =60 anos, o grupo PET apresenta maior
expressao do gene da IL-7 comparados aos pacientes do grupo NPET, e 0 mesmo
comportamento da amostra foi observado nos pacientes <59 anos entre os dois
grupos, PET e NPET, todavia, tanto entre os maiores de 60 anos quanto os menores
de 60 anos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos PET e NPET,

apresentando p = 0,71 e p = 0,15, respectivamente (Gréfico 10).
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Gréafico 10 — (A) Comparacdo da expressdo génica de IL-7 entre PET e NPET em 260. (B)
Comparacdo da expressdo génica de IL-7 entre PET e NPET em <59. (A) e (B)
realizados em pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016. (p < 0,05).

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. <59: Pacientes com
idade menor ou igual a 59 anos. 260: Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos. IL-7:
Interleucina 7.

*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Quando correlacionada a idade dos pacientes com a quantificacao relativa do
gene da IL-7 tanto no grupo PET (p =0,12 e r =-0,4) quanto no NPET (p=0,31er=
-0,25), verifica-se que 0s pacientes apresentam uma reducédo na producao de IL-7,
onde ambas as correlagfes ndo foram estatisticamente significantes (Grafico 11). No
entanto, apesar de ndo haver significancia nas correlagdes, percebe-se que os
pacientes do grupo PET apresentam uma reducédo maior, comparados aos do grupo
NPET.
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Grafico 11 — (A) Correlacéo entre a expressao génica de IL-7 e idade em PET. (B) Correlacao entre
a expressdo génica de IL-7 e idade em NPET. (A) e (B) realizados em pacientes
portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.
Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. IL-7: Inteleucina 7.
*Correlacéo de Spearman, nivel de significancia: p < 0,05.

Na andlise realizada de acordo com o sexo dos pacientes, o grupo PET
apresentou maior expressao do gene da IL-7 do que o grupo NPET naqueles do
sexo masculino, porém néo houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,41).
J& entre as pacientes do sexo feminino, houve uma inversdo na expressao do gene
da IL-7, onde as pacientes do grupo NPET apresentaram maior expressao do que
aguelas do grupo PET, com diferenca estatisticamente significante (p = 0,04)
(Gréfico 12).




61

Grafico 12 — (A) Comparacéao da expressédo génica de IL-7 entre PET e NPET do sexo masculino. (B)
Comparacao da expressao génica de IL-7 entre PET e NPET do sexo feminino. (A) e
(B) realizados em pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica
e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.
Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. IL-7: Interleucina 7.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Os grupos PET e NPET, quando divididos de acordo com o sexo, verifica-se
gue nao ha diferenca estatisticamente significante quanto a expressao génica de IL-
7 com p = 0,06 e p = 0,71 respectivamente (Grafico 13).

Grafico 13 — (A) Comparacéo da expressdo génica de IL-7 entre sexo masculino e feminino em PET.
(B) Comparacédo da expressdo génica de IL-7 entre sexo masculino e feminino em
NPET. (A) e (B) realizados em pacientes portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério
de Clinica e Epidemiologia de Doengas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-
2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.
Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. IL-7: Interleucina 7.

*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p < 0,05.

Quando analisada expresséo génica de IL-7 a partir da comparagédo entre

pacientes em uso de cadeira de rodas e sem cadeira de rodas, observa-se que nao
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h& diferenca entre os dois grupos (p = 0,10) (Gréfico 14). E possivel que a
expressao de IL-7 ndo esteja intimamente ligada na relagcéo entre os pacientes que

usam cadeira de rodas e 0s que nao usam dentro da PET/MAH.

Grafico 14 — Comparacao da expressao génica de IL-7 entre CAD
e SCAD, em pacientes portadores de HTLV-1
atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia
de Doencas Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA,

2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. CAD: Pacientes em uso
de cadeira de rodas como auxilio de marcha. SCAD:
Pacientes que ndo fazem uso de cadeira de rodas
como auxilio de marcha. IL-7: Interleucina 7.
*Teste de Mann-Whitney, nivel de significancia: p <
0,05.

6.4 Correlacdo entre a expressao génica da IL-7 e a expressédo de particulas
TREC em pacientes infectados pelo HTLV com PET/MAH e sem PET/MAH

Quando é correlacionada a expressdo génica de IL-7 e a quantificacdo de
TREC, verifica-se que ndo h& correlacdo estatisticamente significante, tanto no
grupo PET (p = 0,78 e r = -0,08), quanto no grupo NPET (p = 0,44 e r = 0,18). No
entanto, observa-se que no grupo PET, ha uma tendéncia de que quanto maior a
quantificacdo de TREC, maior é a expresséo de IL-7, jA no grupo NPET a tendéncia
do comportamento das amostras € o oposto, com a maior presenca de TREC ha a
menor expressao génica de IL-7 (Grafico 15).
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Grafico 15 — (A) Correlacao entre TREC e expresséo génica de IL-7 em PET (B) Correlacéo entre
TREC e expressdo génica de IL-7 em NPET. (A) e (B) realizados em pacientes
portadores de HTLV-1 atendidos no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas do NMT-UFPA, Belém-PA, 2010-2016.
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Fonte: Protocolo de pesquisa, 2010-2016.

Legenda: PET: Pacientes com PET/MAH. NPET: Pacientes sem PET/MAH. TREC: Circulos
Excisados do Receptor de Células T. IL-7: Inteleucina 7.
*Correlacéo de Spearman, nivel de significancia: p < 0,05.
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7 DISCUSSAO

A patogénese da PET/MAH continua ndo bem definida, porém é considerada
uma doenca inflamatéria neurolédgica, na qual TCD4 infectadas por HTLV-1 e TCD8
especificas contra HTLV-1 apresentam um importante papel no desenvolvimento da
doenca. Estudos mostram que ha a presenca de infiltrado de TCD4 e TCD8 no
sistema nervoso central e um aumento de citocinas inflamatérias como IFN-y, TNF-a
e IL-6 no sangue periférico, as quais sdo importantes mediadores da patogénese da
PET/MAH. Além disso, outro ponto que demonstra desregulacdo da resposta
imunoldgica nesses pacientes € a susceptibilidade de outras doencas infecciosas,
como estrongiloidiase e tuberculose (HAINES et al., 2009; ENOSE-AKAHATA et al.,
2013; COUTINHO et al., 2014).

No contexto da resposta imunolégica, ndo h&d muitos estudos referentes ao
timo, juntamente com as suas alteracfes perante infec¢cdes. Sua funcdo normal
fornece um bom repertério de TCR, mantendo uma boa resposta contra agentes
agressores externos. Foi demonstrado que em algumas infec¢cbes o timo sofre
influéncia, tendo sua capacidade de producdo de RTEs afetada e podendo
prejudicar a homeostase do sistema imunoldgico, levando ao seu desequilibrio e
influenciando o quadro clinico do paciente (HAYNES et al., 2000). Doencas
autoimunes, como o lUpus eritematoso sistémico, e infec¢des, como a causada pelo
HIV, foram descritas alterando a funcéo timica (KAYSER; ANDRADE, 2003; SAUCE
et al.,, 2011). Assim, este trabalho dedicou-se a avaliar a funcdo timica nos
pacientes infectados pelo HTLV-1 que desenvolveram ou ndo PET/MAH.

Os resultados mostraram que o0s pacientes que desenvolveram PET/MAH
apresentaram menor numero de particulas TREC quando comparados aos
pacientes que nao desenvolveram PET/MAH (p = 0,01). Tal resultado indica que ha
um comprometimento na fungdo timica e, consequentemente, na producdo de
células T naive nos pacientes do grupo PET. Poucos estudos foram realizados sobre
a interferéncia do HTLV-1 na funcéo timica, e apresentam resultados controversos.
O estudo de Yasunaga et al. (2001) em humanos corrobora com os resultados
obtidos neste estudo. Estes pesquisadores encontraram uma diminuicdo na
producdo de células T em pacientes infectados pelo HTLV-1 em relac&o a pacientes
nao infectados, sendo que, em pacientes que desenvolveram LLCTA a diminuicao

foi mais exuberante. Nota-se que com o desenvolvimento da doenca associada ao
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HTLV-1, o comprometimento foi maior, igual ao descrito neste trabalho, sendo que,
neste caso, a doenca estudada foi a PET/MAH. Entretanto, um estudo em modelo
animal realizado por Villaudy et al. (2010) mostrou que, em camundongos HIS Rag2-
/-yc-/-, a infeccdo por HTLV-1 altera o desenvolvimento de células T no timo,
estimulando a maturagéo precoce dos timdcitos favorecendo a maior proliferacéo e o
aumento da populacéo dessas células T naive na periferia.

A IL-7 é um fator crucial na producdo de células T naive e favorece a
diversidade do repertdrio de TCR. Assim como € visto a redu¢cdo no namero de
células naive com o avancar da idade, a IL-7 também é reduzida fisiologicamente,
estando ambos os fendmenos intimamente ligados (MACKALL; FRY; GRESS,
2011). Entéo, neste estudo a expressdo do gene de IL-7 foi verificada nos pacientes
do grupo PET e NPET e verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significante dentre tais grupos (p = 0,17) (Gréfico 8). Isso indica que talvez, em
relacdo a expressao de IL-7, se ocorreu a interferéncia da HTLV-1, foi semelhante
para os dois grupos. Porém, sera discutido melhor posteriormente.

A funcdo timica é fisiologicamente reduzida com o aumento da idade do
individuo. A imunosenescéncia inicia-se no primeiro ano de vida, com uma queda
acelerada durante a puberdade e ao chegar aos 50 anos estd praticamente
completa. Com isso, os individuos com idade de 60 anos ou mais apresentam uma
drastica reducdo células T naive, tanto TCD4 quanto TCD8 (CAVALLOTTI et al.,
2008). O estudo de Van Der Geest et al. (2014) mostrou que dentre os individuos
saudaveis, a contagem de TCD4 naive foi menor em individuos de 61 a 90 anos,
quando comparados aqueles de 18 a 60 anos, porém as células T de memaria
apresentam-se de forma mais abundante. Assim como outro estudo realizado por
Weinberger et al. (2007) demonstrou que a partir de 60 anos de idade, o individuo
apresenta um declinio consideravel na sua producédo de células T naive.

Sendo assim, separou-se em dois grupos etarios cada grupo de pacientes, <59
anos e com =60 anos. Como resultado, verificou-se que aqueles que desenvolveram
PET/MAH com idade <59 anos apresentaram menor quantidade de particulas TREC
gquando comparados aos que ndo desenvolveram a PET/MAH (p = 0,04, teste de
Mann-Whitney), resultado semelhante ao encontrado anteriormente. Porém, em
pacientes idosos, com idade =60 anos, apesar de manter menor quantidade de
TREC em pacientes PET, a diferenca entre os dois grupos perdeu a significancia

estatistica (p = 0,25) (Grafico 3). O que se pode inferir € que nos individuos com
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idade <59 anos, como ainda n&o estdo em imunosenescéncia, verifica-se melhor a
interferéncia da ac¢do do virus na fungéo timica. Em relacdo a IL-7, ao separar 0s
grupos de acordo com a idade, verificou-se que o grupo PET ndo apresentou
diferenca de expressao de IL-7 entre os grupos de com idade <59 anos e idade =60
anos. Entretanto os pacientes NPET com idade <59 anos apresentaram maior
expressdo de IL-7 em relacdo aos com idade =60 anos (p = 0,02) (Gréfico 9). Este
resultado foi diferente ao visto anteriormente com os dados gerais. Separando por
idade, pode-se verificar uma possivel interferéncia do desenvolvimento da doenca
na producdo de IL-7, diminuindo sua expressdo mesmo em pacientes PET néo
idosos.

A partir da puberdade, ha o inicio da involucdo do timo, e esta involucéo
também coincide com o aumento dos hormdnios sexuais (LEPOSAVIC; PERISIC;
PILIPOVIC, 2012). Tanto hormdnios femininos quanto masculinos causam involugao
timica. A acdo dos hormdnios ocorre, provavelmente, pela presenca de receptores
de estrogeno e testosterona nas células do timo (LEPOSAVIC; PERISIC, 2008).
Estratificando-se por sexo, verificou-se que em relacdo aos pacientes masculinos
ndo ha diferenca entre pacientes do grupo PET e NPET no que tange o numero de
particulas TREC (p = 0,56) (Gréafico 5). Porém, em pacientes do sexo feminino a
diferenca foi significativa (p = 0,003) (Grafico 5) a qual mostrou que as pacientes
NPET apresentaram maior quantidade de TREC. Interessantemente, ndo ha
diferencas na quantificacdo de TREC entre homens e mulheres nos pacientes do
grupo PET (p = 0,85) (Grafico 6). O que ndo aconteceu entre os pacientes NPET,
nos quais as mulheres apresentaram maior numero de TREC (p = 0,04) (Gréfico 6).
Esses resultados indicam que em mulheres, pode-se notar que houve diminui¢céo de
TREC ap6s o desenvolvimento da PET/MAH, porém para homens, a quantificacao
de TREC foi semelhante entre os pacientes que desenvolveram ou ndo a PET/MAH.
Esses resultados podem indicar que, em relacdo aos homens, haja outros
mecanismos agindo sinergicamente como o desencadeado pela PET/MAH. Talvez,
uma possivel explicacdo seja que nos homens, além do efeito ocasionado pela
testosterona, pode haver a acdo de estrégeno somada a acédo da testosterona
potencializando o dano ocorrido no timo. Isso ocorre pela presenca do sistema de
aromatase que converte androgeno em estrégeno, com isso, no homem, parte da
acdo da testosterona no timo é somado a acdo do estrogeno (LEPOSAVIC;

PERISIC, 2008). Outro ponto em relacdo ao sexo foi o resultado obtido com a
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expressdo de IL-7. Novamente, em relacdo aos homens nao houve diferenca
significativa da expresséao de IL-7 entre pacientes do grupo PET e NPET (p = 0,41)
(Grafico 12), mas entre as mulheres, pacientes NPET apresentaram maior
expressao IL-7 (p = 0,04) (Grafico 12), corroborando com os resultados anteriores.

Individuos com diagnéstico de PET/MAH evoluem gradativamente com
comprometimento da deambulagédo, culminando no uso de cadeira de rodas
(MARTIN et al.,, 2010). Além disso, 0 paciente portador de PET/MAH apresenta
intensa expansado clonal de TCD4 infectadas na periferia, com alta expressédo de
citocinas inflamatérias. No estudo de Dias et al. (2015), verificou-se que quanto
maior o comprometimento na deambulacdo desse paciente, maior € a expressao
dessas citocinas. Com isso, ficou o questionamento sobre a funcéo timica, se
pacientes em estagio mais avancado também apresentariam  maior
comprometimento. Assim, separou-se o grupo de pacientes PET de acordo com o
uso ou ndo uso de cadeira de rodas. O numero de cOpias de TREC foi menor em
pacientes diagnosticados com PET/MAH dependentes de cadeira de rodas,
comparados aqueles também diagnosticados com PET/MAH, porém nao
dependentes de cadeira de rodas, havendo diferenca estatisticamente significante
entre os dois grupos (p = 0,05) (Grafico 7). Portanto, os pacientes diagnosticados
com PET/MAH cadeirantes, possuem também comprometimento maior da funcéo
timica, detectada pela baixa quantificacdo de TREC e consequentemente populacéo
de células T naive reduzida na periferia.

Os resultados apresentados mostraram que o desenvolvimento da PET/MAH
interfere na funcao timica, j& que foi verificado menor quantidade de particulas
TREC em pacientes PET, principalmente em pacientes cadeirantes, em relacdo aos
NPET. Além disso, a expressdo de IL-7 se mostrou reduzida em pacientes PET,
quando avaliada em grupos etarios diferentes (com idade <59 anos e idade =60
anos). Outro ponto importante foi verificar que o sexo também influencia, pois, 0s
resultados mostram que os homens sdo mais comprometidos na funcéo timica do
gue as mulheres.

Os processos envolvidos no desenvolvimento da PET/MAH e sua evolugéo
ainda ndo estdo bem esclarecidos, porém os fatores que alteram a resposta
imunoldgica sdo a provavel peca-chave na construcdo desse conhecimento.

O presente estudo verificou que a funcao timica dos pacientes infectados por

HTLV-1 que desenvolvem PET/MAH esta comprometida, fenébmeno que pode estar
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relacionado com a carga proviral, resposta imunologica descontrolada e uma
possivel infeccdo direta do timo pelo HTLV-1. Apesar de ainda ndo estar clara a
importancia deste comprometimento no desencadeamento e/ou evolucdo da
PET/MAH, infere-se que a reducdo da producdo de células T naive, e
consequentemente da renovacao do repertorio de TCRs, pode alterar a resposta
imunoldgica nesses pacientes, repercutindo diretamente no quadro clinico dos

mesmaos.
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8 CONCLUSAO

A funcado timica mostrou-se prejudicada em pacientes portadores de HTLV-1
com PET/MAH comparados aqueles sem PET/MAH, pois houve um prejuizo na
producdo de células T naive nessa populacdo, mostrada atraves da diferenca entre
o grupo PET e NPET com relacéo a quantificacdo de TREC.

Ha uma maior diferenca entre os pacientes que desenvolveram PET/MAH e os
que n&o desenvolveram PET/MAH nos grupos dos menores de 59 anos e
pertencentes ao sexo feminino.

Ha diferenca entre o grupo que faz uso de cadeira de rodas e o que nao faz
uso de cadeira de rodas como auxilio de marcha. Os que ndo fazem uso de cadeira
de rodas apresentam uma funcdo timica menos prejudicada comparados aqueles
que o fazem.

N&o ha correlacdo entre idade e quantificacdo de TREC e ndo ha correlacao
entre idade e a expressao génica de IL-7.

N&o h& correlagédo entre a quantificacdo de TREC com a expressao génica de
IL-7.
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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 MEDICINA TROPICAL

Correlacédo entre a avaliacdo clinica, padrédo de resposta periférica e a funcéo
timica de pacientes acometidos por paraparesia espastica tropical/mielopatia

associada ao HTLV.

As pessoas que sdo infectadas pelo HTLV-1 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, o virus causa mudancas na defesa do corpo. Para entender e tratar
melhor as doencas causadas pelo HTLV, este trabalho se propde a estudar as
defesas do corpo juntamente com as alteracbes dos pacientes infectados com
HTLV. Para isso, coletaremos amostras de sangue e realizaremos avaliacao clinica,
sem qualquer outra intervencéo.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre este estudo, vocé pode entrar em contato
com George Alberto da Silva Dias, aluno do curso de Mestrado 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
contado 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, nao
divulgadas as suas identificacdes. Ndo ha nenhuma despesa pessoal adicional ao
participante do estudo e nenhuma compensacgdo financeira relacionada a sua
participacdo. Os dados obtidos por sua participagdo serdo apenas utilizados para

este estudo.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Correlagcédo entre a Avaliacao
Clinica, Padrdo de Resposta Periférica e a Funcéo Timica de Pacientes Acometidos
por Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV”.

Eu discuti com o George Alberto da Silva Dias sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim, quais sdo os propositos, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualgquer momento, antes ou
durante o 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

Pesquisador
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Marcha sem auxilio

Marcha com auxilio de terceiros

Marcha com auxilio de bengala ou muleta unilateral

Marcha com auxilio de muletas bilateral

Marcha com auxilio de andador
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Uso de cadeira de rodas
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ANEXO A — PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO
SERES HUMANOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°038/2010-CEP/NMT

o o A ow

Projeto de Pesquisa: CORRELAGCAO ENTRE A AVALIAGCAO CLINICA, PADRAO DE
RESPOSTA PERIFERICA E A FUNCAO TIMICA DE PACIENTES
ACOMETIDOS POR PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL/MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTLV.

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

Data de Entrada: 11/06/2010.

Data do Parecer: 30/06/2010.

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.




