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RESUMO

DIMINUI(;AO DA RESPOSTA IMUNE AO TOXOIDE TETANICO EM
INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HTLV-1. O HTLV-1 é o agente etiologico da
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e da mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP). Tem-se documentado que células mononucleares de individuos infectados nao
proliferam quando estimuladas com antigenos ndo relacionados ao virus como, por exemplo,
derivado proteico purificado de Mycobacterium tuberculosis (PPD) e toxoide tetanico (TT).
Alguns fatores que podem estar relacionados a essa falta de resposta sdo as fungdes de células
T regulatdrias e disfuncao de células apresentadoras de antigeno. Objetivo: Avaliar a resposta
imune de individuos infectados pelo HTLV-1 ao toxoide tetanico. Materiais e Métodos:
Foram selecionados portadores assintomaticos do HTLV-1 baixo produtor de IFN-y e
controles sadios. Realizou-se sorologia para TT. Os individuos soronegativos para TT foram
imunizados. Antes e ap6s imunizacéo, fez-se a sorologia para TT e avaliacdo da expressédo de
citocinas (IFN-y, TNF e IL-10) por linfécitos T CD4" e T CD8" estimulados com TT. Os
mondcitos dos pacientes e controles, estimulados com TT, foram avaliados para a expressao
de HLA-DR, CD80, CD86, TNF, IL-12 e IL-10 antes da imunizacdo. Resultados: Apds
imunizagdo, os pacientes apresentaram menores titulos de 1gG anti-TT quando comparados
com os controles (p = 0,007). As células mononucleares dos pacientes, estimuladas com TT,
ndo aumentaram a producdo de IFN-y, TNF e IL-10 ap6s imunizacdo. A frequéncia de
linfocitos T CD4" expressando IFN-y, TNF e 1L-10, ap6s estimulo, foi menor nos pacientes
do que nos controles pos-imunizacdo (p = 0,01, p = 0,04 e p = 0,01, respectivamente). Os
mondcitos dos pacientes ndo aumentaram a expressdo de HLA-DR apos estimulo com TT. A
expressdao de TNF e IL-12 por mondcitos de pacientes elevaram-se apos estimulo com TT (p
= 0,009 e p = 0,006, respectivamente). Conclusdes: Os individuos infectados pelo HTLV-1,
apos esquema de vacinacao, apresentaram diminuicdo da resposta imune humoral e celular
contra TT. Os mondcitos destes pacientes exibiram uma disfuncdo na apresentacao antigénica
através do mecanismo de expressao de HLA-DR, porém, o segundo sinal (expressdo de
CDB80 e CD86) e expressdo de citocinas ndo apresentaram anormalidades. Tais resultados
sugerem que estes mecanismos imunologicos podem participar no aumento da
susceptibilidade dos individuos infectados pelo HTLV-1 a adquirir outras doengas
infecciosas.

Palavras-chave: 1. HTLV-1; 2. Linfocitos; 3. Mondcitos; 4. Imunologia.
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INTRODUCAO

1) EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO HTLV-1

O virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus
identificado (Poiesz, Ruscetti et al., 1980).

Mundialmente aproximadamente 10 a 20 milhGes de pessoas podem estar infectadas
pelo HTLV-1 (Edlich, Hill et al., 2003). As regides com maiores prevaléncias da infec¢do sao
o Japdo, Caribe, Africa subsaariana e a América do Sul (Maloney, Murphy et al., 1991;
Gessain e De The, 1996; Mueller, Okayama et al., 1996; Catalan-Soares, Carneiro-Proietti et
al., 2005).

No Brasil, a prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 é variada nas diversas regides do
pais (Catalan-Soares, Carneiro-Proietti et al., 2005). Em estudo de base populacional, foi
registrado que a cidade de Salvador, no estado da Bahia, possui a maior prevaléncia da
infeccdo pelo HTLV-1: 1,8% da populacio geral (Dourado, Alcantara et al., 2003). E
necessario que sejam realizados estudos epidemiolégicos para a atualizagdo deste dado.

As informacdes sobre a infeccdo pelo HTLV-1 sdo obtidas, principalmente, a partir do
rastreamento da presenca de anticorpos especificos para o virus em doadores de sangue.
Galvéo-Castro e cols. (1997) demonstraram que 1,38% dos doadores de sangue da cidade de
Salvador, Bahia, estavam infectados pelo HTLV-1, sendo, portanto, a maior prevaléncia do
pais (Galvao-Castro, Loures et al., 1997). Dentre as Unidades da Federacdo, a Bahia,
juntamente com Para e Maranhdo, possui uma das maiores prevaléncias de doadores de
sangue infectados pelo HTLV-1, acima de 9/1000 individuos (Catalan-Soares, Carneiro-
Proietti et al., 2005). E importante salientar que, neste mesmo estudo, foi possivel identificar
a diminuicdo de doadores de sangue infectados pelo HTLV-1, o que pode ser explicado pela
obrigatoriedade dos bancos de sangue em detectar a presencga de anticorpos para HTLV-1/2
em doadores.

O HTLV-1 é transmitido pelas vias sexual, vertical e pelo compartilhamento de
seringas e agulhas contaminadas entre usuarios de drogas (Manns, Wilks et al., 1992). Uma
das principais vias de transmissdo € a vertical, da mée para o filho, através do aleitamento
materno (Kinoshita, Hino et al., 1984; Ureta-Vidal, Angelin-Duclos et al., 1999).
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2) ESTRUTURA DO HTLV-1

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Deltaretrovirus. O envelope viral € composto por proteinas de superficie e transmembrana,
codificadas pelo gene env. O capsideo é composto por proteinas que sdo codificadas pelo
gene gag, possui uma forma icosaédrica e abriga o pequeno genoma viral. No interior do
capsideo esta presente 0 genoma e as enzimas transcriptase reversa e integrase (Yoshida,
2001).

O genoma do HTLV-1 consiste de um RNA de fita simples. As duas extremidades do
RNA possuem sequéncias repetidas de nucleotideos chamadas de LTR (long terminal
repeats), que auxiliam na integracdo do genoma viral ao genoma humano. Os genes
responsaveis pela regulacdo transcricional do HTLV-1 estdo presentes na LTR (Yoshida,
2001). O DNA proviral é composto por 9 mil pares de bases (Seiki, Hattori et al., 1983).

A extremidade 3’ do RNA viral ¢ a regido pX, em que ¢ encontrada o gene tax, que
codifica a proteina Tax, importante para a manutencdo do virus (Kiyokawa, Seiki et al., 1984;
Lee, Coligan et al., 1984; Yoshida, 2001). Tax induz ativacdo da transcri¢cdo do provirus e o
estado de imortalidade da célula hospedeira (Younis e Green, 2005)

Recentemente, um novo gene tem sido alvo de estudo: o fator de ziper de leucina
basico do HTLV-1 (hbz, HTLV-1 basic leucine ziper fator). O hbz é encontrado na
extremidade 3’ da LTR e codificado pela cadeia complementar do genoma viral (Gaudray,
Gachon et al., 2002). A proteina HBZ suprime os efeitos da ativacdo mediada por Tax
(Basbous, Arpin et al., 2003). O mRNA de HBZ é intensamente expresso em células de
pacientes com leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL), induzindo o aumento da
proliferacdo de células T (Mesnard, Barbeau et al., 2006). Além disso, HBZ parece participar
da patogénese da mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP,
HTLV-1 associated mielopathy/tropical spastic paraparesis), visto que foi correlacionado
com a severidade da doenga, carga proviral e niveis elevados de neopterina (Saito, Matsuzaki
et al., 2009).
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3) MANIFESTACOES CLINICAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

Na década de 80, o HTLV-1 foi identificado nos Estados Unidos a partir de linhagens
de células T de paciente com linfoma cutaneo de células T (Poiesz, Ruscetti et al., 1980).
Anteriormente, pesquisadores japoneses descreveram uma doenca que atingia células T
denominada leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) que, mais tarde, foi associada a
infeccdo pelo HTLV-1 (Uchiyama, Yodoi et al., 1977; Takatsuki, 2005).

A ATLL é uma forma agressiva de leucemia/linfoma, consistindo de uma expanséo
oligoclonal ou monoclonal de células T CD4" e células T CD4'CD25 Foxp3” (Higuchi e
Fujii, 2009; Shembade e Harhaj, 2010). Caracteriza-se pela presenca de infiltrados celulares
na pele, figado, trato gastrointestinal e pulmdes, hipercalcemia e presenca de linfécitos
atipicos em formato de flor (flower cells) no sangue periférico (Matsuoka, 2005).

Na década de 60, descreveu-se a paraparesia espastica tropical (tropical spastic
paraparesis - TSP) em individuos da india e Jamaica. Apds a descoberta do HTLV-1,
observou-se que mais de 50% dos individuos com TSP possuiam anticorpos anti-HTLV-1/2
(Mani, Mani et al., 1969; Gessain, Barin et al., 1985). Em 1986, pesquisadores japoneses
associaram a infeccdo pelo HTLV-1 a uma mielopatia cronica, que passou a ser denominada
mielopatia associada ao HTLV-1 (HTLV-1 associated myelopathy - HAM) (Osame, Usuku et
al., 1986). Devido a presenca de anticorpos anti-HTLV-1 tanto na TSP quando em HAM,
adotou-se o termo HAM/TSP.

A HAM/TSP é uma sindrome de desmielinizacdo de inicio insidioso caracterizada por
um dano no sistema nervoso central (SNC), especialmente na porcdo mais baixa do cordao
espinhal (Bangham, 2000; Ribas e Melo, 2002). Paraparesia, sinais piramidais e sintomas
urinarios sao observados em quase 100% dos individuos com HAM/TSP. Além destes
sintomas, constipacdo intestinal, diminuicdo da libido, impoténcia sexual, dor lombar e
atrofia muscular sdo relatados nestes pacientes (Caskey, Morgan et al., 2007; Carod-Artal,
Mesquita et al., 2008).

Apesar de essas duas doengas serem intensamente associadas a infec¢do pelo HTLV-1,
somente 5 a 10% dos portadores desenvolvem ATLL ou HAM/TSP (Maloney, Cleghorn et
al., 1998), enquanto a maioria dos individuos infectados permanece como portadores
assintomaticos. Outras doencas tém sido associadas a infec¢do pelo HTLV-1: sindrome de
Sjogren (Nakamura, Ikebe-Hiroki et al., 1997; Giozza, Santos et al., 2008); artropatias
(Nishioka, Maruyama et al., 1989); uveite (Mochizuki, Watanabe et al., 1992) e dermatite
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infecciosa (Lagrenade, Hanchard et al., 1990). Além destas alteracGes, osteoporose
(Schachter, Cartier et al., 2003) e periodontite (Garlet, Giozza et al., 2010) também tém sido
relacionadas a infeccdo pelo HTLV-1.

Tem sido demonstrada uma maior frequéncia de sintomas neurolégicos, disfuncao erétil
e distarbios urinérios nos portadores do HTLV-1, quando comparados com individuos
controles, sugerindo que o espectro de doengas associadas ao virus € maior do que o descrito
na literatura (Caskey, Morgan et al., 2007; Oliveira, Castro et al., 2010). Um dos principais
sintomas neuroldgicos presentes na infeccdo pelo HTLV-1, na auséncia de HAM/TSP, é a
bexiga hiperativa (Castro, Rodrigues et al., 2007; Silva, Coutinho et al., 2009). Nocturia,
urgéncia e incontinéncia sdo 0s principais sintomas urinarios da bexiga hiperativa.
Comparados com individuos soronegativos, portadores do HTLV-1 tem uma maior
frequéncia destes sintomas (Caskey, Morgan et al., 2007; Poetker, Porto et al., 2011). Em
relacdo aos fatores urodindmicos, hiperreflexia do detrusor foi encontrado na maioria dos
portadores do HTLV-1 sem HAM/TSP. Portadores do HTLV-1 com bexiga hiperativa sao
considerados como oligossintomaticos, sendo a bexiga hiperativa apontada como uma
manifestacdo inicial da HAM/TSP (Castro, Freitas et al., 2007).

Uma das evidéncias de que a bexiga hiperativa € uma manifestacdo inicial da
mielopatia é o aumento da carga proviral. E conhecido que pacientes com HAM/TSP
apresentam uma elevada carga proviral quando comparados com portadores assintomaticos
(Nagai, Usuku et al., 1998; Matsuzaki, Nakagawa et al., 2001; Olindo, Lezin et al., 2005) e
os portadores de bexiga hiperativa encontram-se como um grupo intermediario (Costa, Santos
et al., 2012; Santos, Oliveira et al., 2012).

4) RESPOSTA IMUNE NA INFECCAO PELO HTLV-1

O HTLV-1 possui um tropismo preferencial para os linfocitos T CD4" (Chen, Quan et
al., 1983; Richardson, Edwards et al., 1990; Yamano, Cohen et al., 2004). Porém, outros
tipos celulares também podem ser alvos do virus: linfocitos T CD8", células dendriticas,
macroéfagos e linfécitos B (De Revel, Mabondzo et al., 1993; Knight, Macatonia et al., 1993;
Yamano, Cohen et al., 2004).

A proteina Tax é responsavel pela ativacdo esponténea das células infectadas pelo

virus. Consequentemente, ha inducéo da producéo de interleucina(lL)-2 e seu receptor, IL-2R
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(Ballard, Bohnlein et al., 1988), gerando proliferacdo celular e producdo espontanea de
citocinas (Jacobson, Zaninovic et al., 1988).

A producdo espontinea de citocinas pelos linfocitos T CD4" e T CD8" pode ser
observada tanto em portadores assintométicos quanto em pacientes com HAM/TSP. Quando
comparadas com portadores assintomaticos, células mononucleares de individuos com
HAM/TSP produzem niveis elevados de TNF e IFN-y sem a necessidade de estimulo com
mitogeno (Santos, Porto et al., 2004). Esta observacdo demonstra um perfil de resposta imune
do tipo Tyl na infeccdo pelo HTLV-1, mas citocinas do perfil T2, como IL-10 e IL-5,
também sdo detectadas em culturas de células mononucleares de individuos portadores
assintomaticos do virus, o que ndo € observado em cultura de células de individuos sadios
(Carvalho, Bacellar et al., 2001).

Células mononucleares de portadores assintomaticos do HTLV-1 produzem niveis
elevados de IL-10 quando comparadas com células de individuos sadios. A producdo desta
citocina pode estar relacionada a manutencéo do status clinico destes individuos, impedindo a
producdo exacerbada de citocinas inflamatorias (Brito-Melo, Peruhype-Magalhaes et al.,
2007). Em estudo in vitro, a adicdo exdgena de 1L-10 em cultura de células mononucleares
provenientes de portadores assintométicos é capaz de modular a producdo de IFN-y, ao
contréario do que é observado em células de pacientes com HAM/TSP (Santos, Porto et al.,
2006).

Alem das citocinas inflamatdrias, as quimiocinas do perfil Tyl, CXCL9 e CXCL10,
também sdo espontaneamente produzidas em portadores do HTLV-1. Niveis elevados destas
quimiocinas sdo detectados em pacientes com HAM/TSP quando comparados com
portadores assintomaticos (Narikawa, Fujihara et al., 2005; Guerreiro, Santos et al., 2006;
Santos, Oliveira et al., 2012).

Devido a intensa resposta Twl, os individuos infectados pelo HTLV-1 podem
apresentar modulagdo da resposta T2, 0 que pode influenciar na defesa contra outros agentes
infecciosos como Strongyloides stercoralis (Gotuzzo, Terashima et al., 1999). Neste caso, 0s
individuos coinfectados pelo HTLV-1/S. stercoralis apresentam uma diminuicdo da producéo
de citocinas do tipo T2 (IL-4, IL-5 e IL-13) e do anticorpo IgE, os quais sdo essenciais para
a eliminagéo do helminto (David, Vadas et al., 1980; Carvalho e Da Fonseca Porto, 2004).
Consequentemente, a frequéncia das formas grave e disseminada da estrongiloidiase € maior

entre os individuos coinfectados (Porto, Alcantara et al., 2005).
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Por outro lado, o perfil de resposta imune do tipo Tyl influencia negativamente no
controle de agentes infecciosos como, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis. Estudo
realizado em Salvador, Bahia, a ocorréncia de Obitos foi maior entre os individuos
coinfectados quando comparados com individuos somente infectados pela bactéria (Pedral-
Sampaio, Martins Netto et al., 1997). Recentemente foi demonstrado que individuos
coinfectados apresentaram niveis de producdo espontanea de IFN-y e TNF maiores do que
nos individuos somente infectados pela tuberculose. Quando as células mononucleares foram
estimuladas com derivado proteico purificado (PPD) de M. tuberculosis, os niveis de TNF
foram menores nos casos (HTLV-1 e tuberculose) do que nos controles (somente
tuberculose), 0 que sugere que ha uma anormalidade na resposta imune inicial contra o M.
tuberculosis nos individuos coinfectados (Bastos, Santos et al., 2012)

Além dos linfécitos T CD4", os linfocitos T CD8" citotoxicos (LTCs) também s&o
importantes na resposta imune contra o virus. Por serem capazes de reconhecer a proteina
Tax, tornam-se o principal mecanismo de defesa na infeccdo pelo HTLV-1 (Nishiura,
Nakamura et al., 1996; Hanon, Hall et al., 2000). Assim como as células T CD4", os LTCs
contribuem para a producao espontanea de IL-2, IFN-y e TNF em portadores assintomaticos e
séo as principais fontes de citocinas proinflamatorias em individuos com HAM/TSP (Goon,
Igakura et al., 2003; Santos, Porto et al., 2004). A progressao da infeccao viral esta associada
com expressdo elevada da proteina HBZ. Pela sua capacidade de suprimir a acdo de Tax e sua
apresentacdo aos LTCs, HBZ diminui a capacidade destas células em eliminar o virus
(Macnamara, Rowan et al., 2010). Mesmo com a baixa expressdo de Tax, os LTCs
permanecem ativados e produzem citocinas proinflamatdrias, as quais podem estar associadas
ao desenvolvimento da HAM/TSP (Biddison, Kubota et al., 1997; Kubota, Kawanishi et al.,
1998). Adicionalmente, a diminuicdo da expressdao de moléculas coestimulatérias (CD28,
CD80, CD86 e CD152) é mais frequente em pacientes com HAM/TSP do que em portadores
assintomaticos (Sabouri, Usuku et al., 2008).

As células dendriticas também séo infectadas pelo virus, principalmente em individuos
com HAM/TSP (Macatonia, Cruickshank et al., 1992). Recentemente foi demonstrado que
células dendriticas das linhagens plasmocitoide, linfoide ou derivadas de mondcitos, também
sdo infectadas pelo HTLV-1 e sdo capazes de transmitir o virus para as células T in vitro
(Jones, Petrow-Sadowski et al., 2008). As células dendriticas sdo essenciais para a
apresentacao da proteina Tax para os linfécitos T, o0 que induz a ativacao, a proliferacéo e a

producdo de citocinas por estas células (Jain, Ahuja et al., 2007). Mondcitos de individuos
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sadios sdo capazes de amadurecer para células dendriticas, aumentando a expressdo de
moléculas de superficie celular como CD1a e HLA-DR. No entanto, mondcitos de individuos
infectados pelo HTLV-1 sdo incapazes de diferenciarem para células dendriticas, tanto na
morfologia quanto na expressdo destas moléculas de superficie (Nascimento, Lima et al.,
2011). Adicionalmente, ha diminuicdo da expressdao de HLA-DR em células dendriticas de
pacientes com ATLL (Makino, Wakamatsu et al., 2000).

Apesar da intensa informacdo sobre os linfocitos T, pouco se sabe do papel das células
apresentadoras de antigeno (APC), principalmente os mondcitos/macréfagos, no mecanismo
imunoldgico associado a infec¢do pelo HTLV-1.

5) RESPOSTA IMUNE A ANTIGENOS VIRAIS E NAO VIRAIS NA INFECCAO
PELO HTLV-1

A proteina viral Tax é importante para a manutencdo da carga viral e o principal alvo
da resposta imune na infecgdo pelo HTLV-1. Os LTCs sdo essenciais para a eliminacdo de
células infectadas pelo virus, desde que haja apresentacéo antigénica. As células T CD4" séo
capazes de apresentar o antigeno Tax para os LTCs, que destrdi a célula infectada por
mecanismo de apoptose (Hanon, Hall et al., 2000). No entanto, estudo recente demonstrou
que os linfocitos T CD8" especificos para Tax sdo raros e ndo totalmente funcionais tanto em
portadores assintométicos quanto em individuos com ATLL (Takamori, Hasegawa et al.,
2011), evidenciando um mecanismo de persisténcia da infeccdo viral.

Além de Tax, o HTLV-1 expressa p30, uma proteina regulatéria. O aumento de p30
inibe a expressdo do receptor tipo-Toll-4 (Toll-like receptor-4, TLR4) em macrofagos de
pacientes com ATLL. Esta alteracdo dificulta o inicio da resposta imune contra bactérias
Gram-negativas e diminui a producdo de citocinas e quimiocinas inflamat6rias como, por
exemplo, TNF, IL-8 e CCL2, porém, aumenta a producdo de IL-10 (Datta, Sinha-Datta et al.,
2006). Estas mudangas na resposta imune inata podem influenciar na ocorréncia de infecgdes
oportunistas em individuos portadores do HTLV-1 (White, Zaknoen et al., 1995).

E conhecido que, in vitro, as células mononucleares de individuos infectados pelo
HTLV-1 proliferam na auséncia de mitdégenos (Popovic, Flomenberg et al., 1984; Kramer,
Jacobson et al., 1989; Jacobson, Gupta et al., 1990). Tal proliferacdo poderia auxiliar na

eliminacdo de microrganismos causadores de doencas infecciosas. No entanto, tal fator de
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protecdo parece ndo ocorrer e as doengas infectocontagiosas sdo mais frequentes entre 0s
individuos infectados pelo HTLV-1 do que nos individuos soronegativos para o virus. Essa
constatacdo serviu de base para estudos que tinham como objetivo avaliar a resposta imune
contra antigenos néo relacionados ao virus.

No Japdo, onde os individuos infectados pelo HTLV-1 possuiam uma resposta
intradérmica ao PPD menor do que os soronegativos (Tachibana, Okayama et al., 1988),
observou-se que o nivel de proliferacdo celular e produgdo de IFN-y, apds estimulo com PPD,
era menor entre os individuos infectados pelo HTLV-1 ndo respondedores ao teste
intradérmico (Suzuki, Dezzutti et al., 1999).

Em estudo realizado no Brasil, ap6s identificar individuos infectados pelo HTLV-1 que
ndo apresentavam proliferacdo celular espontanea, observou-se que as celulas destes
pacientes ndo proliferaram apds estimulo com PPD, toxoide tetanico e antigeno de Candida
albicans (Mascarenhas, Brodskyn et al., 2006).

Alguns fatores imunoldgicos podem estar relacionados a anergia contra este antigenos.
Visto que a adicdo exdgena de IL-12 restaurou a producdo de IFN-y especifico para PPD
(Suzuki, Dezzutti et al., 1999), foi sugerido que as células apresentadoras de antigeno (APC)
poderiam estar envolvidas nesta anormalidade.

Além de produzirem citocinas proinflamatorias, os individuos portadores do HTLV-1
também produzem IL-10 espontaneamente (Carvalho, Bacellar et al., 2001). A producdo de
IL-10 em portadores assintomaticos parece estar envolvida no controle do desenvolvimento
de manifestacBes neuroldgicas, o que pode ser observado in vitro, onde a adicdo exdgena
desta citocina é capaz de modular a producdo de IFN-y e TNF, o que ndo ocorre nos pacientes
com HAM/TSP (Santos, Porto et al., 2006).

Uma vez que individuos infectados pelo HTLV-1 ndo apresentam uma resposta imune
adequada contra antigenos ndo relacionados ao virus, faz-se necessaria a investigacdo de
quais mecanismos imunologicos podem estar envolvidos nesta anormalidade. O presente
estudo aborda aspectos da imunidade humoral e celular na resposta ao toxoide tetanico, assim
como a atividade de mondcitos de individuos infectados pelo HTLV-1 quando estimulados

com este antigeno.
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HIPOTESES

Hipdtese 1 — Os individuos infectados pelo HTLV-1 ndo aumentam a producdo de
anticorpos anti-toxoide tetanico apds imunizacdo e ha anergia da resposta imune celular

contra este antigeno.

Hipdtese 2 — Mondcitos de individuos infectados pelo HTLV-1 possuem uma
incapacidade de aumentar a expressdo de moléculas coestimulatorias e citocinas apos

estimulo com toxoide tetanico.
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OBJETIVOS

1) OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune de individuos infectados pelo HTLV-1 ao toxoide tetanico.

2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Awvaliar a resposta imune humoral ao toxoide tetanico em individuos infectados
pelo HTLV-1 antes e ap6s imunizacdo para tétano.

2) Avaliar a expressao de citocinas (IFN-y, TNF e IL-10) em linfocitos de
individuos infectados pelo HTLV-1 antes e ap0s imunizacao para tétano.

3) Avaliar o estado de ativacdo e expressdo de citocinas em mondcitos de

individuos infectados pelo HTLV-1 apds estimulo com toxoide teténico.
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MATERIAIS E METODOS

1) POPULACAO DE ESTUDO

Participaram deste estudo individuos infectados pelo HTLV-1 que sdo acompanhados
no Ambulatério Multidisciplinar de HTLV-1 (AMH), localizado no Ambulatério Magalhaes
Neto do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos, Universidade Federal
da Bahia, Salvador, Bahia.

O diagndstico de HTLV-1 foi realizado através de teste imunoenzimatico (ELISA)
(Murex HTLV-1+2, Abbot, Dartford, UK) e confirmado por Western Blot (Genelabs HTLV
2.3-2.4, Singapore).

No AMH, desde 2004, vem sendo executado um estudo de coorte, cujo objetivo geral é
acompanhar os individuos infectados pelo HTLV-1, buscando identificar a mudanga de status
clinico dos pacientes. O acompanhamento consiste na avaliagdo imunoldgica e determinacéao
da carga proviral a cada dois anos e/ou quando ocorre mudanga do status clinico. A producdo
espontdnea de IFN-y, TNF, IL-10 e IL-5 é um dos pardmetros observados na avaliacao
imunoldgica. Adicionalmente, os soros sdo obtidos e armazenados a -20 °C.

O desenho deste estudo € um corte transversal seguido de intervencdo. A amostra foi de
conveniéncia e os pacientes foram selecionados a partir de informacgdes do banco de dados da
coorte.

Os critérios de inclusdo foram individuos de ambos 0s géneros, de 18 a 65 anos de
idade, com auséncia de manifestacdes neuroldgicas associadas com a infeccdo pelo HTLV-1
e que concordaram em participar do estudo apds assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Os critérios de exclusdo foram: individuos que apresentavam coinfecgdes como o HIV,
virus das hepatites B e C, tuberculose e helmintiases; portadores de doencas cronicas e
autoimunes; gravidas; em tratamento com corticoides; e que ndo assinaram o TCLE.

Como grupo de comparacgdo, os controles sadios foram constituidos de individuos
(estudantes e funcionarios) do Servico de Imunologia do COM-HUPES, negativos para
HTLV-1 e que assinaram o TCLE.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de
Oliveira, UFBA (Parecer/Resolucdo 154/2009).
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2) PROTOCOLO DE IMUNIZACAO E SOROLOGIA PARA TOXOIDE TETANICO

Os pacientes selecionados para participarem do estudo, a partir de informacGes do
banco de dados da coorte, foram questionados sobre situagdo vacinal para tétano. Os
individuos que referiram imunizag&o prévia h4 mais de 10 anos e/ou comprovaram atraves de
cartdo de vacinacdo foram incluidos no desenho do estudo, apds assinatura do TCLE. Em
seguida, obteve-se amostra de sangue destes individuos para realizacdo de sorologia para
toxoide tetanico (TT) e avaliacdo da resposta imune celular. Adicionalmente, os individuos
foram encaminhados para imunizacdo com TT. Apds 0 esquema de imunizagdo, que consistiu

de 60 dias, os pacientes retornaram para segunda avaliacdo imunoldgica (Figura 1).

0 30 (10 <+«— dias
12 imunizacao 2% imunizacéo 2% avaliacdo
1% avaliagdo imunoldgica imunoldgica

Figura 1. Protocolo de imunizacdo com toxoide tetanico e avaliacdo imunoldgica nos
dias 0, 30 e 60.

A sorologia para TT foi padronizada no laboratério. A técnica consistiu de um ELISA,
em que uma placa de 96 pogos foi sensibilizada com TT a 0,1 Lf/mL em tampé&o carbonato-
bicarbonato (TCB), pH 9,6, overnight a 4 °C. Os soros dos pacientes e controles sadios foram
diluidos 1:100 em PBS pH 7,2 + Tween 20 0,05% (PBS-T) e incubados por 1 hora a 37 °C.
Apos lavagem, anticorpo anti-lgG conjugado a fosfatase alcalina (Sigma Chemicals, St.
Louis, MO, USA), diluido 1:1.000 em PBS-T, foi adicionado. Ap6s incubacdo de 1 hora a 37
°C com o conjugado, 1 mg/mL de pNPP (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA), dissolvido
em TCB + MgCl,, foi adicionado para revelacdo. A reacéo foi finalizada com NaOH 3N ap06s

20 minutos da adicdo de pNPP. A leitura da placa foi feita num espectrofotdometro a 405 nm.
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3) OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(CMSP)

Os pacientes e controles sadios selecionados para o estudo tiverem seu sangue coletado
em tubos contendo heparina. As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram
isoladas por gradiente de densidade Ficoll-Hypagque (LSM, Organon Teknika Corporation,
Durham, NS, USA). AS celulas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Life Technologies
GibcoBRL, Grand Island, NY, USA) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand
Island, NY, USA) e antibioticos.

4) DETERMINACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

Antes e ap6s imunizagdo com TT, 3x10° células/mL de pacientes e controles sadios
foram distribuidas em placas de 24 pogos. As CMSPs foram incubadas por 72 horas, a 37 °C
com 5% de CO,. Neste tempo, as células foram estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) e
toxoide tetanico (TT) a 0,5 Lf/mL. Adicionaram-se pocos contendo células ndo estimuladas.
Os sobrenadantes das culturas foram coletados e armazenados a -20 °C.

Utilizou-se a técnica de ELISA sanduiche para dosagem das citocinas IFN-y, TNF e IL-
10 nos sobrenadantes, de acordo com as instrucdes do fabricante (BD Bioscience
Pharmingen, San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL, a partir de uma
curva-padréo gerada por citocinas recombinantes.

As concentracOes das citocinas, produzidas por CMSP estimuladas com TT, foram

comparadas antes e depois da imunizacdo em ambos os grupos de estudo.

5) AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CITOCINAS EM LINFOCITOS

Avaliou-se a expressdo de citocinas em linfocitos T CD4" e T CD8" de pacientes e
controles sadios antes e apos imunizagdo para TT.

Parte das CMSPs obtidas na coleta de sangue dos pacientes e controles foram
cultivadas por 20 horas a 37 °C, 5% de CO, na auséncia ou presenca de TT (0,5 Lf/mL). Nas

ualtimas 4 horas de incubacdo, adicionou-se Brefeldin A (1 pg/mL). Lavaram-se as células
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com PBS com posterior marca¢do para moléculas de superficie, em que os anticorpos
monoclonais anti-CD4-FITC e anti-CD8-PE-Cy5 (Pharmingen, San Diego, CA, USA)
permaneceram por 20 minutos a 4 °C. Apds lavagem e centrifugacdo com PBS, fixou-se as
celulas com paraformaldeido a 2%. Para marcacdo intracitoplasmatica, as células foram
permeabilizadas com saponina, lavadas e centrifugadas com PBS e, em seguida, marcadas
com os anticorpos anti-IFN-y-PE, anti-IL-10-PE e anti-TNF-PE (Pharmingen, San Diego,
CA, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Repetiu-se o0 processo de lavagem e
centrifugacdo para, posteriormente, aquisicdo das celulas no citbmetro FACScanto II.

Realizou-se a analise no software FlowJo, versdo 7.6.1.

6) AVALIACAO DA EXPRESSAO DE MOLECULAS COESTIMULATORIAS E
CITOCINAS EM MONOCITOS

Visando avaliar a funcdo de células apresentadoras de antigeno em individuos
infectados pelo HTLV-1 e em controles sadios, realizou-se a avaliagdo da expressdo das
moléculas coestimulatérias (CD80 e CD86), HLA-DR e citocinas (TNF, 1L-12 e 1L-10) por
monacitos através da técnica de citometria de fluxo (FACS).

Apos a coleta de sangue para avaliacdo da producdo de citocinas por CMSPs, parte das
celulas mononucleares obtidas foram adicionadas em placas de 96 pogos, com fundo em “U”,
numa concentracdo de 4 x 10° células/poco. As CMSPs foram cultivadas por 6 horas, a 37 °C
em 5% de CO,, na auséncia ou presenca de LPS (100 ng/mL) ou TT (0,5 Lf/mL). Para a
expressao de citocinas, adicionou-se Brefeldin A (1 pg/mL) na cultura. Ao final da cultura, as
células foram lavadas com PBS e, em seguida, os anticorpos monoclonais para moléculas de
superficie anti-CD14-FITC, anti-CD80-PE, anti-CD86-PE e anti-HLA-DR-PE-Cy5
(Pharmingen, San Diego, CA, USA) permaneceram 20 minutos, a 4 °C. Logo apds, as células
foram lavadas e centrifugadas na presenca de PBS e, entdo, fixadas com paraformaldeido a
2%. As células fixadas, que ndo receberam os anticorpos monoclonais para moléculas de
superficie, foram permeabilizadas com saponina e coradas com anti-IFN-y-PE, anti-1L-10-PE
e anti-TNF-PE (Pharmingen, San Diego, CA, USA). A escolha do tempo de cultura de 6
horas é devido a padronizacédo desta tecnica no laboratorio.
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Realizou-se a aquisicdo pelo citometro FACScanto Il (BD, San Jose, CA, USA). No
total, 100.000 células foram obtidas. Ao final do processo, seguiu-se a analise dos dados no
software FlowJo, versdo 7.6.1. (Tree Star, Ashland, OR, USA).

7) ANALISE ESTATISTICA

Os titulos de anticorpos IgG anti-TT e concentracdo de citocinas foram expressos como
mediana e intervalo interquartil (1Q). Os dados de citometria de fluxo foram representados
com média e desvio-padrao.

Para comparacdo de frequéncias, o teste exato de Fisher foi utilizado.

O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparagdo dos dados antes e apds imunizagdo e
frequéncia de células apos estimulo com TT.

O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os resultados
entre 0s dois grupos.

O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA).
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8) DESENHO EXPERIMENTAL
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RESULTADOS GERAIS

1) CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

Para este estudo, foram selecionados 14 individuos infectados pelo HTLV-1 e 12
individuos controles sadios.

A Tabela 1 mostra os dados de idade e género dos dois grupos de individuos. Os
portadores assintomaticos do HTLV-1 apresentaram idade mais elevada do que os controles
sadios (47 + 10,3 e 31 £ 8,6 anos, respectivamente, p = 0,002).

Quanto ao género, ndo houve diferenca na proporcdo de homens e mulheres nos dois
grupos de estudo (p = 1,0) (Tabela 1).

Tabela 1. Idade e género dos individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.

Portadores
assintomaticos do Controles Sadios
HTLV-1 Valor de p
(n=12)
(n=14)
Idade (média + D.P.) 47 £ 10,3 31+8,6 0,002*
Género (M/F) 6/8 6/6 1**

D.P. = desvio-padrdo; * = teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; ** = teste exato de Fisher

2) RESPOSTA IMUNE HUMORAL PARATT

Antes da imunizacdo os titulos de IgG anti-TT, expressos em densidade éptica (D.O.),
entre individuos infectados pelo HTLV-1 (0,091, IQ 0,033-0,195) e controles sadios (0,182,
IQ 0,026-0,388) ndo se mostraram estatisticamente diferente (p = 0,3). Ap6s imunizacéo,
houve aumento da producéo de I1gG anti-TT tanto nos pacientes (0,091 vs 0,485, p = 0,001)
quanto nos controles (0,182 vs 0,804, p = 0,001). Os titulos de anticorpos dos individuos
infectados pelo HTLV-1, ap6s imunizacdo, foram menores quando comparados com 0sS

titulos dos controles sadios (p = 0,007) (Figura 2).
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Figura 2. Titulos de anticorpos IgG anti-TT de individuos infectados pelo HTLV-1 (n =
14) e controles sadios (n = 12) pré e pos-imunizacdo para tétano. Linha representa
mediana. * p = 0,001 (teste de Wilcoxon); ** p = 0,007 (teste de Mann-Whitney) D.O. =
densidade Optica.

3) DETERMINACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

As CMSPs dos individuos infectados pelo HTLV-1, apds estimulo com TT, produziram
niveis menores de IFN-y apds imunizacdo com TT (2002 pg/mL, 1Q 440-2647 pg/mL vs 748
pg/mL; 1Q 17,5-2408 pg/mL, p = 0,2). As células mononucleares dos controles sadios
aumentaram a produgdo de IFN-y apds imuniza¢do com TT (5 pg/mL, 1Q 0-158 pg/mL vs
151 pg/mL, 1Q 0-682 pg/mL, p = 0,08) (Figura 3A).

Quanto a producdo de TNF por células dos pacientes estimuladas com TT, a
concentracdo desta citocina antes da imunizacdo obteve mediana de 1240 pg/mL (1Q 438-
1742) e, apds imunizagdo, 434 pg/mL (1Q 28-2758) (p = 0,9). As CMSPs dos controles
sadios, apos estimulo com TT, secretaram, antes da imunizagéo, 0 pg/mL (1Q 0-27) de TNF
e, apos imunizacdo, 45 pg/mL (1Q 0-905) (p = 1,0) (Figura 3B).

Os niveis de IL-10 produzidos por CMSPs dos pacientes estimuladas com TT foram: 0
pg/mL (IQ 0-70) antes da imunizacdo; e 0 pg/mL (IQ 0-20) apds imunizagdo (p = 0,6).
Dentre os controles sadios, as concentragfes desta citocina por células mononucleadas
estimuladas com TT, antes e apos imunizagéo, foram de 0 pg/mL (IQ 0-139) e 61 pg/mL (1Q
3,5-276), respectivamente (p = 0,8) (Figura 3C).
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Figura 3. Producdo de IFN-y (A), TNF (B) e IL-10 (C) por CMSPs de individuos
infectados pelo HTLV-1 e controles sadios sem estimulo e estimuladas com TT (0,5
Lf/mL), pré e p6s-imunizacdo. Analise estatistica realizada pelo teste de Wilcoxon para
avaliar a producdo de citocinas por células estimuladas com TT pré e pos-imunizacao.
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4) EXPRESSAO DE CITOCINAS EM LINFOCITOS

A figura 4 ilustra as estratégias utilizadas para analisar os dados da expressao de

citocinas em linfocitos de individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.
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Figura 4. Plots representativos ilustrando as estratégias utilizadas para analisar os dados da
expressdo de citocinas (IFN-y, TNF e IL-10) em linfocitos (células CD4" e CD8") de
controles sadios e individuos infectados pelo HTLV-1.

v

Os linfocitos T CD4" dos individuos infectados pelo HTLV-1, ap6s estimulo com TT,
apresentaram a mesma expressdo de IFN-y antes (0,2 + 0,1%) e depois (0,2 + 0,1%) da
imunizacgdo (p = 0,8). Quanto aos controles sadios, houve um aumento na expressao desta
citocinas apo6s imunizacéo (0,4 *+ 0,3% vs 2,8 £ 5,3%), porém, sem diferenca estatistica (p =
0,4). Ap6s imunizacdo, a frequéncia de células expressando esta citocina foi menor entre os

pacientes quando comparados com os controles sadios (p = 0,01) (Figura 5A).
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A frequéncia de linfocitos T CD8'IFN-y" estimulados dos pacientes aumentou apos
imunizacdo (0,6 + 0,4% vs 0,9 + 0,6%), porem, sem significAncia estatistica (p = 0,4).
Resultado semelhante foi encontrado nas células de controles sadios (0,4 = 0,3% vs 2,6 +

4,8%, p = 0,2) (Figura 5B).
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Figura 5. Expressdo de IFN-y em linfocitos T CD4" (A) e T CD8" (B), estimulados com
TT, de individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios pré e pos-imunizagao. Valor
de p calculado pelo teste de Mann-Whitney.

Antes da imunizagdo, a frequéncia de linfocitos T CD4"TNF" dos pacientes, apos
estimulados, ndo aumentou apds imunizagdo com TT (0,3 + 0,2% vs 0,3 £ 0,1%, p = 0,7).
Houve elevacdo da frequéncia destas células nos controles sadios pds-imunizacdo com TT
(0,3 + 0,1% vs 0,6 £ 0,5%, p = 0,04). Quando comparadas as frequéncias de células T
CD4"TNF" de pacientes e controles sadios, ap6s imunizacdo, as células dos individuos
infectados expressaram menos TNF do que as células dos controles (p = 0,04) (Figura 6A).

A frequéncia de linfécitos T CD8'TNF' ap6s estimulo com TT, nos individuos
infectados pelo HTLV-1, ndo aumentou significativamente ap6s imunizacao (0,5 + 0,3% vs
0,6 £ 0,5%, p =0,7). A ndo elevacdo da frequéncia destas células também foi observada nos

controles sadios (0,3 = 0,2% vs 0,5 £ 0,7%, p = 0,8) (Figura 6B).
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Figura 6. Expressdo de TNF em linfocitos T CD4" (A) e T CD8" (B), estimulados com
TT, de individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios pré e pos-imunizacao.
Valores de p calculados pelos testes de Mann-Whitney e Wilcoxon.

Em relacdo a frequéncia de linfocitos T CD4'IL-10" estimulados com TT, houve uma
diminuicdo nos individuos infectados pelo HTLV-1 apds imunizacdo (0,3 + 0,3% vs 0,2
0,1%, p = 1). Quanto aos controles sadios, ocorreu 0 aumento da frequéncia destas células
po6s-imunizacdo (0,4 + 0,3% vs 1,7 + 3,9%, p = 0,1), porém, sem significancia estatistica. Ao
comparar a frequéncia dos linfocitos T CD4" expressando IL-10 de ambos 0s grupos,
observou-se uma diferenca estatisticamente significante entre pacientes e controles sadios
imunizados com TT (p = 0,01) (Figura 7A).

N&o houve elevagdo da expressdo de IL-10 em linfocitos T CD8" estimulados de
pacientes pés-imuniza¢do com TT (0,6 £ 0,5% vs 0,5 + 0,4%, p = 0,5). Observou-se 0 mesmo
resultado nos controles sadios apds serem imunizados com TT (0,4 £ 0,2% vs 1,5 + 3,7%, p =
0,9). N&o houve diferenca estatistica quando se considerou a frequéncia de células T CD8"IL-

10" dos pacientes e controles ap6s imunizagdo com TT (p = 0,9) (Figura 7B).
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Figura 7. Expressdo de IL-10 em linfocitos T CD4" (A) e T CD8" (B), estimulados com
TT, de individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios pré e pos-imunizacao. Valor
de p calculado com teste de Mann-Whitney.

5) EXPRESSAO DE HLA-DR, CD80, CD86 E CITOCINAS EM MONOCITOS

A figura 8 ilustra as estratégias utilizadas para analisar a expressao de moléculas de
superficie e de citocinas em mondcitos CD14" em individuos infectados pelo HTLV-1 e
controles sadios.

Os resultados para as moléculas de superficie (HLA-DR, CD80 e CD86) sdo
representados pela média = desvio-padrdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF).
Para as citocinas, os valores representam a média + desvio-padrdo da porcentagem de

mondcitos expressando citocinas.
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Figura 8. Plots representativos ilustrando as estratégias utilizadas para analisar os dados
da expressdo de moléculas de superficie (HLA-DR, CD80 e CD86) e citocinas (IFN-y,
TNF e IL-12) em mondcitos (células CD14") de individuos infectados pelo HTLV-1 e
controles sadios.

A expressdo de HLA-DR em mondcitos de individuos infectados pelo HTLV-1 ndo
aumentou apos estimulo com TT (781 + 873 vs 793 + 761, p = 0,3). Os mondcitos de
controles sadios aumentaram a expressdo desta molécula apds estimulo (681 + 615 vs 898 +
1055, p = 0,005) (Figura 9A).

Os monacitos dos pacientes aumentaram a expressdo de CD80 quando estimulados com
TT (1167 + 1410 vs 1579 + 2272), porém, sem diferenca estatisticamente significante (p =
0,07). Resultado semelhante foi encontrado em células dos controles (936 + 1318 vs 1176 +
1890, p = 0,2) (Figura 9B).

Referente & expressdo de CD86, houve uma diminui¢do da expressdo nos mondcitos
dos pacientes apds estimulacdo com TT (3628 £ 4447 vs 3394 + 4529, p = 0,07). Quanto aos
monacitos dos controles, a expressdo desta molécula ndo foi alterada (2686 + 3240 vs 2647 +
3169, p = 0,5) (Figura 9C).
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Figura 9. Expressdo de HLA-DR (A), CD80 (B) e CD86 (C) em mondcitos CD14" de
individuos infectados pelo HTLV-1 e de controles sadios ndo estimulados ou estimulados
com TT (0,5 Lf/mL). Andlise estatistica realizada pelo teste de Wilcoxon. MIF = média de
intensidade de fluorescéncia.
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A frequéncia de mondcitos CD14" expressando TNF, nos individuos infectados pelo
HTLV-1, aumentou apds estimulo com TT (9,5 £ 12,9% vs 17,6 £ 19,8%, p = 0,009). Os
monacitos dos controles aumentaram a expressao desta citocinas apos estimulo, no entanto, a
diferenca ndo foi estatisticamente significante (1,5 = 0,9% vs 11,6 + 23%, p = 0,1) (Figura
10A).

Referente a IL-12, houve elevacdo na frequéncia de celulas dos pacientes apds estimulo
(1,3 £ 0,8% vs 2,4 = 1,5%, p = 0,006). Este resultado ndo se repetiu nos monaocitos dos
controles sadios (1,2 £ 0,7% vs 1,3 £ 0,9%, p = 0,5). A frequéncia de mondcitos expressando
IL-12, apds estimulo com TT, foi maior entre os pacientes do que nos controles sadios (p =
0,03) (Figura 10B).

Quanto a frequéncia de células CD14IL-10", antes e depois do estimulo com TT,
houve aumento tanto nos pacientes (1 £ 0,7% vs 1,3 £ 0,7%) quanto nos controles sadios (1,1
+ 0,8% vs 1,5 + 0,9%), mas sem diferencas estatisticas (p = 0,2 e p = 0,07, respectivamente)
(Figura 10C).
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Figura 10. Expressdo de TNF (A), IL-12 (B) e IL-10 (C) em monécitos CD14" de
individuos infectados pelo HTLV-1 e de controles sadios ndo estimulados ou estimulados
com TT (0,5 Lf/mL). Anélises estatisticas realizadas pelo teste de Wilcoxon e Mann-

Whitney.
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DISCUSSAO

H& poucos relatos na literatura sobre a resposta imune humoral de individuos infectados
pelo HTLV-1 durante rotina de imunizacdo. No presente estudo foi demonstrado que 0s
portadores assintomaticos do HTLV-1 sdo capazes de aumentar a producédo de anticorpo anti-
TT apds vacinagdo, no entanto, os titulos de IgG foram significativamente menores quando
comparados com os dos controles sadios. A sorologia positiva ap6s imunizagdo com TT j& foi
observada em estudos anteriores (Jarvis, Janoff et al., 2005; Biasutti, Moraes-Pinto et al.,
2008). No que se refere aos menores titulos de anticorpos encontrados nos pacientes, tem-se
documentado que, em individuos infectados pelo HTLV-2, os niveis de anticorpos anti-TT
sdo menores do que os de controles sadios ndo infectados pelo virus ap6s imunizagdo, porém,
neste trabalho ndo foi encontrada diferenca estatistica (Jarvis, Janoff et al., 2005). A
anormalidade na producdo de IgG apds vacinagdo de reforco também ja foi identificado em
individuos infectados pelo HIV, em que a concentracdo de IgG total anti-TT foi maior em
controles sadios do que nos individuos infectados pelo virus apds vacinacgdo (Kroon, Van Tol
et al., 1999). A disfuncdo na producgdo de anticorpo contra antigeno de memoria poderia estar
relacionada a carga proviral, visto que individuos infectados pelo HIV-1 apresentaram um
aumento da carga viral ap6s imunizacdo com virus influenza (O'brien, Grovit-Ferbas et al.,
1995; Rosok, Voltersvik et al., 1996). No entanto, no presente estudo foi possivel observar
que ndo houve variacdo da carga proviral nos individuos infectados pelo HTLV-1 antes e
apos imunizacdo (dado ndo mostrado).

Paralelamente a producdo de anticorpos anti-TT apds imunizacdo, observou-se a
producdo de citocinas por CMSPs estimuladas com TT. As células mononucleares dos
pacientes diminuiram a producdo de IFN-y ap6s imunizagdo, porém, sem significancia
estatistica. Aumento da producdo desta citocina pode ser observado nas CMSPs dos
controles, no entanto, sem diferenca estatisticamente significante. Quanto a producdo de TNF
e IL-10, ndo houve alteragdo da producdo em ambos o0s grupos de individuos. Apesar destes
resultados, observou-se que ndo ocorreu aumento da produgdo de IFN-y, ap6s estimulo com
TT, por células dos pacientes pds-imunizacdo. Tal aumento foi observado em controles
sadios, porém, sem diferenca estatisticamente significante. Este resultado sugere que ha uma
anormalidade na producéo desta citocina em individuos infectados pelo HTLV-1, visto que a
resposta imune contra TT, além da producdo de anticorpo, esté relacionada com reacdo de

hipersensibilidade tardia, com producdo de IFN-y e IL-2 (Parronchi, Macchia et al., 1991;
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Fernandez, Andersson et al., 1994). Referente & producdo de TNF pelos pacientes, os
resultados estavam de acordo com o encontrado em controles sadios, nos quais ocorreu
aumento da producdo destas moléculas quando as células foram estimuladas com TT,
corroborando com dados anteriores em que o aumento da producdo de TNF por células
mononucleares de controles sadios também é observado apds estimulacdo com TT (Nielsen,
Galdiers et al., 2009). Quanto a citocina IL-10, o presente estudo observou o aumento da
expressao apos estimulo com TT, contrariando o que ja foi reportado (Nielsen, Galdiers et al.,
2009).

Adicionalmente, realizou-se a caracterizacdo da resposta imune celular quanto a acao
dos linfécitos T dos pacientes e dos controles sadios apds estimulo com TT, antes e apds
imunizagdo. A frequéncia de linfécitos T CD4+ expressando IFN-y, TNF e IL-10 nédo
aumentou ap6s estimulo com TT e pés-imunizacdo, o que foi observado nas células dos
controles sadios. Nos resultados pés-imunizacdo, a frequéncia dos linfécitos T CD4+ dos
controles sadios expressando estas citocinas era maior quando comparados com 0s pacientes,
evidenciando que ha uma falha na resposta imune celular dos pacientes contra TT. A
deteccdo de IFN-y por citometria de fluxo tem se mostrado uma técnica sensivel para avaliar
a producdo desta citocina em individuos que foram imunizados com toxoide tetanico
(Tassignon, Burny et al., 2005). No entanto, foi demonstrado aqui que os linfécitos T dos
individuos infectados pelo HTLV-1 ndo apresentaram a resposta imune do tipo 1V quando
estimulados com TT. Uma das causas para a auséncia dessa reacdo seria a producdo da
citocina regulatoria IL-10 (Sabin, Araujo et al., 1996; Mascarenhas, Brodskyn et al., 2006).
Porém, a expressdo desta citocina ndo aumentou, apos estimulo com TT, tanto em linfécitos
T CD4" quanto em linfécitos T CD8" dos pacientes depois da imunizagéo. Os linfocitos dos
controles sadios expressaram niveis maiores de IL-10 ap6s estimulo com TT antes e ap6s
imunizacdo. Isso pode ser explicado devido a regulacdo normal da resposta imune induzida
por esta citocina (Yssel, De Waal Malefyt et al., 1992). Uma alta expressao de IL-10 era
esperada neste estudo, visto que portadores assintomaticos produzem, espontaneamente,
niveis significativos de IL-10 (Carvalho, Bacellar et al., 2001).

Apbs imunizagdo, os linfocitos T CD8" dos pacientes e controles aumentaram a
expressdo de TNF na presenca de TT. Tal resultado ndo pode ser observado em linfocitos T
CD4" de ambos os grupos de individuos. Visto que TNF também é produzido por células Th1
(Parronchi, Macchia et al., 1991), este achado sugere que esta citocina é normalmente

produzida ap6s estimulo com TT em individuos infectados pelo HTLV-1.
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Devido & resposta imune humoral e celular estar diminuida nos individuos infectados
pelo HTLV-1 e estes ndo responderem adequadamente ao TT ap6s imunizagdo, procurou-se
observar se estas anormalidades poderiam estar relacionadas as células apresentadoras de
antigeno. Portanto, executou-se a avaliacdo dos mondcitos dos pacientes estimulados ou néo
com TT. Visto que, teoricamente, 0s mondcitos ndo sao considerados uma populacéo celular
que se diferenciam para células de memorias, avaliou-se as expressdes de moléculas
coestimulatorias e citocinas apenas antes da imunizacao com TT.

Uma das hipGteses para a ndo resposta a antigenos de memoria em individuos
infectados pelo HTLV-1 seria uma disfuncdo nas células apresentadoras de antigeno (Suzuki,
Dezzutti et al., 1999). Os mondcitos dos pacientes ndo aumentaram a expressdo de HLA-DR
apos estimulo com TT, ao contrario do que foi observado nos controles sadios. Este resultado
se repetiu quando os mondcitos foram estimulados com LPS (dados ndo mostrados). Os
mondcitos sdo células capazes de apresentar antigenos virais, pois também podem ser
infectados pelo HTLV-1 (De Revel, Mabondzo et al., 1993). No que se refere as células
apresentadoras de antigeno (APC) e sua funcdo, poucos estudos tém focalizado na atuagédo
dessas células na infeccdo pelo HTLV-1. Sabe-se que, além de infectar, preferencialmente, os
linfocitos T CD4", o HTLV-1 também infecta mondcitos e células dendriticas (Macatonia,
Cruickshank et al., 1992; De Revel, Mabondzo et al., 1993). A infeccdo viral pode
influenciar na funcdo dessas células e, como apresentado neste estudo, 0 ndo aumento da
expressdo de HLA-DR em mondcitos, apo6s estimulo com TT, corrobora com achados
semelhantes da literatura. Mondcitos de individuos infectados pelo HTLV-1 com ATLL néo
amadurecem completamente, in vitro, para células dendriticas e apresentam uma baixa
expressao de CD14 e HLA-DR (Makino, Wakamatsu et al., 2000). Adicionalmente,
mondcitos de pacientes com HAM/TSP sdo incapazes de se diferenciarem em células
dendriticas devido a baixa expressdo de CDla e HLA-DR, mesmo quando estimulados com
TNF (Nascimento, Lima et al., 2011). Mais recentemente, um grupo de pesquisa do Japdo
demonstrou que macréfagos do leite materno infectados com HTLV-1, quando cocultivados
com monaocitos ndo infectados, impedem estas células de se diferenciarem em células
dendriticas, principalmente devido ao bloqueio da expressdo de CDla e HLA-DR (Inagaki,
Takahashi et al., 2012). Em contrapartida, a proteina Tax mostrou ser eficaz na diferenciacao
e ativacdo de células dendriticas derivadas de mondcitos de pacientes com ATLL, induzindo
0 aumento da apresentacdo antigénica (expressao elevada de HLA-DR) e coestimulacdo de
linfocitos T (Jain, Ahuja et al., 2007; Manuel, Schell et al., 2009). No entanto, tais estudos
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foram voltados para as células dos individuos infectados pelo HTLV-1 com sintomas
neuroldgicos e com ATLL, o que diferencia do apresentado aqui, em que se utilizou células
de portadores assintomaticos do virus.

A expressdo de CD80 e CD86 em mondcitos estimulados ou ndo com TT foi similar
entre os pacientes e os controles sadios. O discreto aumento da expressdo de CD80 apos
estimulo com TT ndo alcancou significancia estatistica. A expressdo de CD86 nao foi
alterada apds estimulo em ambos os grupos de individuos. Interessantemente, a expressédo de
CD86 diminuiu ap6s estimulo com LPS em ambos os grupos (dados ndo mostrados). Tal
resultado pode ser explicado de acordo com estudo anterior afirmando que, em células
tolerantes a endotoxina, a expressdo de CD86 diminui com diferentes tempos de exposi¢do ao
LPS e com concentracBes variadas desta molécula (Wolk, Docke et al., 2000). Os dados da
literatura acerca das moléculas CD80 e CD86 em mondcitos de individuos infectados pelo
HTLV-1 sdo escassos. Estas moléculas sdo bem documentadas em linfocitos T CD4", em que
ja foi observado que ha expressdo normal em individuos infectados pelo HTLV-1 com ATLL
(Takamoto, Makino et al., 1997).

Referente a expressao das citocinas em mondcitos dos dois grupos de estudo, houve o
aumento significante da porcentagem de células expressando TNF apos estimulo com TT nos
pacientes, o que ndo ocorreu nos mondcitos dos controles sadios apesar da evidente elevacao
da expressdo desta citocina. A porcentagem de mondcitos expressando IL-12 aumentou apds
os dois tipos de estimulo apenas no grupo dos pacientes. Quanto a expressao de I1L-10, houve
aumento nos dois grupos de individuos quando os mondcitos foram estimulados com TT,
porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante. Poucos estudos sdo encontrados
acerca da expressao de citocinas em mondcitos de individuos infectados pelo HTLV-1.
Porém, sabe-se que mondcitos de individuos sadios sdo capazes de produzir 1L-10 e TNF
apos estimulo com TT (Fernandez, Andersson et al., 1994; Nielsen, Galdiers et al., 2009).
Adicionalmente, estudos focados em células dendriticas derivadas de mondcitos
demonstraram que a proteina Tax é capaz de induzir a secrecdo de 1L-12, TNF e quimiocinas
da resposta Tyl por estas céelulas (Ahuja, Kampani et al., 2006; Ahuja, Lepoutre et al., 2007).

Os dados do aumento da frequéncia de mondcitos expressando TNF e IL-12, ap0s
estimulo com TT, em individuos infectados pelo HTLV-1 e ndo nos controles podem estar
relacionados com a constante ativagdo das células dos pacientes. Faz-se necessario

investigacdo aprofundada deste mecanismo imunoldgico.
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Quanto aos mondcitos dos pacientes estudados aqui, pode-se observar que ha uma
disfuncdo na expressdao de HLA-DR apds estimulo com TT, o que pode prejudicar na
apresentacdo de antigenos virais ou outros antigenos nédo relacionados ao virus. Tal situacédo
pode permitir a predisposi¢do dos individuos infectados pelo HTLV-1 a contrairem doencas
infecciosas como tuberculose (Verdonck, Gonzalez et al., 2008; De Lourdes Bastos,
Osterbauer et al., 2009; Bastos, Santos et al., 2012), sarna norueguesa (Brites, Weyll et al.,
2002) e estrongiloidiase (Porto, Alcantara et al., 2005). Contudo, a expressao de moléculas
coestimulatoérias (CD80 e CD86) e citocinas (TNF, IL-10 e I1L-12) ndo é prejudicada apos
estimulo antigénico, sugerindo que ndo ha disfun¢do dos monadcitos quanto a essas vias de
apresentacdo antigénica e ativacdo celular.

Alguns aspectos da resposta imune ndo foram abordados neste trabalho. Acerca da
resposta imune humoral, faz-se necessaria a dosagem de subclasses de anticorpos 1gG (1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4) e IgE antes e apds imunizagdo com toxoide tetanico. Tais deteccOes
poderiam explicar se a resposta imune contra TT esta direcionada para via Tyl ou Ty2.

Atualmente, sdo reconhecidas mais de uma classe de mondcitos, de acordo com a
expressdo dos marcadores de superficie, sendo eles: mondcitos classicos (CD14'CD16),
inflamatérios (CD14"CD16%) e ndo classicos (CD14"°“CD16™) (Tacke e Randolph, 2006;
Ingersoll, Spanbroek et al., 2010). Como este estudo iniciou-se antes destes conhecimentos
estarem bem estabelecidos, torna-se como perspectiva deste trabalho a realizacdo da
caracterizacdo destas subpopulacdes de mondcitos em individuos infectados pelo HTLV-1,
principalmente no que se refere a resposta a antigenos de memoria.

Outro aspecto na apresentacdo antigénica em individuos infectados pelo HTLV-1, que
ndo foi explorado no presente estudo, é a funcdo de células dendriticas na ativacdo dos
linfocitos T ap6s apresentacdo de antigeno de memdria.

Visto que a resposta imune de linfocitos contra TT estava diminuida nos pacientes, faz-
se necessaria a avaliacdo de células T de memoria nestes individuos. Além disso, €
importante, também, avaliar o estudo funcional das células T regulatdrias
CD4*'CD25""CD127"" frente a antigenos de memorias (Iwashiro, Messer et al., 2001;
Michaelsson, Barbosa et al., 2008).

Foi possivel mostrar, no presente estudo, que a resposta imune humoral e celular contra
TT esta diminuida em individuos infectados pelo HTLV-1, mesmo quando estes pacientes
sdo imunizados com esta proteina. Uma das causas da diminuigdo destas respostas poderia ser

a funcdo dos mondcitos, porém, estes apenas mostraram-se anormais na apresentacdo
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antigénica via HLA-DR. Estudos futuros devem ser conduzidos com o objetivo de esclarecer
0 papel de mondcitos e de suas subpopulacdes em individuos infectados pelo HTLV-1 e apds

desafio com antigenos de memoria.
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PROPOSTAS DE ESTUDO

Com objetivo de enriquecer os resultados encontrados neste estudo, a proposta sera de
avaliar o perfil de mondcitos, das células T e da resposta imune humoral contra antigenos de
mem©aria em individuos infectados pelo HTLV-1.

O primeiro objetivo especifico é avaliar a frequéncia de subpopula¢fes de mondcitos
em individuos infectados pelo HTLV-1. Como mencionado anteriormente, sabe-se que ha
trés subclasses de mondcitos: classicos, inflamatorios e ndo classicos (Tacke e Randolph,
2006; Ingersoll, Spanbroek et al., 2010). A hipdtese para este objetivo € de que os individuos
infectados pelo HTLV-1 com HAM/TSP tem uma maior frequéncia de mondocitos
inflamatorios, com elevada expressdo de TNF, quando comparados com individuos com
bexiga hiperativa e portadores assintomaticos do virus.

O segundo objetivo é avaliar, funcionalmente, os linfécitos T de individuos infectados
pelo HTLV-1 quando estimulados com antigeno de memoria. A hipdtese é que as células T
regulatorias, efetoras e de memdria dos pacientes influenciam na anormalidade da resposta
imune celular contra antigeno de memoria. A populacao de estudo serd a mesma do objetivo
anterior, além dos controles sadios. Serdo avaliadas a frequéncia de células T regulatérias, de
memdria e naive, tanto ex-vivo quanto em cultura apés estimulo com TT e PPD, neste caso
para expressao de IFN-y antes e depois do estimulo.

O terceiro e Ultimo objetivo é caracterizar a resposta imune humoral de individuos
infectados pelo HTLV-1 contra toxoide tetanico. A diminui¢do da resposta imune humoral
contra TT, apds imunizacdo, pode estar relacionada com producdo de titulos elevados de
anticorpos anti-TT relacionados a resposta do tipo Tyl (19G2 e 1gG3). Serdo avaliados 0s
mesmos individuos do presente estudo (portadores assintomaticos e controles sadios), antes e
ap6s imunizacdo. Através do ELISA, as subclasses de 1gG (IgGl, 1gG2, 1gG3 e 1gG4)
poderdo ser detectadas nos soros dos individuos de ambos os grupos. Adicionalmente, espera-
se aumentar o numero amostral, caso sejam identificados mais individuos com sorologia

negativa para TT.
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RESUMO DOS RESULTADOS

1. Apesar de apresentarem sorologia positiva para TT apds imunizacdo, os individuos
infectados pelo HTLV-1 apresentaram menores titulos de 1gG anti-TT quando comparados
com controles sadios, sugerindo que hd uma anormalidade na resposta imune humoral dos

pacientes contra este antigeno de memoria.

2. Os linfocitos T CD4" e T CD8" dos individuos infectados pelo HTLV-1 ndo aumentaram a
expressdo de citocinas quando estimulados com TT, sugerindo que hd uma diminuicéo e,
até mesmo, anergia da resposta imune celular contra este antigeno mesmo ap0s

imunizacédo dos pacientes.

3. Os monacitos dos individuos infectados pelo HTLV-1 apresentaram uma disfungdo na
apresentacdo antigénica, devido ao ndo aumento da expressdo de HLA-DR apds estimulo
com TT. No entanto, o segundo sinal de apresentacdo antigénica e expressdo de citocinas

ndo se mostraram alterados.
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CONCLUSAO

As falhas nos mecanismos da resposta imune, evidenciadas pela diminui¢do da resposta
imune humoral, anergia dos linfocitos T CD4" e T CD8" e 0 ndo aumento da expressio de
HLA-DR por mondcitos apos estimulo com antigeno de memaoria podem levar ao aumento da

susceptibilidade a doencas infecciosas nos individuos infectados pelo HTLV-1.
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SUMMARY

DECREASE OF THE IMMUNE RESPONSE AGAINST TETANUS TOXOID IN
HTLV-1 INFECTED INDIVIDUALS. HTLV-1 is an etiologic agent of Adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATLL) and HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP). It was shown that peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from HTLV-1
infected subjects do not proliferate after stimulation with recall antigens such as purified
protein derivate (PPD) from Mycobacterium tuberculosis and tetanus toxoid (TT). Some
factors may be involved in this abnormality: regulatory T cell function and dysfunctional
antigen-presenting cells (APC). Objective: To evaluate the immune response against TT in
HTLV-1 infected subjects. Materials and Methods: It was selected HTLV-1 carriers with low
IFN-y production and healthy controls. It was performed serology for TT. The seronegative
individuals were immunized with TT. Before and after immunization, it was made serology
for TT and evaluation of the cytokine (IFN-y, TNF and 1L-10) expression by CD4" and CD8"
T cells stimulated with TT. The monocytes, stimulated with TT, from patients and healthy
controls were evaluated to HLA-DR, CD80, CD86, TNF, IL-12 and IL-10 before the
immunization. Results: After immunization, patients had low IgG anti-TT production when
compared with healthy controls (p = 0.007). Mononuclear cells from the patients, stimulated
with TT, did not increase the IFN-y, TNF and IL-10 production after immunization.
Frequency of CD4" T cells expressing IFN-y, TNF and IL-10, after stimulus, were lower in
patients than the controls after immunization (p = 0.01, p = 0.04 and p = 0.01, respectively).
Monocytes from patients did not increase the HLA-DR expression after stimulation with TT.
TNF and IL-12 expression by monocytes from patients increased after stimulation (p = 0.009
and p = 0.006, respectively). Conclusions: HTLV-1 infected subjects, after vaccination,
presented a decreasing of the humoral and cellular immune response against TT. Monocytes
from the patients showed an impairment of antigen presentation through the HLA-DR
expression mechanisms. However, the second signal (CD80 and CD86 expression) and
cytokine expression did not show abnormalities. These results suggest that these
immunological mechanisms may participate of the increasing susceptibility of HTLV-1
infected subjects to acquire others infectious diseases.

Key words: 1. HTLV-1; 2. Lymphocytes; 3. Monocytes; 4. Immunology.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido para participacdo no estudo que
avalia a resposta imune de individuos com HTIL.V-1 a antigenos nio relacionados
ao virus

Nome do Projeto:

“Avaliacio da Resposta Imune em Individuos Infectados pelo HT1.V-1 a
Antigenos nio Relacionados ao Virus*

Nome do Participante:

Investigador Principal: Dr. Edgar Marcelino de Carvalho Filho, pesquisador e chefe
do Servigo de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard Santos, Rua Jodo
das Botas, S/N - Canela - 40110-160 - Salvador Bahia.

Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira UFBA. Rua Augusto Viana, s/n,
Canela - Hospital Universitario Prof. Edgard Santos. 1° andar. "

Convite e objetivos — Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem
. como objetivo avaliar a resposta imunolégica em individuos infectados pelo HTL V-1
antes € apOs a vacinacdo para tétano. Participam deste estudo pacientes portadores
assintomaticos do HTLV-1 (ndo desenvolvem doenga) e individuos ndo infectados pelo
HTLV-1. Além das informagdes aqui prestadas vocé pode perguntar tudo sobre o estudo
ao seu médico. Caso decida participar do estudo, sera solicitada a sua assinatura neste
termo de consentimento.

Participacao Voluntiria - A sua participa¢iio € voluntdria. Vocé pode desistir de
participar do estudo a qualquer momento. Se depois de assinar este documento vocé
resolver desistir de participar do estudo, ndc haverda qualquer prejuizo para vocé.
Participando ou ndo do estudo vocé recebera todos os cuidados médicos dispensados
aos pacientes com HTLV-1. Se vocé € um individuo néo infectado pelo HTLV-1, vocé
também recebera acompanhamento médico caso acontega algum tipo de problema
durante o procedimento desta pesquisa.

Finalidade - Este estudo visa avaliar a resposta imunoldgica do individuo infectado e
nao infectado pelo HTLV-1 antes e apds a vacinagio para o tétano.

Procedimento — Caso concorde em participar do estudo, vocé sera solicitado a doar 30
mL de sangue, coletados por puncdo da veia do antebrago, para realizagdo dos estudos
imunologicos antes da vacinagio. Logo apds, recebera uma vacina contra o tétano. Apos
60 dias (2 meses), vocé sera convocado para doar 30 mL de sangue (também por puncio
da veia) para realizag8o de estudos imunolégicos apds a vacinagéo.

Duracio do Estudo - Apds a assinatura do Termo de Consentimento sua participagao
no estudo serd de 3 meses.

Confidencialidade -~ Qualquer informagio obtida dentro do estudo s6 sera de
conhecimento da equipe que participa do estudo. Vocé e qualquer participante deste
estudo n#o serdo identificados por nome nas publica¢des dos resultados do estudo.

Anilise_de Riscos e Beneficios A coleta de sangue, que sera realizada por um
profissional da saide treinado, pode vir acompanhada de dor ou vermelhiddo no Jocal
onde ¢ feita a retirada do sangue. Caso isso acontega, vocé serd atendido por um médico




do Ambulatorio de HTLV-1 para diminuir tars desconfortos. Inicialmente, a vacina
antitetanica ndo oferece risco algum para sua saude. Caso haja coceira ou dor no local
de aplicagdo da vacina ou da retirada do sangue, uma pomada sera utilizada para aliviar
05 sintomas.

Retorno de Beneficios para o Sujeito ¢ para a Sociedade - Estudos anteriores
relataram que em pacientes portadores assintomaticos do HTLV-1, a resposta
imunolégica ndo € eficaz contra a toxina do tétano. Entdo, um estude que investigue a
falta de resposta na infecgdo pelo HTLV-1 faz-se necessario para gue se possa
compreender 0s mecanismos envolvidos nessa auséncia de resposta. Esse entendimento
contribuird para um melhor acompanhamento dos pacientes que apresentam infeccio
pelo HTL.V-1 e outras doengas a0 mesmo tempo.

Custos — Vocé ndo tera custos com a sua participagiio no estudo.

Esclarecimento - Caso vocé precise de esclarecimentos preliminares pode contar com
os seguintes investigadores pelo telefone (71) 3237-7353: Dr. Edgar Marcelino de
Carvalho Filho, Dra. Silvane Braga Santos e Anselmo Souza. Se vocé tiver duvidas
sobre os direitos dos participantes de pesquisas ou sobre injirias secundarias 2
participagio em projetos de pesquisas, favor contactar o Comité de Etica em Pesquisa
Matemidade Climério de Oliveira, Hospital Universitdrio Prof. Edgard Santos, no
telefone (71) 3283-8043.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado ¢
vocé aceita partictpar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Sera entregue a vocé uma
copia deste formulario para guardar.

L__ Sim, aceito participar do estudo.

N&o, ndo aceito participar do estudo.

Assinatura do participante Data Hora

Assinatura do pesquisador Data Hora

Assinatura da testemunha Data Hora
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~zri analise e deliberagao deste Institucional o Professor, Doutor, Edgar Marcelino de
“ arvalho, Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa “Avaliacdo da resposta
imune em individuos infectados pelo HTLV-1 a antigenos nio relacionados ao
virus”, posto sob pendéncia em 27 de Maio de 2009 pelo Parecer/Reésolugdo N°
039/2009 deste Colegiado, encaminhou, em 01 de Julho de 2009, o novo “Termeo de
Consentimento Livre e Pré-Esclarecido” em atendimento ao referido Parecer. =T

Inexistindo na proposicdo analisada conflito administrativo, processual e ético que
contra-indique a continuidade executéria local do Estudo, fica 2 mesma aprovada, =<
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P 2075 d v Salvador, 10 de Julho de 2009

N STTELY 7 R M—

- - Professor, Doutor, Antonio dos Santos Barata,
Coordenador — CEP/MCO/UFBA

bservacbées importantes. Toda a documentacdo anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida
com & rubrica da Secretaria deste (a) ao (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugdio e nas “Recomendacgdes Adicionais” apensas, bem como a
impostergavel entrega de relatérios parciais e final como consta nesta liberacio,
(Modelo de Redacgdo para Relatorio de Pesquisa, anexo).
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Abstract

Background: HTLV-1 is an etiologic agent of Adult T-cell leukemia/lymphoma
(ATLL) and HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP). It was shown that peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
HTLV-1 infected subjects do not proliferate after stimulation with recall antigens
such as purified protein derivate (PPD) from Mycobacterium tuberculosis and tetanus
toxoid (TT). Some factors may be involved in this abnormality: regulatory T cell
function and dysfunctional antigen-presenting cells (APC). The aim of this study was
To evaluate the immune response against TT in HTLV-1 infected subjects.

Results: It was selected 14HTLV-1 carriers with low IFN-y production and 12
healthy controls (HC). It was performed serology for TT. The seronegative
individuals were immunized with TT. After immunization, patients had low 1gG anti-
TT production when compared with healthy controls (p = 0.007). Frequency of CD4"
T cells expressing IFN-y, TNF and IL-10, after stimulus, were lower in patients than
the controls after immunization (p = 0.01, p = 0.04 and p = 0.01, respectively).
Monocytes from patients did not increase the HLA-DR expression after stimulation
with TT. TNF and IL-12 expression by monocytes from patients increased after
stimulation (p = 0.009 and p = 0.006, respectively). Conclusions: HTLV-1 infected
subjects, after vaccination, presented a decreasing of the humoral and cellular immune
response against TT. Monocytes from the patients showed an impairment of antigen
presentation through the HLA-DR expression mechanisms. However, the second
signal (CD80 and CD86 expression) and cytokine expression did not show

abnormalities. These results suggest that these immunological mechanisms may



participate of the increasing susceptibility of HTLV-1 infected subjects to acquire

others infectious diseases.

Key words: HTLV-1, antibody, lymphocytes, monocytes.



Background

The human T cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is a retrovirus that
infects 10 to 20 million people worldwide [1]. Adult T-cell leukemia/lymphoma
(ATLL) [2] and HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP) [3] are the main diseases associated with the virus. However, a large
percentage of infected individuals remain only as HTLV-1 carriers (HC) [4].

HTLV-1 infects predominantly CD4" T cells leading to spontaneous
lymphocyte proliferation and cytokine production in the absence of stimulus [5]. Both
CD4" and CD8" cells produce proinflammatory cytokines, such as interferon-gamma
(IFN-y), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6) [6-8]. In vitro
studies have shown that HC have a higher cytokine production when compared with
healthy subjects (HS) [9], and that HAM/TSP patients produce more IFN-y and TNF-
a than HC [10].

It is known that HTLV-1-infected individuals are more susceptible to infectious
diseases. Subjects infected with HTLV-1 and Strongyloides stercoralis develop more
frequently recurrent and disseminated strongyloidiasis due to an impaired
immunological response to worm antigens [11, 12]. Another example is the
association between tuberculosis and HTLV-1 infection. In Peru, individuals infected
with HTLV-1 have a two-fold increased chance of acquiring tuberculosis [13]. In
Salvador, Bahia, an endemic area for tuberculosis and HTLV-1, individuals infected
with HTLV-1 have a 2.6 times greater risk of acquiring an infection with
Mycobacterium tuberculosis [14].

Regarding immune response, the frequency of HTLV-1 carriers who have

negative tuberculin skin test (TST) is higher than in seronegative controls [15].
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Moreover, it has been documented that HTLV-1 infected individuals have impaired
lymphoproliferation to M. tuberculosis antigen, tetanus toxoid, cytomegalovirus and
candidin [16]. Possible factors that may contribute to this suppression include
decreased ability of antigen-presenting cells (APCs) to present antigen and/or
production of regulatory cytokines. In patients with ATLL, a decreased expression of
HLA-DR has been documented [17, 18]. It has been shown that IL-12 enhances
lymphocyte proliferation and IFN-y production of HTLV-1 infected subjects [19].

It is known that HTLV-1 carriers have a high IL-10 production [9]. Moreover, a
direct correlation between IFN-y and IL-10 production in HTLV-1 carriers has been
interpreted as an attempt to down-modulate the exaggerated immune response
induced by the virus, and consequently to prevent tissue damage due to exacerbation
of proinflammatory cytokine production during HTLV-1 infection [20]. However,
enhancement in 1L-10 production may decrease the immune response to other
antigens. Our hypothesis is that HTLV-1 infected subjects have a decreased humoral
and cellular immune response against tetanus toxoid (TT) and monocytes from these
individuals have a decreased ability to express costimulatory molecules and/or
abnormalities in cytokine production. In this study we evaluated monocyte
expression of costimulatory molecules (CD80 and CD86), HLA-DR and cytokines

(TNF, IL-10 and IL-12), after stimulation with and tetanus toxoid (TT).



Results

Humoral and cellular immune response against TT

The production of antigen specific IgG after immunization with TT in HTLV-1
infected subjects and controls is shown in figure 1. The median of the observances in
healthy subjects (0.800) ranging from 0.52 to 1.04 was higher (P=0.007) than in
HTLV-1 infected subjects who had median of 0.48 ranging from 0.23 to 1.1. There
was no correlation between antibody titers and production of IFN-y (Figure 1).

The frequency of CD4 and CD8 T cells displaying cytokines in cultures
stimulated with TT were also different among HTLV-1 infected individuals and
healthy subjects. The median of CD4 T cells expressing IFN-y in healthy subjects was
0.3 ranging from 0.2 to 14 while in HTLV-1 infected subjects was 0.15 ranging from
0.1to 0,4 (P=0.01). The frequency of CD4" T cells expressing IL-10 was also higher
(P=0.01) in healthy subjects 0.4 ranging from 0.2 to 13 than in HTLV-1 infected
subjects median of 0.2 ranging from 0.1 to 0.4. Indeed the frequency of CD8 T cells
expressing TNF-a in healthy subjects was also higher in healthy subjects than in

HTLV-1 infected subjects (P=0.04) (Figure 2).

HLA-DR, CD80, CD86 and cytokines expression by monocytes

The phenotypic characteristics of monocytes in HTLV-1 infected subjects and
in healthy controls were also different. Specifically the intensity of the expression of
HLA-DR in CD14 cells was higher healthy subjects median of 552 ranging from 112
to 4013 than in HTLV-1 infected subjects 504 ranging from 68 to 2349. There was no
difference regarding the expression of CD80 and CD86 between HTLV-1 infected

individuals and healthy subjects (Figure 3).



Both HTLV-1 infected individuals and healthy subjects increased the frequency
of cells expressing TNF-a, IL-12 and IL-10 after stimulation with TT but significant

increasing was only observed in HTLV-1 infected individuals (Figure 4).

Discussion

The association of other infectious diseases with HTLV-1 infection is well
documented and severe factors may participate to increase the susceptibility of
HTLV-1 infected subjects to have an abnormal immune response to a biased antigen.
Here in we showed that antibodies production as well as the frequency of cells
expressing cytokines upon stimulation with TT after immunization with this antigen
were higher in healthy subjects than in HTLV-1 infected individuals indicating an
impairment in both antibody production and cell mediated immunity of HTLV-1
infected subjects in develop an immune response to a biased antigen.

During HTLV-1 infection immunologic abnormalities have been documented in
both antigen presenting cells and in T cells which could impair immunologic response
to other antigens. The increased susceptibility to Strongyloides stercoralis in HTLV-1
infected individuals have been associated with a decrease in the Th2 type of immune
against parasite antigens [21] and also due to an increasing in regulatory T cells [22].
It has been shown in patients with HTLV-1 and strongiloidiasis a negative correlation
between IFN-y with IL-5, and IFN-y with total and parasite specific IgE.

In the present study because the majority of subjects infected with HTLV-1
have a high production of cytokines and an increased lymphocyte proliferative
response even in unstimulated culture we decide to only include subjects who had low

production of IFN-y and TNF-a. These cytokines are determined in all participants at
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the admission in the HTLV-1 clinic. However when we determine the production of
cytokines in unstimulated cultures previous to the immunization about 50% of
infected subjects had higher levels of IFN-y. However even having a limited number
of subjects with high production of IFN-y we showed that there was no correlation
between IFN-y productions an unstimulated cultures and production of IgG to tetanus
toxoid after immunization with this antigen. IFN-y contribute to IgG production [23]
but it can down modulate 1gG1 response. We did not evaluate 1gG subclasses but the
observation indicates that high levels of IFN-y may have little influence in antigen
specific IgG levels.

As cytokine production and frequency of cells expressing these cytokines are
increased in HTLV-1 it is difficult sometimes to evaluate the influence of antigen
stimulation in cytokine production and in the frequency of cells expressing cytokines.
However we showed that the frequency of CD4 T cells expressing IFN-y and IL-10 as
well as the frequency of CD8 T cells expressing TNF-a was higher in healthy subjects
than in HTLV-1 infected subjects in cultures stimulated with TT. This indicates that
in HTLV-1 infection there is a decrease in the production of both pro-inflammatory
and regulatory cytokines after immunization with TT.

The impairment in T cells in produce cytokine and produce antibody after
immunization with TT antigen may be due to defect in antigen presenting cells.
Because HTLV-1 infected predominantly T cells very little attention have be given to
antigen present cells. However HTLV-1 may infected monocytes/macrophages as
well as dendritic cells [24, 25]. Moreover it has been shown that dendritic cells from
HTLV-1 infected subjects express less HLA-DR [17] and that there is impairment on
the differentiation of macrophages to dendritic cells in HTLV-1 infected subjects. It is

relevant to pointed out that these previous studies included patients with HAM/TSP,
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whose are known to present more immunologic abnormalities, since lymphocyte
proliferation and IFN-y production in unstimulated cultures are higher in HAM/TSP
than in HTLV-1 carriers. Here all participants of the study were HTLV-1 carriers and
the majority of them had little or no evidence of lymphocyte activation measured by
secretion of IFN-y. So even in HTLV-1 carriers without evidence of great T cell
activation we showed an impairment in the expression of HLA-DR molecules that are
important to the generation of an immune response. Therefore it is possible that the
decreasing in the insensitivity of expression of HLA-DR by impair antigen
presentation to T cells had contributed to the decreasing in antibody and in cell
mediated immunity in HTLV-1 infected subjects after immunization with TT.

The cytokine production by antigen presenting cells such as IL-12 and IL-10
may influence the immunologic responses to other antigens in HTLV-1 infected
subjects. We have previously shown that compared to uninfected controls HTLV-1
carriers produce more 1L-10 the most important cytokine that down modulate the
immunologic response in humans [9]. It was also shown that levels of IL-12 is
reduced in supernatants of HTLV-1 infected subjects with tuberculosis in cultures
stimulated with PPD [26] and that exogenous addition of IL-12 to lymphocyte
cultures of HTLV-1 infected subjects enhance lymphocyte proliferation to PPD [19].
However our data did not show impairment in IL-12 neither higher expression of IL-
10 by monocytes. Therefore while we cannot ruled out a role for regulatory cytokines
in the impairment of the immune response in HTLV-1 infected subjects, as our studies
were performed only monocytes we show that decreasing expression of HLA-DR
may play an important role in the immune response to a biased antigen in HTLV-1
infection and may participate in the increasing susceptibility of HTLV-1 infected

subjects to develop other infectious disease.

-9-



Conclusions

This study showed that HTLV-1 infected subjects, after vaccination, presented a
decreasing of the humoral and cellular immune response against TT. Monocytes from
the patients showed an impairment of antigen presentation through the HLA-DR
expression mechanisms. However, the second signal (CD80 and CD86 expression)
and cytokine expression did not show abnormalities. These results suggest that these
immunological mechanisms may participate of the increasing susceptibility of HTLV-

1 infected subjects to acquire others infectious diseases
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Methods

Subjects

HTLV-1 carriers (HTLV, n = 14) were selected from the HTLV-1 clinic at the
Hospital Universitario Professor Edgard Santos, Federal University of Bahia, Brazil.
The diagnosis of HTLV-1 was performed by ELISA (Murex Biotech Limited,
Dartford, UK) and confirmed by Western Blot (HTLV blot 2.4, Genelabs, Singapore).
Exclusion criteria included the use of antiviral drugs or immunomodulators in the
previous 90 days, helminthic infection, co-infection with HIV, HCV, HBV or
tuberculosis and presence of diseases. Motor dysfunction was determined by Osame’s
Motor Disability Score (OMDS) [3] and the degree of neurological involvement was
assessed by the Expanded Disability Status Scale (EDSS) [27]. Patients with OMDS =
0 and EDSS = 0 were selected.

HTLV-1 seronegative healthy subjects (HS, n = 12) were employees from the
Immunology Service, Hospital Universitario Professor Edgard Santos. The Ethical
Committee of the Maternidade Climério de Oliveira approved this study (number
154/2009) and informed consent was obtained from all prospectively enrolled

subjects.

Serology for tetanus toxoid and immunization

The serology for TT consisted of ELISA. A 96-wells plate was coated with TT
(0.1 Lf/mL), overnight, 4 °C. The sera from patients and HS were diluted (1:100) and
incubated during 1 hour, 37 °C. Anti-human 1gG alkaline phosphatase conjugate
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) was diluted (1:1,000) and incubated for 1

hour, 37 °C. 1 mg/mL of pNPP (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) was used to
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reveal the reaction. The plate was read at 405 nm. Serum of immunized individuals
was used as positive control. Serum of non-immunized individuals (more than 10
years of the last immunization) was used as negative controls. It was considered
seronegative to TT if the optical density (O.D.) was lower than the cut-off. The cut-off
was calculated with the mean of the O.D. from the negative controls plus two standard
deviation (mean + 2 x S.D.).

Patients and HS with negative serology to TT were immunized. After two
vaccine doses, they returned to collect the blood and serum. Immunological

evaluations were performed before and after immunization.

PBMC isolation and Flow cytometry

PBMC from HTLV-1 and HS were obtained from heparinized venous blood
samples by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation. Cultures of 4 x 10° PBMC
were prepared in RPMI 1640 plus 5% heat inactivated human AB serum (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO), antibiotics and glutamine.

To evaluate the cytokine expression by monocytes, PBMC were cultured during
20 hours with TT (0,5 Lf/mL). The last four hours it was added Brefeldin A (1
pg/mL). The cells were labeled with anti-CD4 and anti-CD8 and fixed with
formaldehyde. After, cells were labeled with anti-1IFN-y, anti-TNF and anti-1L-10 for
30 minutes at room temperature.

To evaluate costimulatory molecules and HLA-DR expression in monocytes,
PBMC were cultured during 6 hours without stimulus, or were stimulated with
tetanus toxoid (0.5 Lf/mL). Cells were then incubated with FITC, PE or PE-Cy5-
labeled monoclonal antibodies (lg controls, CD14, HLA-DR, CD80 and CD86) for 20

minutes at 4°C. All mentioned reagents were from BD Pharmingen, Franklin Lakes,
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NJ. After staining, preparations were washed with phosphate-buffer saline (PBS),
fixed with 2% formaldehyde in PBS and kept at 4 °C until data acquisition using a
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). To evaluate cytokine expression, the
fixed cells were permeabilized with a solution of Saponin and stained, for 30 minutes
at 4 °C, using anti-cytokine monoclonal antibodies (TNF-a, IL-12, IL-10) conjugated
with PE (BD Pharmingen).

In all cases, 100,000 gated events were acquired for later analysis in FACScanto

Il cytometer. Analysis was performed using FlowJo Software version 7.6.1.

Statistical analysis

Wilcoxon signed rank test was used to compare the cytokine and surface
molecule expression between cells with or without stimulation. Mann-Whitney test
was used to compare results between the HS group and the HTLV-1 group. An alpha
of 5% (p < 0.05) was considered for statistical significance. Analyses were performed

using Graphpad Prism version 5.0.
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Figure Legends

Figure 1. Serology for TT from HTLV-1 infected individuals and healthy subjects
after immunization for TT. The dashed line represents the cut-off (O.D. = 0,238).

Statistical analysis was performed using Mann-Whitney test.

Figure 2. Expression of cytokines from CD4" and CD8" T cell, stimulated with TT,
from HTLV-1 infected individuals and HS before and after immunization. Statistical

analysis was performed using Wilcoxon test.

Figure 3. HLA-DR (A), CD80 (B) and CD86 (C) expression by CD14" monocytes
from HTLV-1 infected individuals and HS with or without TT stimulation. Statistical

analysis was performed using Wilcoxon test. MFI = mean of fluorescence intensity.

Figure 4. TNF (A), IL-12 (B) and IL-10 (C) expression by CD14" monocytes from

HTLV-1 infected individuals and HS with or without TT stimulation. Statistical

analysis was performed using Wilcoxon and Mann-Whitney tests.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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the article, but a link will be provided to the files as supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls ) or comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard
file extensions.

Preparing additional files

Although Retrovirology does not restrict the length and quantity of data included in an article, we encourage authors to provide datasets, tables, movies, or other
information as additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not include files such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised
versions of the main manuscript document with tracked changes. Such files should be sent by email to editorial@retrovirology.com, quoting the Manuscript ID number.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should be included as additional files. Since many weblinks and URLs rapidly become broken,
Retrovirology requires that supporting data are included as additional files, or deposited in a recognized repository . Please do not link to data on a
personal/departmental website. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on submission.
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Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published article as supplied by the author. reuse. e.g. We recommend CSV rather than
PDF for tabular data.

Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the browser. These include most movie formats (for users with the Quicktime
plugin), mini-websites prepared according to our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB), geographic data files (KML).

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of the manuscript text:

File name (e.g. Additional file 1)

File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx (including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)
Title of data

Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie
file shows this in more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be viewable using free or widely available tools. The following are examples of
suitable formats.

Additional documentation

PDF (Adode Acrobat)
Animations

SWF (Shockwave Flash)
Movies

MP4 (MPEG 4)

MOV (Quicktime)
Tabular data

XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
CSV (Comma separated values)

As with figure files, files should be given the standard file extensions.

Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that they will be browsable from within the full text HTML version of the article. In
order to do this, please follow these instructions:

Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root.

Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders.

Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than "/images/picture.jpg" or "http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or "C:\Documents and
Settings\username\My Documents\mini-website\images\picture.jpg") and no link is longer than 255 characters.

Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that the most commonly used browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to
view all parts of the mini-website without problems, it is ideal to check this on a different machine.

Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that index.html is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then
submit as an additional file with your article.

Style and language

General
Currently, Retrovirology can only accept manuscripts written in English. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be concise.

Retrovirology will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers may advise rejection of a manuscript if it is compromised by grammatical errors.
Authors are advised to write clearly and simply, and to have their article checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be minimal. Non-native
speakers of English may choose to make use of a copyediting service.

Help and advice on scientific writing
The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit our page on Writing titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manuscript. American Scientist also provides a list of resources for science writing. For
more detailed guidance on preparing a manuscript and writing in English, please visit the BioMed Central author academy.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first used and a list of abbreviations can be provided following the main
manuscript text.

Typography

Please use double line spacing.

Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All pages should be numbered.

Use the Retrovirology reference format.

Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

Please do not format the text in multiple columns.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce a particular special character, please type out the name of the symbol in
full. Please ensure that all special characters used are embedded in the text, otherwise they will be lost during conversion to PDF.

Genes, mutations, genotypes, and alleles should be indicated in italics, and authors are required to use approved gene symbols, names, and formatting. Protein
products should be in plain type.

Units
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SI units should be used throughout ( liter and molar are permitted, however).

@ Springer
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INFLUENCIA DO HTLY-I NA INCIDENCIA, RESPOSTA IMUNE E MANIFESTACOES CLINICAS DE

OUTRAS DOENCAS INFECCIOSAS

INFLUENCE OF HTIN-1IN THE INCIDENCE, IMMUNE RESPONSE AND CLINICAL MANIFESTATIONS OF OTHER

INFECTIOUS DISEASES

Anselmo Souza!, Aurélia Porto?, Silvane B. Santos!, Maria de Lourdes Bastos?, Edgar M. Carvalho!

2Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, SE; *Hospital Especializado Octdvio Mangabeira, Salvador, BA; Brasil

O viruslinfotroépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-I) é o agente causal da mielopatia associada ao HTLV-I
(HAM/TSP) e daleucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e é prevalente no Brasil, Africa, América Central e
Japdo. O virus infecta células T e tem sido observado que a infecgdo pelo HTLV-I pode interferir na incidéncia,
expressdo de doenca e resposta imune de outras doencas infecciosas, tais como estrongiloidiase, sarna norueguesa,
tuberculose e esquistossomose. Neste trabalho, foi revisado o que ha na literatura sobre a associagdo entre HTLV-1 e
outras doencas infecciosas, enfatizando a tuberculose, outras doencas bacterianas, helmintiases, infeccles virais e
sar nanorueguesa. Além disso, foram adicionados dados ainda ndo publicados de pesquisa que vem sendo desenvolvida
no Servigo de Imunologia do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos, UFBA.

Palavras chave: HTLV-| e estrongiloidiase, tuberculose e HTLV-I, escabiose e HTLV-I, esquistossomose e HTLV-I.

Human T cell lymphotropicvirustypel (HTLV-I) iscausal agent of HTLV-I-associated myelopathy (HAM/TSP) and adult
T cell leukemia/lymphoma (ATLL) anditsprevalentin Brazl, Africaand Central America. Thevirusinfects predominantly
CD4* T cells and it has been observed that HTLV-I infection may influence the incidence, clinical manifestations and
immune response of other diseases like strongyloidiasis, scabies and schistosomiasis. Here we revised publications about
association between HTLV-I and othersinfectious diseases, with emphasisin tuberculosis, helminthiasis, scabiesand viral
and bacterial infections. Moreover, we added data generated in the Immunology Service of the Complexo Hospitalar

1Servigo de Imunologia, Complexo Hospitalar Universitdrio Prof. Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA;

Universitario Prof. Edgard Santos.

Keywords: HTLV-I and strongyloidiasis, tuberculosisin HTLV-I, scabiesand HTLV-I, schistosomiasisand HTLV-I.

Oviruslinfotropico decélulas T humanastipo | (HTLV-I)
tem dtaprevalénciano Brasil, AméricaCentral eAfrica, regides
com elevada incidéncia de doencgas infecto-parasitarias,
fazendo com que a associagdo entre o HTLV-I e doencas
infecciosas sgjam comunsnestasareas” ®. OHTLV-I éo agente
causal da mielopatia associada ao virus ou paraparesia
espésticatropical (HAM/TSP) ?® edaleucemiadecélulas T
do adulto (ATLL)®". O virus infecta, predominantemente,
células T, induzindo ativacdo e proliferagdo celular com
produc&o de concentragdes el evadas de citocinas associadas
comarespostaThl, como Interleucina(IL)-2, fator denecrose
tumoral afa (TNF-o) e interferon-gama (IFN-y)©47. Essas
alteragdes sdo observadas em portadores assintométicos do
virus, mas s30 mais marcantes em pacientescom HAM/TSP“?,
Como a resposta imune desempenha papel importante na
patogénese das doengas infecciosas, € esperado que as

Recebido em 29/06/2009 Aceito em 30/10/2009
Endereco para correspondéncia: Dr. Edgar M. Carvalho - Servico de
Imunologia, 5° andar, Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos, Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador,
BA, Brasil. Phone (55.71) 3237-7353, Fax: (55.71) 3245-7110. E-
mail: edgar@ufbabr and imuno@ufba.br.

Fonte de financiamento: Este trabalho teve o suporte do National
Institute of Health projeto RO1 A1079238A.

Gazeta Médica da Bahia 2009;79:1(Jan-Dez):61-67
© 2009 Gazeta Médica da Bahia. Todos os direitos reservados.

alterag6es imunol égicas induzidas pelo HTLV-I possam
interferir naincidéncia, respostaimune e manifestagdesclinicas
das doengas infecciosas em pacientes coinfectados.

Estudos de corte transversal tem identificado que
pacientes infectados pelo HTLV-I tem mais doengas
parasitérias, doengas virais, doengas causadas por bactérias
extra e intracelulares do que individuos soronegativos para
este virus? 3424 |nvestigadores do Servico de Imunologia
do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos (SIM-HUPES) acompanham, ha cerca de 10 anos,
individuosinfectados pelo HTLV-I e o papel dainfecgéo pelo
HTLV-1 em modificar a resposta imune e manifestacfes de
doencas infecciosas tem sido estudado. No presente trabalho
foi feitaumarevisdo sobreaassociacéo entre HTLV-1 eoutros
agentesinfecci0sos assim como é mostradaaexperiénciadeste
grupo nestas coinfecgoes.

Material eM éodos

Foram revisados artigos que tem como foco a infeccéo
pelo HTLV-I associada com outras doengasinfecciosas como:
Tuberculose, Estrongiloidiase, Esquistossomose, infeccdes
virals, infeccOes bacterianas e sarna norueguesa. Os dados
gerados no SIM-HUPES aindanéo publicadosforam obtidos
através de estudo aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa
daMaternidade Climério de Oliveiraaprovado em 20/06/2006.
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Review Article/Artigo de Revisao

Immunopathogenesis and neurological manifestations associated

to HTLV-1 infection

Imunopatogénese e manifestagoes neuroldgicas associadas a infecgao pelo HTLV-1

Anselmo Souza'*?, Davi Tanajura'?, Cristina Toledo-Cornell *#, Silvane Santos"* and Edgar Marcelino de Carvalho'

ABSTRACT

The human T lymphotropic virus type-1 (HTLV-1) was the first human retrovirus identified.
The virus is transmitted through sexual intercourse, blood transfusion, sharing of contaminated
needles or syringes and from mother to child, mainly through breastfeeding. In addition to
the well-known association between HTLV-1 and HTLV-1-associated myelopathy/tropical
spastic paraparesis (HAM/TSP), several diseases and neurologic manifestations have been
associated with the virus. This review was conducted through a PubMed search of the terms
HTLV-1, immune response and neurological diseases. Emphasis was given to the most recent
data regarding pathogenesis and clinical manifestations of HTLV-1 infection. The aim of the
review is to analyze the immune response and the variety of neurological manifestations
associated to HTLV-1 infection. A total of 102 articles were reviewed. The literature shows
that a large percentage of HTLV-1 infected individuals have others neurological symptoms
than HAM/TSP. Increased understanding of these numerous others clinical manifestations
associated to the virus than adult T cell leukemia/lymphoma (ATLL) and HAM/TSP has
challenged the view that HTLV-1 is a low morbidity infection.

Keywords: HTLV-1. Inmune response. HAM/TSP. Neurologic disease.

RESUMO

O viruslinfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus humano
identificado. O virus é transmitido via relagio sexual, transfusao de sangue, compartilhamento
de agulhas ou seringas contaminadas ou da mée para o filho, principalmente através da
amamentagio. Além da conhecida associagdo entre o HTLV-1 e a mielopatia associada ao
HTLV-1 (HAM/TSP), vérias doengas e manifestagdes neuroldgicas tem sido associadas
com o virus. Esta revisao de literatura foi conduzida através de pesquisa ao banco de dados do
PubMed, com os termos HTLV-1, resposta imune e doengas neurolégicas. Foram enfatizados
os dados mais recentes sobre a patogénese e as manifestagdes clinicas na infec¢ao pelo
HTLV-1. O objetivo dessa revisao é analisar a resposta imune e a variedade de manifestagoes
neuroldgicas associadas com a infec¢ao pelo HTLV-1. Um total de 102 artigos foi analisado.
Aliteratura mostra que grande porcentagem de individuos infectados pelo HTLV-1 apresenta
sintomas neuroldgicos mesmo na auséncia de HAM/TSP. Uma maior compreensao das vérias
manifestagoes clinicas associadas ao virus, além da leucemia/linfoma de células T do adulto
(ATLL) e HAM/ TSP, auxilia a estabelecer que, na realidade, a infecgao pelo virus possui uma
morbidade maior do que se pensava.

Palavras-chaves: HTLV-1. Resposta imune. HAM/TSP. Doenga neuroldgica.
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INTRODUCTION

The human T lymphotropic virus type-1
(HTLV-1) was the first human retrovirus identified".
The virus is transmitted through sexual intercourse,
blood transfusion, sharing of contaminated needles
or syringes and from mother to child, mainly through
breastfeeding*. The infection occurs predominantly
in Africa, South America, the Caribbean and
southeast Japan, with Brazil being significantly
affected*.

The pathogenesis of HTLV-1 infection is not
completely understood, but both T cell activation
and proviral load are determinants of disease
outcome. The two major diseases associated to the
virusinfection are adult T cell leukemia/lymphoma
(ATLL) and HTLV-1-associated myelopathy/
tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). These
clinical manifestations occur in less than 5% of
HTLV-1 infected patients and have been considered
alow morbidity infection. However, several studies
showed that a large number of HTLV-1 infected
individuals develop symptoms of inflammatory
disease®”. Moreover, a large percentage of affected
individuals have neurological symptoms other than
HAM/TSP®.

In this review, the most recent data regarding
pathogenesis and neurological manifestations of
HTLV-1 infection were analyzed. Emphasis is given
to immune response and the variety of neurological
diseases associated with HTLV-1 infection.

For this review, we examined 398 articles from
journals indexed in PubMed. The terms used for
the research were: HTLV-1, immune response,
HAM/TSP and neurological diseases associated
with HTLV-1 infection. Of this total, 102 articles
were selected.

STRUCTURE, GENOME AND
PERSISTENCE OF THE HTLV-1

The HTLV-1 genome consists of a single-
stranded ribonucleic acid (RNA). The two ends of
the genome have long terminal repeats (LTRs) that
help in the integration of proviral deoxyribonucleic
acid (DNA) into chromosomal DNA. Structural and
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The majority of patients infected with human
T-cell lymphotropic virus-type 1 (HTLV-1) are
considered carriers, but a high frequency of
urinary symptoms of overactive bladder,
common in HTLV-1 associated myelopathy/
tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) have
been documented in these patients. The aim of
this study was to determine if immunological
and viral factors that are seen in HAM/TSP are
also observed in these patients. Participants
were classified as HTLV-1 carriers (n = 45),
HTLV-1 patients suffering from overactive
bladder (n = 45) and HAM/TSP (n = 45). Cells
from HTLV-1 overactive bladder patients pro-
duced spontaneously more proinflammatory
cytokines than carriers. TNF-a and IL-17 levels
were similar in  HAM/TSP and HTLV-1
overactive bladder patients. High proviral load
was found in patients with overactive bladder
and HAM/TSP and correlated with proinflam-
matory cytokines. In contrast with findings in
patients with HAM/TSP, serum levels of Th1
chemokines were similar in HTLV-1 overactive
bladder and carriers. Exogenous addition of
regulatory cytokines decreased spontaneous
IFN-y production in cell cultures from HTLV-1
overactive bladder patients. The results show
that HTLV-1 overactive bladder and HAM/TSP
patients have in common some immunological
features as well as similar proviral load profile.
The data show that HTLV-1 overactive bladder
patients are still able to down regulate their
inflammatory immune response. In addition,
these patients express levels of chemokines
similar to carriers, which may explain why they
have yet to develop the same degree of spinal
cord damage as seen in patients with HAM/
TSP. These patients present symptoms of

© 2012 WILEY PERIODICALS, INC.

overactive bladder, which may be an early sign
of HAM/TSP. J. Med. Virol. 84:1809-1817,
2012. © 2012 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: HTLV-1; immune response;
cytokines; chemokines; pro-
viral load

INTRODUCTION

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)
is a complex retrovirus belonging to the Deltaretrovi-
rus family. It is associated etiologically with adult T
cell leukemia/lymphoma (ATLL) and HTLV-1 associ-
ated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/
TSP) [Uchiyama, 1997]. The HTLV-1 infection has
been considered an infection with low morbidity.
However, a cross-sectional study showed a higher fre-
quency of neurological symptoms, erectile dysfunction,
and urinary disturbances in HTLV-1 carriers than in
uninfected healthy controls, suggesting that the spec-
trum of disease may be broader [Caskey et al., 2007].
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Abstract

Background: HTLV-1 is associated with increased susceptibility to Mycobacterium tuberculosis infection and severity
of tuberculosis. Although previous studies have shown that HTLV-1 infected individuals have a low frequency of
positive tuberculin skin test (TST) and decreasing in lymphoproliferative responses compared to HTLV-1 uninfected
persons, these studies were not performed in individuals with history of tuberculosis or evidence of M. tuberculosis
infection. Therefore the reasons why HTLV-1 infection increases susceptibility to infection and severity of
tuberculosis are not understood.The aim of this study was to evaluate how HTLV-1 may influence the clinical,
bacteriologic and immunologic presentation of tuberculosis.

Methods: The study prospectively enrolled and followed 13 new cases of tuberculosis associated with HTLV-1
(cases) and 25 patients with tuberculosis without HTLV-1 infection (controls). Clinical findings, bacterial load in the
sputum, x-rays, immunological response and death were compared in the two groups.

Results: There were no differences in the demographic, clinical and TST response between the two study groups.
IFN-y and TNF-a production was higher in unstimulated cultures of mononuclear cells of case than in control
patients (p <0.01). While there was no difference in IFN-y production in PPD stimulated cultures, TNF-a levels were
lower in cases than in controls (p=0.01). There was no difference in the bacterial load among the groups but
sputum smear microscopy results became negative faster in cases than in controls. Death only occurred in two
co-infected patients.

Conclusion: While the increased susceptibility for tuberculosis infection in HTLV-1 infected subjects may be related
to impairment in TNF-a production, the severity of tuberculosis in co-infected patients may be due to the
enhancement of the Th1 inflammatory response, rather than in their decreased ability to control bacterial growth.

Keywords: HTLV-1, Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis

Background

The human T cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)
has a worldwide distribution; it is most prevalent in
Central and South America, Central Africa and south-
western Japan [1]. HTLV-1 infects predominantly CD4 T
cells inducing cell activation and proliferation of both
CD4 and CD8 T cells [2,3]. Moreover, the high produc-
tion of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IFN-y)
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has been associated with central nervous system (CNYS)
damage and the development of HTLV-1 associated
myelopathy (HAM) [2,3].

There is evidence that HTLV-1 infection increases se-
verity and susceptibility to strongyloidiasis, scabies and
tuberculosis [4-9]. In patients co-infected with HTLV-1
and Strongyloides stercoralis the exaggerated Thl im-
mune response and increased regulatory T cell response
decrease the Th2 immune response, which plays a piv-
otal role in host defense against helminthes [9-12].
HTLV-1 infected individuals have two to four-fold
increased chance to acquire tuberculosis [6,13-15]. Add-
itionally, in one retrospective study, it was observed that

© 2012 Bastos et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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