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LISTA DE ABREVIATURAS

ADCC - Citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos, antibody-dependent

cell-mediated cytotoxicity.

APC — antigen-presenting cell (Célula apresentadora de antigeno)

ATL — Adult T-cell leukemia (Leucemia/linfoma de células T do adulto)
CMSP — C¢lulas mononucleares do sangue periférico

CSF — Liquido cefalorraquidiano, liquor

LTC — Linfocitos T CD8+ citotoxicos

DNA — Acido desoxirribonucleico

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating fator (Fator Estimulador de Colonias

de Macrofagos e Granuldcitos)

HAM/TSP — HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (Mielopatia

associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical)

HBZ — HTLV-1 bZIP fator, HTLV-1 basic leucine ziper fator (fator basico em leucina do
HTLV-1)

HTLYV — Human T lymphotropic virus (Virus linfotropico de células T humanas)
IFN-y — Interferon y

MHC classe 1 e II — Major histocompatibility complex class I and II (Complexo de

histocompatibilidade principal classe I e II)
MIF — Média de intensidade de fluorescéncia
RNA — Acido ribonucleico

SNC - Sistema Nervoso Central



RESUMO

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE CELULAS NK E NKT NA INFECCAO
PELO HTLV-1. Objetivos: A citotoxicidade desenvolvida por células T CD8+ ¢
considerada o principal mecanismo de defesa contra o virus linfotropico de células T humanas
tipo 1 (HTLV-1). Assim como as células T CD8+, as células NK e NKT também sdo capazes
de desgranular com a liberacdo de mediadores citotoxicos, tais como perforinas e granzimas.
As células NK também medeiam a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC)
contra as células infectadas, mas poucos estudos procuram compreender o papel das células
NK e NKT na infeccdo pelo HTLV-1. O objetivo deste estudo foi avaliar a freqiiéncia de
células NK, expressdo de CD16, CD107a, NKG2D nessas células em portadores do HTLV-1,
pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) e
controles sadios e correlacionar os achados com a carga proviral e desenvolvimento para a
HAM/TSP. Métodos: A caracterizacdo fenotipica de células NK foi avaliada por citometria
de fluxo. Resultados: As frequéncias de células CD56+, CD56+CD3-, CD56+CD16+ e
CD56dim estdo diminuidas nos pacientes com HAM/TSP. Especificamente, a frequéncia de
células NK foi inversamente correlacionada com a carga proviral em portadores do HTLV-1
mas ndo em pacientes com HAM/TSP. A frequéncia das células CD56+ e CD56dim
expressando CD16 também estd diminuida em pacientes com HAM/TSP. Frequéncia de
células NK expressando CD107a e a intensidade da expressdo desta molécula foi maior em
individuos infectados com HTLV-1 em comparagdo aos controles sadios, mas nao foram
observadas diferencas entre os grupos de portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP.
A expressdo do receptor NKG2D ndo ¢ alterada em células NK de pacientes HAM/TSP, mas
sim em células T CD8+. A expressdo de NKG2D estd diretamente correlacionada com a
expressdao de CD107a. Conclusdes: Os dados neste estudo indicam que a desgranulagdo de
células NK e NKT, assim como expressdao de receptores CD16 e NKG2D estao preservados.
Contudo, a diminui¢cdo da frequéncia destas células desempenhando fungdes citotoxicas no
sangue periférico de pacientes com HAM/TSP em combate ao virus podem estar associadas
com o aumento da carga proviral e progressao para a doenga.

Palavras-chave: 1. HTLV-1; 2. Células NK; 3. Citotoxicidade celular; 4. Resposta imune
1nata



OBJETIVOS

Geral

Caracterizar fenotipicamente células NK e NKT na infec¢do pelo HTLV-1.

Especificos

e Avaliar a frequéncia de células NK e NKT em individuos infectados pelo HTLV-1
(portadores do HTLV-1 e pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia
espastica tropical - HAM/TSP) e controles sadios.

e Avaliar a expressdo de CD16, CD107a e NKG2D em células NK e NKT de individuos
infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.

e (Correlacionar os achados imunoldgicos com a carga proviral e desenvolvimento da

HAM/TSP.



HIPOTESE

As células NK participam dos mecanismos de defesa na infeccdo pelo HTLV-1 e
alteragdes na frequéncia e fungdo destas células podem contribuir para o aumento da carga

proviral e desenvolvimento da HAM/TSP.



INTRODUCAO

O virus linfotropico de células T humanas 1 (HTLV-1) infecta aproximadamente 5-10
milhdes de individuos em todo mundo. Apesar da maioria destes individuos permanecerem
assintomaticos durante toda a vida, uma pequena porcentagem (cerca de 5%) pode
desenvolver uma doenga degenerativa neuroldgica grave ou uma doenga linfoproliferativa.
Uma importante doenca associada ao HTLV-1 ¢é a mielopatia associada ao HTLV-
1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP). A HAM/TSP ¢ caracterizada pela destrui¢cao do
tecido nervoso na medula espinhal, levando ao desenvolvimento de uma paraparesia espastica
e incapacidade de deambula¢do dos pacientes. A HAM/TSP é bem descrita na literatura,
contudo os eventos imunologicos que levam ao desenvolvimento desta patologia ainda nao

foram completamente elucidados.

O HTLV-1 infecta principalmente linfocitos T CD4+ e T CD8+. Apesar de outros tipos
celulares também serem infectados pelo virus, ja se sabe que estas sdo as principais células
participantes do controle da infec¢do. Desempenhando papéis importantes na resposta imune
adaptativa, os linfocitos T CD4+ auxiliares produzem citocinas que estimulam a diferenciagao
de linfocitos T CD8+ em linfocitos T CD8+ citotoxicos efetores (LTC). Os linfocitos T CD4+
também estimulam através de moléculas coestimuladoras a ativagdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs). Entretanto, sdo as LTC as principais células
consideradas responsaveis pela defesa do hospedeiro contra o HTLV-1. Ao reconhecerem os
peptideos virais, expressos pela molécula MHC classe I nas APCs (principalmente células
dendriticas e mondécitos/macréfagos), os LTC produzem mediadores citotoxicos capazes de

desencadear sinalizagdo que resultardo na apoptose das células infectadas.

O papel dos LTC no desenvolvimento da HAM/TSP ainda ndo foi completamente
esclarecido. Alguns estudos defendem a hipdtese de que a eficiéncia dos LTC controla a carga
proviral e a expressdo de proteinas virais nas células infectadas, reduzindo a chance de
desenvolvimento da HAM/TSP. Outros estudos mostram que frequéncias elevadas de LTC
especificos para o HTLV-1 observados no sangue periférico e liquido cefalorraquidiano
(CSF) de pacientes com HAM/TSP sdo importantes fontes produtoras de concentragdes
exacerbadas de mediadores pro inflamatdrios que sdo os responsaveis pelo dano neurologico
tecidual observado no sistema nervoso central (SNC) dos pacientes com HAM/TSP. Segundo

estes estudos, a funcdo protetora dessas células depende de fatores especificos do hospedeiro
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como a eficiéncia litica, a qualidade e grau de avidez de liga¢do entre os LTC e a célula

infectada, assim como dos mecanismos de escape desenvolvidos pelo virus.

Além dos LTC, as células Natural Killers (NK) também sdo células citotoxicas. Estas
células participam da resposta imune inata e apresentam fungdes importantes no controle da
replicacdo viral. Células NK assim como os LTC podem produzir mediadores inflamatdrios e
citotoxicos, além de serem células efetoras da citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC). Apesar disso, poucos estudos tém avaliado o papel destas células na infec¢ao pelo

HTLV-1.

No presente estudo, foi observado que a frequéncia de células NK estd diminuida na
HAM/TSP e que esta diminui¢do correlacionou-se inversamente com a carga proviral em
portadores do HTLV-1 mas ndo em pacientes com HAM/TSP. A frequéncia de células NK
CD56+ e CD56dim expressando CD16 também estava diminuida na HAM/TSP. Células NK
e NKT de individuos infectados pelo HTLV-1 (portadores do HTLV-1 e pacientes com
HAM/TSP) apresentaram uma maior intensidade de desgranulacdo quando comparados aos
controles sadios, porém ndo foram observadas diferengas entre os grupos de individuos
infectados pelo HTLV-1. A expressdo de NKG2D estava preservada nas células NK de
individuos infectados pelo HTLV-1 e correlacionou-se diretamente com a desgranulagdo em

células linféides em geral e células NK.

A diminuigdo da freqliéncia de células NK em pacientes com HAM/TSP e a
documentacdo de uma correlag@o inversa entre a freqiiéncia dessas células e a carga proviral
em portadores do HTLV-1 indicam que a citotoxicidade mediada por células NK pode ser um
mecanismo importante no controle da carga proviral e da progressdao do status de portador do

virus para HAM/TSP.
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REVISAO DA LITERATURA

1. ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS

O virus linfotropico de células T humanas 1 (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus humano
descrito na literatura. Pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae e ao
género Deltaretrovirus (Poiesz, Ruscetti et al. 1980, Hinuma, Nagata et al. 1981). O HTLV-1
foi primariamente isolado de um paciente com linfoma cutaneo de células T do adulto no
Japao e apos seu isolamento, passou a ser associado a manifestagdes clinicas, inicialmente no
Japdo, e poucos anos depois em outros paises do mundo, como por exemplo, na Jamaica e
india. A leucemia de células T do adulto (ATL), a mielopatia associada ao HTLV-
I/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) e a dermatite infecciosa foram as primeiras
doengas a serem associadas a este retrovirus (Uchiyama, Yodoi et al. 1977, LaGrenade,
Hanchard et al. 1990, Nagai and Osame 2002). Polimiosite, sindrome seca, disfuncdo erétil
e/ou bexiga hiperativa, artropatia associada ao HTLV-1 e outras manifestacdes neuroldgicas
também estdo associadas as HTLV-1 (Nagai and Osame 2003, Castro, Oliveira et al. 2005,
Caskey, Morgan et al. 2007, Giozza, Santos et al. 2008, Castro-Lima Vargens, Grassi et al.
2011, Costa, Santos et al. 2012, Souza, Tanajura et al. 2012).

O HTLV-1 infecta aproximadamente de 10 milhdes de pessoas em todo mundo
(Gessain and Cassar 2012), sendo endémico principalmente na Africa do Sul, Namibia,
Nigéria, Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Peru, Venezuela, regides caribenhas, Japdo e
Oriente Médio (Proietti, Carneiro-Proietti et al. 2005). A Figura 1 mostra a prevaléncia da

infec¢do pelo HTLV-1 no mundo.
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Figura 1. Distribuicio geografica dos principais focos da infec¢io pelo HTLV-1.
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(Gessain and Cassar 2012)

Estudo epidemioldgico amplo realizado por Gessain & Cassar em 2012 considerando a
populacdo total de aproximadamente 200 milhdes, estimou-se de que 300 a 800 mil
individuos estariam infectados pelo HTLV-1 no Brasil (Gessain and Cassar 2012). Em
Salvador, 1,8% da populagao geral ¢ soropositiva para o HTLV-1, e a incidéncia da infecgao ¢
maior em mulheres, com razdo de 2% contra 1,2% para homens. A prevaléncia da infec¢ao
aumenta em individuos com idades acima de 51 anos (8,4%) e também ¢ maior entre
individuos com baixa renda familiar, com menor grau de escolaridade e que convivem em
piores condi¢cdes de moradia. Desta forma estima-se que 40.000 individuos estejam infectados
pelo HTLV-1 em Salvador (Dourado, Alcantara et al. 2003). O virus ¢ transmitido de trés
maneiras: a) sexual, sendo mais eficiente do homem para a mulher (Kaplan, Khabbaz et al.
1996); b) sanguinea, pela transmissdo de células infectadas de individuo ao outro, como
exemplo por transfusdo de sangue ou uso de agulhas e/ou seringas contaminadas (Tedder,
Shanson et al. 1984, Paiva and Casseb 2014); e c) vertical, onde o virus ¢ transmitido da mae
para o filho principalmente pelo aleitamento materno. J& se sabe que o leite materno de maes
infectadas pelo HTLV-1 possui tanto antigenos virais quanto anticorpos especificos contra o
virus (Kinoshita, Hino et al. 1984, Matsubara, Haraguchi et al. 2012), e que a carga proviral
no leite materno ¢ correlacionada com o aumento da probabilidade de transmissdo para a

crianga (L1, Biggar et al. 2004).
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2. RESPOSTA IMUNE ASSOCIADA AO HTLV-1

A resposta imune contra o HTLV-1 ¢ semelhante a observada contra outros retrovirus.
Tanto a resposta humoral como a resposta celular (inata e adaptativa) estdo envolvidas no

processo de defesa contra esta infecg@o cronica.

No periodo de infeccdo inicial, linfocitos B ativados (plasmocitos) reconhecem
proteinas antigénicas virais circulantes e consequentemente passam a produzir anticorpos
especificos capazes de neutralizar estes antigenos. Nos primeiros dois meses de infec¢do, os
anticorpos sdo especificos contra proteinas codificadas pelo gene gag, que compdem o
capsideo, nucleocapsideo e matriz membranar do virus (Chen, Gomez-Lucia et al. 1990,
Dekaban, King et al. 1994). A seguir, os anticorpos passam a ser mais especificos contra
proteinas codificadas pelo gene env, que formam o envelope viral e s6 apds varios meses de
infeccdo, os anticorpos passam a ser especificos para genes codificados na regido pX que da
origem as proteinas responsaveis por modificar a resposta imune do hospedeiro e pelas
doencas associadas ao HTLV-1, como por exemplo a proteina Tax, HBZ, Rex e p12 (Chen,
Gomez-Lucia et al. 1990, Dekaban, King et al. 1994). A presenca constante de LTC contra o
HTLV-1 e anticorpos IgM anti-HTLV no sangue sustentam a ideia de que o virus expressa e
produz consistentemente proteinas por toda vida dos individuos infectados, caracterizando

uma infec¢do cronica (Jacobson, Shida et al. 1990, Nagasato, Nakamura et al. 1991).

O HTLV-1 infecta principalmente linfécitos T CD4+, porém outras células também
podem ser infectadas tanto in vivo quanto in vitro como, por exemplo, linfocitos T CD8+,
linfocitos B, células dendriticas, mondcitos e macrofagos e células NK (Koralnik, Lemp et al.
1992, Macatonia, Cruickshank et al. 1992, de Revel, Mabondzo et al. 1993, Koyanagi,
Itoyama et al. 1993, Manel, Battini et al. 2005). Em relacdo a resposta imune inata, células
apresentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas e mondcitos/macrofagos,
capturam antigenos virais circulantes e apresentam, via MHC classe II do gene HLA,
principalmente aos linfocitos T CD8+, dando inicio a resposta imune adaptativa. Linfocitos T
CD4+ apds reconhecerem os antigenos apresentados pelas APCs tornam-se ativadas e passam
a produzir em altas concentragdes citocinas e quimiocinas proinflamatorias, como TNF, IFN-
v, IL-2, IL-12, IL-6, CXCL9, CXCL10 que acabam por estimular praticamente todas as outras
células do sistema imune tornando-as superativadas e com perfil inflamatério. Em geral, uma

das principais caracteristicas observadas nos individuos infectados pelo HTLV-1 ¢ a ativag¢ao
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de células do sistema imune, principalmente células T, com exagerada produgdo e secrecdo de
mediadores inflamatdrios relacionados com a resposta Thl, principalmente entre os pacientes
com HAM/TSP (Itoyama, Minato et al. 1988, Santos, Porto et al. 2004). Na realidade, de
maneira interessante em estudo recente utilizando-se ferramentas de bioestatistica para avaliar
biomarcadores soroldgicos na comparacdo entre grupos de pacientes, mostrou-se que
portadores assintomaticos apresentaram uma rede pro-inflamatoria/reguladora fortemente
associada com IL-4/IL-10 desempenhando papel central, enquanto os pacientes com
HAM/TSP exibiram resposta imune global em direcdo a um perfil pré-inflamatorio
predominante (Starling, Coelho-Dos-Reis et al. 2015). Apoiando este dado, também foi
observado que altas frequéncias de células T CD4+ e CD8+ produtoras de IL-10 estavam
correlacionadas positivamente com a frequéncia de monocitos produtores de TNF apenas no
grupo de portadores com HTLV-1, mas ndo entre pacientes com HAM/TSP. Isto indica que
os portadores assintomaticos do HTLV-1 possuem ferramentas imunoldgicas regulatdrias no
controle a infec¢dao pelo HTLV-1 que podem estar impedindo a progressdao para a HAM/TSP
(Brito-Melo, Peruhype-Magalhaes et al. 2007).
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3. RESPOSTA IMUNE DE LINFOCITOS T CD8+ (LTC) NA INFECCAO
PELO HTLV-1

As principais células que irdo desenvolver atividade direta contra as células infectadas
sdo os linfocitos T CD8+ ativados, dos quais a maioria passa a adquirir perfil citotoxico
(LTC) (Elovaara, Koenig et al. 1993, Daenke, Kermode et al. 1996). A citotoxicidade
desenvolvida por estas células ¢ feita predominantemente contra células expressando a
proteina viral Tax, uma proteina codificada pelo gene Tax do HTLV-1 (Jacobson, Shida et al.
1990, Kannagi, Harada et al. 1991, Parker, Daenke et al. 1992, Hanon, Hall et al. 2000). As
LTC contribuem para eliminagdo do virus fundamentalmente por dois mecanismos: a)
produgdo de IFN-y e b) produgdo de granulos citotoxicos. O IFN-y produzido por LTC ativa
principalmente APCs e induzem uma maior atividade inflamatéria contra o virus. Além do
IFN-y, os granulos citotoxicos perforinas e granzimas sdo liberados das células citotoxicas
envoltos inicialmente por uma bicamada lipidica contendo glicoproteinas de membrana
lisossomal (principalmente CD107a/LAMP-1), que se integram transitoriamente a membrana
plasmatica durante o processo de desgranulagdo. A fusdo desta membrana com a membrana
plasmatica da célula-alvo libera esses granulos na regido da sinapse (Aktas, Kucuksezer et al.
2009). As granzimas induzem morte celular programada (apoptose) apds invadirem o
citoplasma das células-alvo através dos poros formados nas membranas celulares pelas
perforinas. Sabe-se que camundongos knockout para perforinas s3o exageradamente
imunodeficientes, pois ndo sdo capazes de eliminar e controlar varios tipos de infec¢des virais

(Thiery, Keefe et al. 2011).

A resposta imune gerada por células citotoxicas contra o HTLV-1 ¢é essencial no
controle da carga proviral em individuos infectados pelo virus, e a auséncia ou insuficiéncia
desta resposta pode ser determinante no desenvolvimento da HAM/TSP. Atualmente o papel
protetor/prejudicial funcional das células citotoxicas na infec¢do pelo HTLV-1 ainda ndo esté
completamente estabelecido. Alguns grupos de pesquisa defendem a hipdtese de que a
eficiéncia de LTC controlaria a carga proviral e a expressdo de Tax em células infectadas,
reduzindo a chance de desenvolvimento da HAM/TSP (Jeffery, Usuku et al. 1999, Jeffery,
Siddiqui et al. 2000, Bangham 2003, Vine, Heaps et al. 2004, Bangham and Osame 2005).
Hanon E e cols. mostraram que a presenca destas células em culturas de células

mononucleares do sangue periférico diminui a frequéncia de células expressando Tax e que
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LTC matam células T CD4+ principalmente por mecanismos dependentes de perforina
(Hanon, Hall et al. 2000). Outros grupos de pesquisa demonstraram que frequéncias elevadas
de LTC especificas para Tax sdo observadas no sangue periférico e CSF de pacientes com
HAM/TSP e que os linfocitos T CD8+ sdo importantes fontes produtoras de concentragdes
exacerbadas de citocinas e quimiocinas prd inflamatérias e MMP-9 nos pacientes HAM/TSP
e podem ser as responsaveis pelo dano tecidual observado no SNC (Jacobson, Shida et al.
1990, Biddison, Kubota et al. 1997, Greten, Slansky et al. 1998, Kubota, Kawanishi et al.
1998, Nagai, Brennan et al. 2001, Jacobson 2002).

Além dessas duas vertentes de estudos indicando o papel protetor ou prejudicial dos
linfocitos T CD8+, ainda hd estudos que mostraram que a funcdo destas células perante a
infeccdo pelo HTLV-1 também inclui fatores como a eficiéncia litica, qualidade e grau de
avidez de ligagdo entre a LTC e a célula infectada, dentre outros. Kattan T e cols. mostraram
que a eficiéncia litica da resposta de LTC (caracterizada pela fragdo de células autdlogas
expressando HTLV-1 eliminada por linfocitos T CD8+/por dia) ¢ inversamente
correlacionada com a carga proviral e com a razdo da expressdo espontanea do provirus.
Adicionalmente, o grau de avidez destas células estava correlacionado com a eficiéncia litica
(Kattan, MacNamara et al. 2009). A diminuicdo da eficiéncia da citotoxicidade também tem
sido atribuida ao aumento da expressio de HBZ e diminui¢do da expressdo de Tax
(Macnamara, Rowan et al. 2010). Como a avidez de ligagdo das células T CD8+ com o HBZ
¢ inferior a observada com Tax, a expressao de HBZ faz com que o virus escape da resposta
imune protetora. Todavia, 0 HBZ induz também ativacdo e proliferacao celular, gerando nos
pacientes com HAM/TSP uma elevada atividade inflamatdria de células T CD8+, a despeito
de sua menor capacidade citotoxica contra as células infectadas pelo virus (Ma, Yasunaga et

al. 2016).
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4. RESPOSTA IMUNE DE CELULAS NK e NKT NA INFECCAO PELO
HTLV-1

As células NK, descobertas em 1975 (Kiessling, Klein et al. 1975, Kiessling, Klein et
al. 1975), também sdo linfocitos citotoxicos com papel essencial na resposta imune inata
contra virus enquanto a resposta imune adaptativa ainda ndo foi completamente montada. As
células NK apresentam basicamente trés fungdes efetoras principais: 1) Producdo de IFN-y,
células infectadas por virus produzem IL-12 que irdo estimular a proliferacdo e ativacdo
citotoxica de células NK, além de induzir a producdo autdloga de IFN-y. O IFN-y produzido
por células NK estimula: ativacdo cldssica de macréfagos e aumento da capacidade
microbicida; direciona linfocitos T a se diferenciarem ao perfil Thl; promove a mudanca de
isotopos para classes opsonizantes e de IgG de fixagdo de complemento por linfocitos B;
estimula o aumento da expressao de MHC classe I e classe II; aumento do processamento de
antigenos e apresentacdo as células T por diversos tipos celulares. 2) Citotoxicidade mediada
por celulas dependentes de anticorpos (ADCC), a molécula FcyRIII (CD16) presente em
células NK liga-se a regido Fc de anticorpos IgG que opsonizam células infectadas e geram
sinais que desencadeiam a apoptose e destrui¢do do virus. 3) Citotoxicidade direta por
producdo de mediadores citotoxicos, células NK ativadas tém a capacidade de liberar
granulos citotoxicos (perforinas e granzimas) de maneira semelhante as LTC, perfurando e

lisando as células infectadas, gerando também sinais de apoptose e destruicao do virus (Figura
2).
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Figura 2. Fun¢des das Células NK em Individuos Saudaveis.
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Desenho esquematico das trés principais fungdes de células NK no sangue periférico de individuos saudaveis
quando desafiados contra uma infecg@o viral.

As células NK classicas que desempenham fungdes na resposta imune inata expressam
em sua superficie membranar a molécula NCAM-1 (CD56) em alta ou baixa intensidade,

podendo ou ndo expressar a molécula CD16 e apresentam auséncia de expressdo de CD3
(Caligiuri 2008).

Nos ultimos 15 anos tém sido descrita uma “nova” populagdo de células que expressam
ambas as moléculas CD56 e CD3, denominadas NKT por possuirem papel tanto da resposta
imune inata quanto da resposta imune adaptativa. Estas células podem ou ndo expressar

CD16, molécula responsavel pela ADCC de células NK e expressam também classicos
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receptores de células T (TCRs). Células NKT, diferentemente das células NK também podem
reconhecer moléculas lipidicas e glicolipidios de patdgenos, e sdo reconhecidas pelo seu
grande potencial citotoxico (Godfrey, Pellicci et al. 2004, Bendelac, Savage et al. 2007,
Pellicci, Clarke et al. 2011).

Na literatura, as células NK e NKT sdo subdivididas em subpopulagdes e tem sido
descrito fungdes e papéis diferente em diversas condi¢des clinicas. A marcagdo de moléculas
de superficie com anticorpos monoclonais por citometria de fluxo, tem denominado as células
NK principalmente de CD56+, CD56+CD3-, CD56+CD16+, CD56dim, CD56bright ¢
CD56+CD16bright, enquanto as células NKT sdo principalmente caracterizadas por serem

CD56+CD3+. Sendo assim, sdo consideradas:

o CDS56+: Células NK e NKT em geral.

e CD56+CD3-: Células NK, excluindo células NKT pela auséncia de CD3; podem
ou nao expressar CD16.

e CD56+CD16+: Células NK e NKT, considerando a presenga absoluta de CD16.

e CD56dim e CD56bright: Células NK e NKT, considerando a expressdo baixa ou
alta de CD56; podem expressar ou ndo CD16.

e CD56+CDI16bright: Células NK, excluindo células NKT pela auséncia da
expressao de CD3; e presenga absoluta de CD16.

e CD56+CD3+: Células NKT com presenga absoluta da expressio de CD3+;
considerando a presenca ou auséncia da molécula CD16.

Ver Figura 6.

Dentre as diversas formas de caracterizar as células NK e NKT nos seres humanos, a
classificacdo celular baseada apenas na intensidade de expressdo de CD56 ¢ uma das mais
utilizadas. As células CD56dim e as cé¢lulas CDS6bright estao presentes no sangue periférico
dos individuos saudaveis na frequéncia de 90% e 10%, respectivamente, representando o total
das células NK. Quando comparadas, essas duas populagdes celulares apresentam algumas
diferencas fenotipicas e funcionais (Cooper, Fehniger et al. 2001, Cooper, Fehniger et al.
2001). Células CD56dim sdao conhecidas por possuirem maior potencial citotoxico, por
apresentarem maior frequéncia de células expressando CD16 e com maior capacidade para
desempenhar ADCC, além de produzir maiores concentracdes de granulos citotoxicos

(Nagler, Lanier et al. 1989). Ja as células CD56bright sdo responsaveis por produzir citocinas
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como IFN-y, TNF-B, IL-10, IL-13 e GM-CSF (Cooper, Fehniger et al. 2001). A Figura 3

mostra o desenho esquematico das diferencas fenotipicas e funcionais observadas entre as

células CD56dim e CDS6bright.

Figura 3. Diferencas fenotipicas e funcionais entre células CD56bright e CD56dim.
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Desenho esquematico representando a diferenca da expressdo de receptores e producdo de citocinas e
quimiocinas entre as células (A) CD56bright e (B) CD56dim (Cooper, Fehniger et al. 2001).

Poucos estudos tém avaliado o papel das células NK na infec¢do causada pelo HTLV-1.

Estudos nos anos 90 mostraram que células NK de pacientes com HAM/TSP matam menos

células infectadas pelo HTLV-1, quando comparadas as células NK de controles sadios. Além

disto, pacientes com HAM/TSP apresentaram frequéncias diminuidas de células CD16+,

CDI11b, CD56+, CD16+CD56-, CD16-CD56+, CD16+CDS8- ¢ CD16+CD3+ (Yu, Itoyama et

al. 1991, Azakami, Sato et al. 2009). Entretanto, Norris e cols. apresentaram um dado

controverso mostrando que células NK apresentavam proliferagdo espontanea nos individuos
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infectados pelo HTLV-1 e que esta proliferacdo estava correlacionada com a alta carga

proviral destes individuos (Norris, Hirschkorn et al. 2010).

Estudos sobre as células NKT, utilizando uma marcag¢do de anticorpos monoclonais
alternativa (Vo24, VP11 e CDI1d), mostraram que estas células estavam em frequéncias
diminuidas na HAM/TSP e que havia uma correlagdo inversa com a carga proviral (Azakami,

Sato et al. 2009, Ndhlovu, Snyder-Cappione et al. 2009).

Na infec¢do pelo HTLV-1, Tax estimula a expressdo de uma grande quantidade de
genes envolvidos com o controle do ciclo celular e transcri¢do, assim como a producdo das
citocinas IL-15 e IL-2 e seus receptores (Azimi, Mariner et al. 2000, Fung, Chu et al. 2005). A
IL-15 e a IL-2, por partilhar subunidades dos mesmos receptores, t€ém um ntimero de fung¢des
redundantes, tais como inducdo de prolifera¢do de células T e a co-estimulagdo para sintese de
anticorpos por células B. No entanto, a IL-15 (principalmente produzida por
mondcitos/macrofagos) também desempenha um papel fundamental na diferenciacdo de
células NK a partir de todos os seus progenitores, na manutencdo da sobrevivéncia de tais
células e na sua ativagdo. A producdo elevada de IL-15 por células de individuos infectados
pelo HTLV-1 promove a persisténcia de células NK e células T CD8+ especificas para Tax

(Azimi, Mariner et al. 2000).

Lo e cols. mostraram que hd uma maior dependéncia das células NK infectadas pelo
HTLV-1 receberem estimulo de IL-2 para proliferagdo do que células NK de controles sadios.
Adicionalmente, a presenga de anti-CD16 em co-culturas de células NK e células infectadas
pelo HTLV-1 resultou na infeccdo efetiva de células NK, contudo, estas células ndo geravam
virus viaveis (Lo, Vivier et al. 1992). Células NK de individuos infectados pelo HTLV-1
possuem habilidade diminuida de eliminar células T CD4+ e o estimulo com IL-2 apenas
aumenta minimamente a capacidade citotoxica destas células. Outro achado foi observado na
relag@o entre proteinas virais e expressdao de moléculas em células do hospedeiro, onde a p12
viral modula negativamente a expressdo de MHC classe I, I[CAM-1 e ICAM-2 em células NK,

diminuindo a aderéncia celular (Banerjee, Feuer et al. 2007).

As células NK possuem a capacidade de reconhecer o complexo de
histocompatibilidade classe I (MHC-I), através de receptores de membrana que podem tanto
inibir quanto ativar as fungdes destas células. De modo geral, os receptores de ativagdo irdo
reconhecer ligantes em células infectadas, enquanto os receptores de inibi¢ao irdo reconhecer

ligantes que sdo expressos nas células saudaveis nao infectadas. Alguns desses receptores sao
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classicamente conhecidos na literatura, como por exemplo, os receptores da familia KIR e das
lectinas de tipo C, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 ¢ CD16 (Moretta, Biassoni et al. 2002,
Farag and Caligiuri 2006, Moretta, Bottino et al. 2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Receptores de células NK humanas.

Receptor Ligand
Killer Ig-like receptors (KIR)
Inhibitory Activating®
KIR2DL1 KIR2DS1 Group 2 HLA-C Asn77Lys80 alleles
KIR2DL2 KIR2DS2 Group 1 HLA-C Ser77Asn80 alleles
KIR2DL3
KIR2DL4® HLA-G
KIR2DS4 Unknown
KIR2DL5 KIR2DS5 Unknown
KIR3DS1 Unknown
KIR3DL1 HLA-Bw4
KIR3DL2 HLA-A3, -A11
KIR3DL7 Unknown
Heterodimeric C-type Lectin receptors
Inhibitory Activating
CD94/NKG2A/B CD94/NKG2C HLA-E
CD94/NKG2E/H" Unknown
NKG2D MICA. MICB, ULBP-1, -2, -3
Natural cytotoxicity receptors (NCR)
NKp30 Unknown
NKp46 Unknown
NKp44 Unknown
Immunoglobulin-like transcripts (ILT)
ILT-1 (LIR-1) Unknown
Activating co-receptors
FcyRIIl (CD16) Fc of IgG
CD2 CD58 (LFA-3)
LFA-1 ICAM-1
2B4 CD48
NKp80 Unknown
CD69 Unknown
CD40 ligand CD40

Modificado de (Farag and Caligiuri 2006).

O NKG2D ¢ um receptor de inibicdo do grupo de lectinas do tipo-C, grupo de
receptores de células NK tipo 2D. Seu gene codificador KLRK1 est4 presente no complexo de
genes NK (NKC) situado no cromossomo 12 em humanos (Glienke, Sobanov et al. 1998). O
NKG2D desempenha um importante papel na resposta imune contra infecgdes virais, pois ¢
responsavel por detectar as células com sinais alterados no DNA do hospedeiro (Marcenaro,
Carlomagno et al. 2011, Zafirova, Wensveen et al. 2011). Nos seres humanos, NKG2D liga-
se a0 MHC de classe I MICA e MICB (MHC cadeia relacionada com a classe I de proteinas
A e B), presentes em todas as células humanas (Raulet 2003). O NKG2D também reconhece
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glicoproteinas de superficie que se ligam a proteina do citomegalovirus humano (HCMV)

UL-16 (ULBPs) (Raulet 2003).

O NKG2D consiste em duas proteinas transmembranares que traduzem o sinal de
ligacdo com seus ligantes através de duas proteinas adaptadoras, DAP10 e DAP12 (Gilfillan,
Ho et al. 2002). O DAP10 possui uma regido YINM na sua cauda citoplasmatica que, apos a
fosforilagdo, recruta a subunidade p85 de PI3K e Grb2-Vavl. Este sinal estimula a
sobrevivéncia e a citotoxicidade das células NK e fornece co-estimulacdo de células T
ativadas. DAP12 possui uma ativacao a base de ITAM que, depois de fosforilagdo, recruta Src
cinases da familia ZAP70 e Syk, responsavel pela liberagdo de citocinas e refor¢o da
citotoxicidade em células NK. Em resumo, a via de sinalizagdo do NKG2D traz como
consequéncia o estimulo ao aumento da proliferagdio de células NK, aumento da
sobrevivéncia celular, aumento da capacidade citotoxica e producdo de citocinas (Zafirova,

Wensveen et al. 2011) (Figura 4)

Figura 4. Via de sinaliza¢do do NKG2D
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Modificado de (Zafirova, Wensveen et al. 2011).

O NKG2D ¢ um receptor expresso tanto em células NK e NKT quanto em LTC e
diferentes virus sdo capazes de induzir a expressdo dos ligantes de NKG2D (MIC-A e MIC-
B) nas células infectadas. O controle da infeccdo mediado por este receptor ¢ um mecanismo
eficiente, pois gera ativacdo de células NK assim como o aumento das fungdes efetoras

antivirais das LTC (Zafirova, Wensveen et al. 2011).
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Os virus s3o capazes de induzir a expressdao de ligantes do NKG2D em células
infectadas (Chen, Wei et al. 2007, Draghi, Pashine et al. 2007, Fang, Lanier et al. 2008,
Walsh, Lodoen et al. 2008). Eles causam forte ativagao de células NK, bem como o refor¢o de
funcdes antivirais efetoras de células T CD8+ ativadas que podem ser evitadas por anticorpos
monoclonais especificos para NKG2D. Desta maneira, o controle da expressao do NKG2D
tem papel importante nas infec¢des virais. Alguns virus podem desenvolver mecanismos para
evadir da ativagdo mediada por NKG2D no sistema imune (Jonjic, Babic et al. 2008). Por
exemplo, o citomegalovirus consegue reter os ligantes ULBP1, ULBP2, e MICB no complexo
de golgi das células infectadas (Cosman, Mullberg et al. 2001, Dunn, Chalupny et al. 2003),
ou entdo reprimir a expressdo destes ligantes, evitando assim a sua expressao na superficie da
célula e ligagdo com o NKG2D (Stern-Ginossar, Gur et al. 2008). O controle da expressao do

NKG2D ¢ um mecanismo importante na vigilancia imunoldgica de infecgdes virais.

Poucos estudos tém procurado entender a participagdo dos receptores de células NK na
infeccdo causada pelo HTLV-1. Foi observado que a expressdo de NKG2A ¢ diminuida em
células CD3+ de pacientes com HAM/TSP (Saito, Braud et al. 2003). A expressdo de
NKG2D, MICA e MICB sao elevadas em células CD8+ de pacientes com HAM/TSP (Azimi,
Jacobson et al. 2006). Basatena e cols. mostraram que individuos infectados pelo HTLV-1
que possuiam fenotipo de MHC classe | HLA-C*08 e HLA-B*54, ambos ligantes do receptor
de células NK KIR2DL2, estavam associados com prote¢do ou susceptibilidade para a
HAM/TSP, respectivamente. Adicionalmente, o fendtipo HLA-C*08 estava correlacionado
com baixa carga proviral e o HLA-B*54 com alta carga proviral nos individuos infectados
(Seich Al Basatena, Macnamara et al. 2011). Nielsen e cols. mostraram que o bloqueio de
NKG2D e NKp46 diminui a frequéncia de células NK expressando CD107a, marcador de
desgranulacdo celular e ativacao (Nielsen, Odum et al. 2012). Talledo e cols. mostraram que
NFKB1A e o NKG2D estavam mais expressos no sangue total de individuos com HAM/TSP,
com metodologia realizada por PCR (Talledo, Lopez et al. 2012).
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5. IMUNOPATOGENESE DA HAM/TSP

Um dos principais focos de estudo de diversos grupos de pesquisa ¢ a identificacdo dos
fatores de risco que propiciam a mudanca de status clinico do portador do HTLV-1 para
paciente com HAM/TSP. A razdo pelo qual alguns individuos desenvolvem a mielopatia e
outros ndo, poderia auxiliar pesquisadores e médicos no acompanhamento do
desenvolvimento da patologia.

O principal fator de risco associado com o desenvolvimento da HAM/TSP ¢ a carga
proviral, que ¢ mais elevada na HAM/TSP quando comparada a carga proviral dos portadores
do virus (Nagai, Yamano et al. 2001, Olindo, Lezin et al. 2005). Tem também sido sugerido
que fatores genéticos, como por exemplo, o genotipo do HLA, que codifica para as moléculas
de MHC, podem estar relacionados com o aumento da alta carga proviral em pacientes com
HAM/TSP. Um estudo realizado no Japao mostrou que individuos com fenétipo HLA-classe 1
de genes HLA-A*02 e Cw*08 apresentaram carga proviral menor e menor risco de
desenvolver HAM/TSP, enquanto individuos da mesma populagdo com fendtipo HLA-classe
I de genes HLA-B*5401 e HLA-classe II de genes HLA-DRB1*0101 eram mais predispostos
a mielopatia (Jeffery, Usuku et al. 1999, Jeffery, Siddiqui et al. 2000). Desde quando a fungao
das moléculas de MHC ¢ apresentar antigenos virais as LTC, estes achados indicam que os
individuos de fenétipo HLA-classe I de genes HLA-A*02 e Cw*08 montam uma resposta
imune eficiente contra células infectadas pelo HTLV-1, que pode ser importante no controle
da carga proviral e desenvolvimento da HAM/TSP. Hanon e cols. e Vine e cols. reforcaram
este dado mostrando que LTC eliminam espontaneamente células infectadas pelo HTLV-1 e
expressam mais mais eficientemente granzimas e perforinas em individuos com baixa carga
proviral (Hanon, Hall et al. 2000, Vine, Heaps et al. 2004). Além disso, MacNamara e cols.
mostraram que LTC especificas para HBZ de individuos HLA-classe I de genes HLA-A*02 e
Cw*08 também estdo associados com a protecdo contra a HAM/TSP (Macnamara, Rowan et
al. 2010).

Além da participacdo de fatores genéticos do hospedeiro no desenvolvimento da
HAM/TSP, outros grupos de pesquisa mostram que variantes do virus também podem
contribuir para o aumento do risco para a mielopatia. A infeccdo pelo HTLV-1 de subtipo
cosmopolitan A, apresenta maior expressdo da proteina Tax subgrupo A, aumentando o risco

para desenvolver HAM/TSP e este fato ¢ independente do individuo apresentar fendtipo
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HLA-classe I de genes HLA-A*02. Individuos com fenotipo HLA-classe I de genes HLA-

A*02 parecem ter uma resposta imune eficiente apenas contra o HTLV-1 cosmopolitan B que

codifica e expressa a proteina Tax subgrupo B (Furukawa, Yamashita et al. 2000, Sabouri,

Saito et al. 2005). A Tabela 2 mostra alguns fatores genéticos do hospedeiro e do virus que

estdo associados com risco para desenvolvimento da HAM/TSP.

Tabela 2. Fatores genéticos do hospedeiro e do virus que estao associados com risco para
desenvolvimento da HAM/TSP.

Fator Condigao Efeito Referéncia
Viral
Tax subgrupo A Susceptivel | (Furukawa, Yamashita et al.
2000)
Carga proviral Susceptivel | (Nagai, Usuku et al. 1998)
Hospedeiro
HLA A*02 Protetor (Jeffery, Usuku et al. 1999,
Jeffery, Siddiqui et al. 2000)
Cw*08 Protetor (Jeffery, Siddiqui et al. 2000)
B*5401 Susceptivel | (Jeffery, Siddiqui et al. 2000)
DRB1*0101 Susceptivel | (Jeffery, Usuku et al. 1999)
Nao-HLA | Promotor TNF-a (alelo -863 | Susceptivel | (Vine, Witkover et al. 2002)
A)
Alelos longos CA repetidos de | Susceptivel | (Kodama, Saito et al. 2004)
promotor de MMP-9
Promotor de IL-10 (Alelo -592 | Protetor (Sabouri, Saito et al. 2005)
A)
Promotor SDF-1 (Alelo +801 | Protetor (Vine, Witkover et al. 2002)
A)
Alelo IL-15+191 C Protetor (Vine, Witkover et al. 2002)

Modificado de (Saito and Bangham 2012)

A patogénese da HAM/TSP ¢ desencadeada principalmente pela proteina viral Tax,

que ¢ responsavel transativar genes associados com a tradu¢do de mediadores inflamatoérios,
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como por exemplo, aumentar a expressdo de receptores para IL-2 resultando principalmente
na intensa ativacao de células T CD8+ e TCD4+, caracterizada pela proliferacao persistente e
producdo espontanea de citocinas (IFN-y e TNF) e receptores envolvidos no crescimento
(TGF-beta 1) (Itoyama, Minato et al. 1988, Kim, Kehrl et al. 1990, Tschachler, Bohnlein et al.
1993, Yoshida 2001). A principal hipotese que explica o desencadeamento do processo
patologico da HAM/TSP indica que ocorre uma passagem das células infectadas para o
sistema nervoso central (SNC), seguido do desencadeamento de uma resposta inflamatdria

local cronica e lesdo tecidual (Figura 5).

A infecgdo cronica pelo HTLV-1 induz a ativagdo persistente de moléculas de ativacdo
em linfocitos T CD4+ e T CD8+, a expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1 e receptores
na superficie de linfocitos e monocitos VLA-4, além de estimular a produgdo de fatores
soliveis como citocinas e quimiocinas. Estes mecanismos tém como consequéncia a migragao
direcionada de linfocitos T CD4+ e T CD8+ ativados, LTC especificas para o HTLV-1 e
linfocitos B para o SNC (Bhigjee, Bill et al. 1993, Uchiyama, Ishikawa et al. 1996, Al-Fahim,
Cabre et al. 1999).

O papel das quimiocinas no recrutamento de células para o SNC através da barreira
hematoencefalica também tem sido descrito na literatura. Ando e cols. observaram que
pacientes com HAM/TSP apresentam altas concentragcdes de CXCL10 e maior frequéncia de
células expressando CXCR3 (receptor para CXCL10) no liquor. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que os astrocitos eram as principais células produtoras de CXCL10. Também foi
observado que no liquor, as principais células que migraram foram os linfocitos T CD3+,
seguido em menor frequéncia por células CD14+ e células CD19+ (Ando, Sato et al. 2013).
Estudo realizado por nosso grupo demonstrou que pacientes com HAM/TSP apresentaram
concentragdes elevadas de CXCL9 e CXCL10 no liquor. Adicionalmente, foi observado que
no sangue periférico destes pacientes hd uma baixa expressao de CD11a (integrina) e CXCR3
por células CD4+, CD8+ e CD14+, sugerindo que estas células estariam migrando para o

SNC (Guerra et al., 2016, dado ndo publicado).

No SNC, as cé¢lulas provenientes do sangue periférico continuam produzindo
mediadores inflamatérios que estimulam a resposta antiviral contra células infectadas
presentes no foco da lesdo medular, levando a apoptose de algumas células. Devido a
expressao de proteinas virais com capacidade de atuar em sistemas moleculares associados ao

ciclo celular, algumas células infectadas sdo imortalizadas, o que aumenta sua permanéncia
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no local e amplifica ainda mais os mecanismos efetores da resposta imune. Neste contexto,
Tax interage com a via de sinalizacdo do NF-kB no hospedeiro, que é responsavel por
diversas fungdes, como sobrevivéncia celular e indug¢do de citocinas proinflamatorias. A
indugdo destas citocinas, tais como IL-6, IL-9, IL-15 e a indu¢ao do IL-2Ra, NF-«xB-
dependentes, por células infectadas com HTLV-1 sugere papel critico do fator NF-kB na
infeccdo por HTLV-1 (Jacobson 2002). A inibi¢do da ativagdo do NF-xB leva a reducgdo da
expressdao de marcadores de ativacdo de linfocitos e produgdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico em pacientes HAM/TSP (Jacobson 2002). Tax também
estimula a ativagdo constitutiva de Akt, resultando na ativagdo de B-catenin e AP-1, levando
ao aumento da regulacdo de genes antiapoptoticos adicionais. Todas estas fungdes contribuem
para o estabelecimento de um processo inflamatério que agride o SNC, caracterizado por uma
elevada produgdo de citocinas do tipo 1. A producdo de IFN-y por linfocitos T CD4+ ativa a
producdo de TNF por células da linhagem monocitica/macrofagica tais como microglias
sendo o efeito neurotdxico dessa citocina um dos principais mecanismos desmilienizantes
existentes (Bhigjee, Bill et al. 1993, Aye, Matsuoka et al. 2000, Kiwaki, Umehara et al. 2003).
E também possivel que anticorpos IgG especificos para proteinas virais como a proteina Tax
do HTLV-1, que reage cruzadamente com autoantigenos celulares, estejam associados com

inflamacao subsequente ao dano tecidual inicial (Figura 5).
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Figura 5. Hipétese da patogénese da HAM/TSP.
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CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

1. POPULACAO ESTUDADA

Participaram do estudo 39 individuos infectados pelo HTLV-1, sendo 20 individuos
portadores do HTLV-1 e 19 pacientes diagnosticados com HAM/TSP, acompanhados no
ambulatorio multidisciplinar de HTLV-1 do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos, da Universidade Federal da Bahia, Brasil. Nao participaram do estudo
individuos co-infectados com outros agentes patogénicos, individuos com doencas
neuroldgicas ndo associadas ao HTLV-1, mulheres gravidas e individuos em uso de drogas
imunomoduladoras. O diagnoéstico da infec¢ao pelo HTLV-1 foi realizado pela documentagao
de anticorpos anti-HTLV-1 pelo método imunoenzimatico ELISA (Murex HTLV-I+II, Abbot,
Dartford, UK) e a confirmagdo feita pelo método Western Blot (HTLV inf 2.4, Genelabs.
Singapore). A disfun¢do motora e o grau de comprometimento neuroldgico foram analisados
pelo Osame’s motor disability score (OMDS) (Izumo, Goto et al. 1996). Pacientes com
OMDS = 0 foram considerados portadores do HTLV-1. A classificacdo de Castro-Costa (De
Castro-Costa, Araujo et al. 2006) e apresentacdo de OMDS > 1 foram utilizados como
critérios para diagnostico de HAM/TSP. Nao participaram do estudo possiveis ou provaveis
pacientes com HAM/TSP. Dez individuos sadios nao infectados pelo HTLV-1 constituiram o
grupo controle. O Comité de Etica da Maternidade Climério de Oliveira da Universidade
Federal da Bahia aprovou este estudo e todos os pacientes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (Processo N° 035/2016).

2. OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO

As células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) foram obtidas a partir do

sangue heparinizado dos controles sadios, portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP,
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e separadas por gradiente de densidade, com Ficoll-Hypaque (GE Healty Bio-Sciences,
Uppsala, Sweden), numa propor¢do de 3 mL para cada 10 mL de sangue e centrifugagdo (400
g) por 30 minutos. O anel de células mononucleares foi aspirado da interface e as células,
lavadas 2 vezes em salina e ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 com L-glutamina e
25 mM de HEPES (Gibco BRL, Grand Island, New York, USA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 0,5% de gentamicina 10mg/mL (Gibco Brl, Grand Island, New York,
USA). Em seguida as CMSPs foram: a) marcadas com anticorpos monoclonais especificos
para experimentos de perfil fenotipico de células NK por citometria de fluxo; b) cultivadas
por 72 horas para dosagem de citocinas pro inflamatdrias no sobrenadante; c) ou congeladas
em uma solu¢ao composta por 10% de DMSO, 50% de soro fetal bovino e 40% de RPMI para

subsequente extracdo de DNA e realizagdo de PCR-RT para a determinacgao da carga proviral.

3. DOSAGEM DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE DE CULTURA
DE CMSPs

Os sobrenadantes de cultura de CMSP ndo estimuladas foram coletados ap6s um
periodo de 72 horas de incubacdo e congelados a -20°C até a utilizacdo para determinagdo da
concentragdo de citocinas. As concentragdes de IFN-y e TNF foram determinadas por ELISA
sanduiche utilizando kits especificos seguindo as instru¢des dos protocolos padrdes (DuoSet

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA ou BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4. AVALIACAO FREQUENCIA E DO FENOTIPO DE CELULAS NK e
NKT POR CITOMETRIA DE FLUXO

A avaliacdo ex vivo do perfil fenotipico de células NK e suas subpopulagdes e avaliagao
da expressdo de CD107a e NKG2D nestas células foram realizadas utilizando CMSP de
controles sadios, portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP marcadas com anticorpos
monoclonais (anti-CD56, anti-CD8, anti-CD16, anti-CD3, anti-CD107a e anti-NKG2D, nas
fluorescéncias FITC, PE, PercyP Cy5 e APC da eBioscience ou R&D Systems) por 20

minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido
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a 2% e entdo analisadas em citdometro de fluxo (FacsCanto II, BD Biosciences, San Jose, CA)

sendo a analise feita no software FlowJo versdo X (TreeStar, Ashland, OR).

5. EXTRACAO DE DNA E CARGA PROVIRAL DO HTLV-1

A extragdo do DNA foi realizada pelo método de salting-out. As CMSP foram
descongeladas, lavadas com salina, e tratadas com uma solucdo contendo tampdo de
Proteinase K 5x, Proteinase K, SDS 20% e H,0 destilada no intuito de desestruturar e lisar o
contetido proteico e lipidico das membranas biologicas e citoplasma. A solugdo celular foi
mantida a 37°C, por 24h para completa lise celular. Apos este periodo, NaCl 6M foi
adicionado a solugdo para que as cargas do grupo fosfato do DNA se neutralizassem e
favorecessem o enovelamento. Em seguida, o material foi centrifugado a 13.000g por 10 min
para separacao do conteudo genético (sobrenadante) do conteudo celular ja lisado (pellet). Foi
adicionado etanol absoluto a 99,5% para desidratagdo do DNA, promovendo o enovelamento.
Em seguida o DNA foi transferido para uma solucao de etanol 70% para inicio da hidratagao.
As amostras de DNA foram aliquotadas e estocadas em H,O destilada, mantidas a -20°C até

quantifica¢do da carga proviral.

A determinacdo da carga proviral foi realizada através da de PCR-RT TagMan (Applied

Biosystems) como descrito previamente por Dehée A e cols. (Dehee, Cesaire et al. 2002).



6. DESENHO EXPERIMENTAL

e Estudo de corte transversal.

-

1. Individuos infectados pelo HTLV-1

* Portadores do HTLV-1 (n=20)
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn e
Qui-quadrado foram utilizados para verificar diferencas entre dois ou trés grupos,
respectivamente. O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado nos dados de correlagdes. Os
resultados foram expressos pela mediana. O P<0.05 foi considerado resultado estatisticamente

significante.
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A Tabela 3 apresenta os dados demograficos, a carga proviral e producdo espontanea de

IFN-y e TNF por CMSP de controles sadios, portadores do HTLV-1 e pacientes com

HAM/TSP.

Tabela 3. Dados demograficos, carga proviral e producio espontinea de IFN-y e TNF
em individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.

Controles Portadores do
Sadios HTLV-1 H(il\;[/il;S)P Valor P
(n = 10) (n = 20)
Idade (anos) 30 (23-45) | 52 (31-69) 63 (36-76) <0.0001*
Género (M/F) 1/9 8/12 9/10 0.12%*
Carga Proviral 16.190 72.438 <0.000] ***
(copias/10°cels) - (110-292.916) | (20.000-365.075) | =
0 364 921 .
TFN-y (pg/mL) (0-13) (46-1.429) (9-1.897) 0.03
6 8 284 .
TNF (pg/mL) (0-120) (0-192) (34-1.805) 0.0002

* = Kruskal-Wallis; ** = Qui-quadrado (X°); *** = Mann-Whitney. Dados de idade, carga proviral, IFN-y e
TNF séo representados pela mediana (valores minimos e maximos).

No grupo de controles sadios a mediana de idade foi de 30 anos, variando entre 23 e 45

anos, enquanto no grupo de portadores do HTLV-1 a mediana de idade foi de 52 anos,
variando entre 31 e 69 anos, e no grupo de pacientes com HAM/TSP a mediana foi de 63
anos, variando de 36 a 76 anos. A mediana de idade no grupo de individuos com HAM/TSP
foi maior do que as observadas nos demais grupos (P<0.0001). Em relagdo ao género dos
participantes do estudo, a razdo de masculino/feminino no entre os controles sadios foi de 1/9,
no grupo de portadores do HTLV-1 de 8/12 e no grupo de pacientes com HAM/TSP foi de
9/10, sem diferenga estatisticamente significante entre os grupos.

Pacientes com HAM/TSP apresentaram uma maior carga proviral do que portadores do

HTLV-1 (72.438 copias/10° células vs 16.190 copias/10° células, respectivamente, P<0.0001)
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(Tabela 3). A produgdo espontanea de IFN-y e TNF por CMSP também foi mais elevada entre
os pacientes com HAM/TSP (921 pg/mL e 284 pg/mL, respectivamente) quando comparado
aos portadores do HTLV-1 (364 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente) (P=0.03 e P=0.0002,

respectivamente).
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2. CARACTERIZACAO DAS CELULAS NK E NKT NA INFECCAO
PELO HTLV-1

As células NK e NKT de individuos infectados pelo HTLV-1 foram caracterizadas por
citometria de fluxo e podem ser observadas na Figura 6 e Figura 7 respectivamente. As
células NK podem ser classificadas principalmente a partir da expressao de marcadores
membranares pela alta/baixa presenga de CD56 e CD16 e auséncia de CD3. Outra populagao
de células NK tém sido descrita no sangue periférico de humanos e possui fungdes distintas as
observadas pelas células NK cléssicas. Estas células sdo conhecidas como células NKT e
podem atuar tanto na resposta imune inata, se assemelhando as fungdes de células NK,
quando na resposta imune adaptativa, desempenhando fun¢des semelhantes aos dos linfocitos
T. Adicionalmente, as células NKT expressam CD3 e podem ou ndo expressar CD16 em sua
superficie, diferentemente do que é observado em células NK classicas. Além disso, células

NKT expressam em sua superficie receptores de linfocitos T (TCRs).

Figura 6. Esquema dos gafes representativos para caracterizacio de células NK por
citometria de fluxo.
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Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram marcadas com anticorpos monoclonares anti-CD56,
anti-CD3, anti-CD16 para avaliag@o das frequéncias de células NK por citometria de fluxo. As células linfoides
foram selecionadas a partir de tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) (A), para entdo células NK serem
caracterizadas em células CD56+ (B), CD56+CD3- (C), CD56+CD16+ (D) e CD56dim e CD56bright (E).



38

Figura 7. Esquema dos gates representativos para caracterizacio de células NKT por
citometria de fluxo.
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Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram marcadas com anticorpos monoclonares anti-CD56,
anti-CD3, anti-CD16 para avaliagdo das frequéncias de células NKT por citometria de fluxo. As células linféides
foram selecionadas a partir de tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) (A), para as células CD3+ serem
selecionadas+ (B), e entdo as células NKT (C).
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3. ANALISE DA FREQUENCIA DE CELULAS NK E NKT NA
INFECCAO PELO HTLV-1

As frequéncias de células NK e NKT foram determinadas através da marcacdo de
superficie membranar por anticorpos monoclonais especificos (anti-CD56, CD3 e CD16) por

citometria de fluxo e sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de células NK e NKT em individuos infectados pelo HTLV-1 e
controles sadios.

Frequéncioa de células Control_es Sadios Pogf}dl?{ii do HAl\iI/TSP
(%) (n=10) (n = 20) (n=19)
CDS56+ 16,4 (11,6-23,8) 13,3 (6,4-26,4) 11,2 (4,6-19,4)*°
CD56+CD3- 7,9 (4,5-15,3) 8,9 (2,8-15) 5,8 (1,9-11,7)*"
CD56+CD16+ 10,1 (5,3-16,2) 10,7 (3,2-22,9) 7,2 (1,8-15,8)*"
CD56dim 12,9 (9-21,3) 12,2 (5-27,4) 9,5 (3,4-19,4)*"
CD56bright 0,9 (0,5-3,4) 0,8 (0,07-1,5) 0,7 (0,2-1,3)
NKT 6,4 (3,5-11,5) 4,8 (2,2-14,7) 4,1 (1,9-9,7)

O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado nas analises estatisticas. Dados estdo representados pela
mediana (e valores minimos € maximos).

“controles sadios x HAM/TSP (P<0.05)

Pportadores do HTLV-1 x HAM/TSP (P<0.05)

Pacientes com HAM/TSP apresentaram frequéncias diminuidas de células CD56+,
CD56+CD3-, CD56CD16+ ¢ CD56dim quando foram comparados aos controles sadios € aos
portadores do HTLV-1. Nao foram observadas diferencas nas frequéncias de células

CD56bright e células NKT entre os grupos estudados (Tabela 4).

A Figura 8 representa a correlagdo inversa entre a carga proviral e a frequéncia das
células CD56+CD3- no grupo de individuos infectados pelo HTLV-1 (portadores do HTLV-1
e pacientes com HAM/TSP).
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Figura 8. Correlacio entre a carga proviral e a frequéncia de células NK em individuos
infectados pelo HTLV-1.
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Correlagdo entre a carga proviral e a frequéncia de células CD56+CD3- em (A) individuos infectados pelo
HTLV-1, e separadamente em (B) portadores do HTLV-1 e (C) pacientes com HAM/TSP. O teste ndo
paramétrico r de Spearman foi utilizado nas analises estatisticas. * P<0.05.

Além da diminuicdo da frequéncia das células NK em pacientes com HAM/TSP,
também foi observado que a frequéncia de células NK (CD56+CD3-), foi inversamente
correlacionada com a carga proviral em portadores do HTLV-1 mas ndo em pacientes com

HAM/TSP (Figura 8).
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4. ANALISE DA FREQUENCIA DE CELULAS NK EXPRESSANDO
CD16 EM INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HTLV-1

A frequéncia de células linfoides em geral e células NK expressando a molécula CD16
em portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP foi avaliada por citometria de fluxo e

pode ser observada na Figura 9.

Figura 9. Frequéncia de células linfoides e células NK (CD56+ e CD56dim) expressando
CD16 em individuos infectados pelo HTLV-1.
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(A) Frequéncia de células linféides e células (B) CD56+ (C) CD56dim expressando CD16 em controles sadios,
portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP. O teste Mann-Whitney foi utilizado na anélise estatistica,
*P<0.05. Na parte esquerda/acima do grafico esta representada a estratégia de selecdo da expressdo de CD16 por
Fluorescéncia Menos Um/Fluorescence minus one” (FMO), utilizada para controle interno do experimento.



42

Foi observado que a expressdo de CD16 em células linféides foi diminuida em
pacientes com HAM/TSP, contudo nao observamos diferenca estatisticamente significante.
Adicionalmente, em se tratando especificamente de células NK, a frequéncia de células
CD56+ e células CD56dim expressando CD16 (mas ndo o MFI da expressao deste receptor)
estava diminuida em pacientes com HAM/TSP comparando aos portadores do HTLV-1.
CD56+: 53,1% vs 75,3%, respectivamente, P=0.03; e CD56dim: 58,2% vs 79,8%,
respectivamente, P=0.03 (Figura 9).
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5. EXPRESSAO DE CD107a EM CELULAS NK DE INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO HTLV-1

CDI107a ¢ um marcador classico para desgranulacdo de mediadores -citotdxicos
produzidos por células citotoxicas. Quando a células estd ativada, granulos contendo

granzimas e perforinas sdo liberados através de vactolos expressando CD107a.

A frequéncia de células NK expressando CD107a e a média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) desta expressdo em controles sadios, portadores do HTLV-1 e pacientes

com HAM/TSP sao representados na Tabela 5. A Figura 10 apresenta a estratégia de selecao
para expressdao de CD107a.

Figura 10. Estratégia de sele¢do para expressao de CD107a.
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Estratégia de sele¢do da expressdo de CD107a por Fluorescéncia Menos Um/Fluorescence minus one” (FMO),
utilizada para controle interno do experimento.
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Tabela 5. Frequéncia de células NK e NKT expressando CD107 e MFI da expressao de
CD107a por células NK de individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.

Controles Sadios Portadores do HAM/TSP
(n = 10) HTLV-1 (n = 16)
(n=15)

Frequéncia de células expressando CD107a
(valores minimos-maximos)
CD56+ 4.6 (2.6-12.4) 8 (2.2-39.2)" 11.1 (4.4-61.9)°
CD56+CD3- 2.3(0.8-12) 6.7 (1.4-41.9)" 6.9 (1.8-57.6)
CD56+CDl16+ 2.8 (1.5-14) 6.5 (1.7-40)" 7.7 (3.4-70.8)°
CD56dim 5.1 (3.2-12.9) 8.3 (2.4-40.1)" 11.8 (4.4-62)°
CD56bright 0.9 (0-11.7) 4.9 (0.7-30.8)" 5.4 (0-66.7)°
NKT 8.4 (6.6-11.6) 11.8 (6-52.7)" 15.8 (6.1-50)°
MFI
(valores minimos-maximos)
CD56+ 17.6 (11.1-52) 27.1 (18.7-76)" 27 (21-47)°
CD56+CD3- 13.1 (9.6-49.2) 22.6 (15.3-48.2)" 18.7 (16.3-37.2)"
CD56+CDl16+ 15.1 (10.2-19.7) 23.5(1.7-92.1)" 23.8 (18.1-48.1)"
CD56dim 18 (10.9-53.9) 28.9 (2.4-77.2)" 26.7 (2.4-50.1)°
CD56bright 15.5(9.5-43.3) 24.4 (0.9-79.9)" 26.7 (17.1-38.3)"
NKT 25.9 (13.9-52.4) 34.4 (6-85)" 29.8 (16.7-75.7)

O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado nas analises estatisticas. Dados estdo representados pela
mediana (e valores minimos e maximos).

“controles sadios x portadores do HTLV-1 (P<0.05)

Pcontroles sadios x HAM/TSP (P<0.05)

A frequéncia de células NK expressando CD107a, assim como o MFI da expressao
desta molécula em portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP foram maiores do que
em controles sadios, contudo, ndo foi observada diferencgas estatisticas entre os grupos de

individuos infectados pelo HTLV-1 (Tabela 5).
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6. EXPRESSAO DE NKG2D EM CELULAS NK e LINFOCITOS T CDS8
DE INDIVIDUOS INFECTADOS PELO HTLV-1

NKG2D ¢ um dos receptores de membrana presentes na superficie das células NK.
Trata-se de uma lectina com capacidade de estimular as fungdes citotoxicas das células NK
através da ligacdo com ligantes especificos expressos em células ndo infectadas (Bauer, Groh

et al. 1999).

A frequéncia de células CD56+ e linfocitos CD3+CD8+ (para andlise comparativa)
expressando NKG2D e a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) desta expressdo em
controles sadios e individuos infectados pelo HTLV-1 (portadores do HTLV-1 e pacientes

com HAM/TSP) estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Frequéncia e MFI de células CD56+ e CD3+CD8+ expressando NKG2D em

individuos infectados pelo HTLV-1 e controles sadios.
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experimento.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes na frequéncia de células

NK (em todos os tipos de classificacdo fenotipica) expressando NKG2D entre os grupos

controles sadios, portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP. A MFI da expressao de
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NKG2D nas células NK também ndo diferiu entre os grupos. Como exemplo representativo,
observamos que a frequéncia de células NK CD56+ expressando NKG2D no grupo de
controles sadios foi de 34,1%, no grupo de portadores do HTLV-1 foi de 29,7% e no grupo de
pacientes com HAM/TSP foi de 30%, P=0.13. Adicionalmente, a MFI da expressdo de
NKG2D em células NK CD56+ foi de 62.9 no grupo de controles sadios, 52.3 no grupo
portadores do HTLV-1 e 53.5 no grupo de pacientes com HAM/TSP, P = 0.85 (Figura 11A e
11B).

Apesar da auséncia de diferencas significantes na expressdo deste receptor nas células
NK entre os grupos estudados, a frequéncia de células CD3+CD8+ expressando NKG2D e a
MFI desta expressao foram mais elevadas entre os pacientes com HAM/TSP quando
comparado aos controles sadios. Nao foram observadas diferencas quando a frequéncia e a
MFTI deste receptor foi comparada entre os grupos de individuos infectados pelo HTLV-1. A
frequéncia de células CD3+CD8+ expressando NKG2D no grupo de controles sadios foi de
11%, no grupo de portadores do HTLV-1 foi de 18% e no grupo de pacientes com HAM/TSP
foi de 26%, P=0.04. Adicionalmente, o MFI da expressao de NKG2D em células CD3+CD8+
foi de 11 no grupo de controles sadios, 15 no grupo de portadores do HTLV-1 e 35 no grupo
de pacientes com HAM/TSP, P=0.04 (Figura 11C e 11D).
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7. CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DE NKG2D e CD107a EM
CELULAS LINFOIDES E CELULAS NK DE INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO HTLV-1

A correlagdo entre a frequéncia de células linfoides e células NK CD56+ expressando
NKG2D e CDI107a em individuos infectados pelo HTLV-1 (portadores do HTLV-1 e
pacientes com HAM/TSP) podem ser observadas na Figura 12.

Figura 12. Correlacio entre a frequéncia de células e MFI da expressio NKG2D e
CD107a em individuos infectados pelo HTLV-1.
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O teste ndo paramétrico r de Spearman foi utilizado nas analises estatisticas. * P<0.05.
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Foi observado uma correlagdo direta e significativa entre a frequéncia de células
linféides (r = 0.83 e P<0.0001) e células NK CD56+ (r = 0.71 e P=0.001) expressando
NKG2D e CD107a. Adicionalmente, apesar de ndo significativa, houve uma correlagdo direta
e proporcional entre a MFI da expressdo de NKG2D versus a expressdo de CD107a em

células linféides (r = 0.42 e P=0.08) e em células CD56+ (r = 0.64 ¢ P=0.09) (Figura 12).
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DISCUSSAO

As células NK e NKT de humanos sdo caracterizadas na literatura pela presenca de
CD56 em suas diferentes intensidades de expressdo, assim como pela presenga ou auséncia de
CD16 e CD3. Os estudos direcionados ao entendimento do papel das células NK nos seres
vivos e em suas patologias/infec¢des especificas escolhem o tipo de caracterizacdo celular que
vao abordar de acordo com o objetivo do trabalho.

Até o presente momento, somente quatro estudos avaliaram a frequéncia de células NK
na infec¢do pelo HTLV-1. Yu, F. e colaboradores em 1991 demonstraram que as frequéncias
de células CD16+, CDI11b+, CD56+, CDIl16+, CD56-, CD16-CD56+, CD16+CD8- e
CD16+CD3+ estavam diminuidas na HAM/TSP. Esta tltima populacdo celular representaria
as NKT, que naquela época ndo eram conhecidas por esta caracterizagdo fenotipica. O autor
também observou que a frequéncia diminuida destas células CD16+CD3+ correlacionava-se
inversamente com a proliferacdo crescente de CMSP. A proliferacdo espontanea de CMSP ¢
caracteristica em individuos infectados pelo HTLV-1, principalmente em pacientes com
HAM/TSP. Este estudo avaliou as células NK e NKT de maneira ampla e indicou que estas
células estavam com frequéncias diminuidas na HAM/TSP (Yu, Itoyama et al. 1991).
Adicionalmente, Ndhlovu LC e cols. e Azakami K e cols. em 2009 demonstraram que a
frequéncia de células NKT (utilizando marcagdo alternativa celular de superficie com V24,
VB11 e CDI1d), assim como a frequéncia de células CD56+CD16+ estavam diminuidas na
HAM/TSP, (Azakami, Sato et al. 2009, Ndhlovu, Snyder-Cappione et al. 2009). O estudo
controverso de Norris PJ e cols. em 2010 demonstrou que células CD56+CD16dim e
CD56+CD16- apresentavam proliferacdo espontanea nos individuos infectados pelo HTLV-1
e que esta taxa de proliferacdo estava correlacionada com a carga proviral (Norris, Hirschkorn
et al. 2010).

No presente estudo, nos confirmamos o achado de que células CD56+, CD56+CD3-,
CD56+CD16+ e CDS56dim apresentam frequéncias diminuidas na HAM/TSP.
Adicionalmente observamos que a frequéncia de células NK (CD56+CD3-) foi correlacionada
inversamente com a carga proviral de individuos infectados pelo HTLV-1. Observacao
importante foi feita quando os grupos de pacientes com HAM/TSP e portadores do HTLV-1
foram analisados separadamente, neste caso apenas observamos diferenca estatisticamente

significante neste ultimo grupo.
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Sobre as células NKT, ndo confirmamos observagdo prévia de que estas também
apresentaram frequéncia alterada nesta infeccdo viral. Este fato pode ser explicado pela
diferenga no tipo de marcagdo de superficie celular que foi utilizada na metodologia. Os
demais estudos caracterizaram as células NKT como Va24+, VB11+, CD1d+, CD16+CD3+,
CD56+CD16dim ou CD56+CD16-, e aqui a caracterizagdo foi feita utilizando CD56+CD3+.
De fato, as frequéncias de células NKT nos grupos de controles sadios, portadores do HTLV-
1 e pacientes com HAM/TSP foram de 6,4%, 4,.8% e 4,1% respectivamente (P=0.22),
mostrando que com a elevagdo no numero de individuos analisados ou alteracdo do tipo de
marcacao utilizada, pode-se passar a observar uma diminui¢ao da frequéncia destas células na
infec¢do pelo HTLV-1.

O receptor CD16 (FcyRIII) pode ser observado tanto em células da linhagem mieloide,
presente em monocitos e macrofagos, quanto em células da linhagem linfoide, presente em
células NK e em uma percentagem de células NKT. Este receptor ¢ responsavel por se ligar a
regido Fc dos anticorpos que opsonizam as células infectadas e desencadeiam eventos de
apoptose nestas células, destruindo o provirus intracelular, caracterizando o evento
denominado “citotoxicidade celular dependente de anticorpos” (ADCC).

Nenhum trabalho anterior propds avaliar a ADCC em células NK de individuos
infectados pelo HTLV-1. No presente estudo foi observada uma menor frequéncia de células
CD56+ e CDS56dim expressando CD16 nos pacientes com HAM/TSP, comparados aos
portadores do HTLV-1. A ADCC ¢ um dos principais mecanismos desenvolvidos pelas
células NK para controle da proliferagdo viral e de células infectadas, por promover a
apoptose destas células. A mais provavel hipdtese que pode explicar a frequéncia diminuida
de células NK expressando CD16 ¢ a de que este receptor ¢ clivado muito rapidamente apos
se ligar aos anticorpos opsonizantes e desencadear os eventos apoptoticos (Harrison, Phillips
et al. 1991, Wang, Wu et al. 2013, Jing, Ni et al. 2015). E possivel que em pacientes com
HAM/TSP haja um estimulo grande o suficiente para aumentar a ADCC nas células NK
promovendo a maior ativagdo do receptor CD16 e consequente clivagem. Experimentos
futuros estdo sendo propostos no intuito de avaliar a concentragdo de CD16 soltvel em soro e
no sobrenadante de CMSP de individuos infectados pelo HTLV-1, comparando os grupos
portadores do HTLV-1 e pacientes com HAM/TSP.

Na analise da capacidade de desgranulacdo das células NK, a intensidade da expressdo
de CD107a ¢ uma indicagdo de que células estio promovendo citotoxicidade. Observamos
que as células NK e NKT de individuos infectados com HTLV-1 expressam mais CD107a do

que controles sadios, mas nao houve diferencas entre pacientes com HAM/TSP e portadores
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do HTLV-1. Contudo, como pacientes com HAM/TSP apresentaram frequéncias reduzidas de
células NK circulantes no sangue periférico, a citotoxicidade mediada por essas células pode
ser comprometida nesses pacientes.

Algumas observagdes adicionais podem ser consideradas a partir destes dados. Por
exemplo, células NKT foram a subpopulacdo de células que mais desgranularam (maior
frequéncia de células expressando CD107a assim como MFI) comparado as outras
subpopulacdes celulares nos trés grupos de individuos estudados. Células NKT possuem
propriedades semelhantes aos linfocitos T CD8+ e ja se sabe da importancia destas células em
desenvolver atividade citotéxica para controle do virus durante a infeccdo pelo HTLV-1
(Jeffery, Usuku et al. 1999, Jeffery, Siddiqui et al. 2000, Vine, Heaps et al. 2004, Bangham
and Osame 2005). Células NKT também exibem importante papel no controle de doencas
auto-imunes, doencas tumorais e infecgdes causadas por virus, bactérias, fungos e helmintos
(Kawano, Nakayama et al. 1999, Kronenberg and Gapin 2002, Brigl and Brenner 2004).

A ativacdo do receptor NKG2D nas células NK apo6s ligagdo com seus ligantes MHC de
classe I MICA e MICB, presente na maioria das células do sangue periférico humano, gera
sinais que desencadeiam e auxiliam na proliferacdo das células NK, aumentando a
sobrevivéncia celular, a capacidade citotoxica e a producdo de citocinas (Farag and Caligiuri
2006). No presente trabalho, ndo foi observada diferenca na frequéncia e MFI de células NK
expressando NKG2D entre os grupos estudados, mostrando que o NKG2D nestas células
permanece intacto durante a infeccdo pelo HTLV-1. Talledo, M. e colaboradores mostraram
que a expressdo de NKG2D por PCR-RT ¢ maior no sangue total de pacientes com
HAM/TSP (Talledo, Lopez et al. 2012). O NKG2D nao ¢ s6 expresso por células NK, mas
também por linfocitos T CD8+, embora em frequéncias e MFI reduzidos (Bauer, Groh et al.
1999). De fato, n6s observamos que a frequéncia e MFI de células CD8+CD3+ expressando
NKG2D foram maiores em pacientes com HAM/TSP. Adicionalmente, Azimi, M. e
colaboradores também demonstraram que a expressdo de NKG2D e dos ligantes MICA e
MICB ¢ elevada em células CD8+ de pacientes com HAM/TSP (Azimi, Jacobson et al. 2006).

Outro estudo interessante mostrou que o bloqueio de NKG2D reduz significativamente
a expressdao de CD107a em células CD56dim e CD56bright de individuos infectados pelo
HTLV-1 (Nielsen, Odum et al. 2012). O presente estudo nds observamos que a expressao de
NKG2D estd intensa e posivivamente correlacionada com a expressdo de CD107a, tanto em
células linféides em geral, quanto em células CD56+ de individuos infectados pelo HTLV-1.
A unido desses dados indica que a via de sinalizagdo do NKG2D ¢ um fator importante na

inducdo de desgranulacdo de células citotdxicas e que se tratando especificamente de células
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NK, a expressdo deste receptor estd preservada. Até o presente momento nenhum estudo
avaliou a influéncia geral da expressdo e funcdo dos ligantes MICA e MICB no contexto das
células NK na infecgdo pelo HTLV-1. E importante lembrar que o HTLV-1 tem a capacidade
interagir com DNA do hospedeiro, modificando a expressio de MHC classe 1 em
determinados fenotipos, gerando ou nao susceptibilidade a HAM/TSP (Jeffery, Usuku et al.
1999, Jeffery, Siddiqui et al. 2000). Estudos que avaliem o papel funcional dos receptores de
células NK e NKT ainda sdo escassos na literatura sobre o HTLV-1. E necessario que
experimentos desta natureza sejam realizados para que possa melhor entender a importancia
destas células citotoxicas no controle viral e na protecdo contra o desenvolvimento da
patologia.

O papel da frequéncia de células NK e NKT no controle de carga proviral ¢
reconhecido em outras infeccdes. Ha uma correlagdo inversa entre a frequéncia de células NK
e os niveis de HIV-RNA no plasma de pacientes com infec¢do primaria por HIV-1 (Gondois-
Rey, Cheret et al. 2017). Foi descrito que casos fatais de infec¢cdes por Ebola apresentavam
frequéncias mais baixas de células NK em comparagdo aos casos fatais (Cimini, Viola et al.
2017). Além disso, as células NK do figado de pacientes infectados com HCV sdo altamente
ativadas em comparag¢do com as células NK do sangue e a terapia visando o aumento da
ativacao das células NK e func¢do no figado e no sangue diminuiu a carga viral (Spaan, van
Oord et al. 2015).

No presente estudo, observamos que a funcdo de células NK e NKT parece estar
preservada na infec¢do pelo HTLV-1, porém a diminui¢do da frequéncia destas células no
sangue periférico de pacientes com HAM/TSP pode significar menor citotoxicidade contra
células infectadas pelo virus, contribuindo com aumento da carga proviral e desenvolvimento

da neuropatologia.
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SUMARIO DE RESULTADOS

e Pacientes com HAM/TSP apresentaram menor frequéncia de células NK do que
individuos portadores do HTLV-1 e controles sadios.

e A carga proviral dos individuos infectados pelo HTLV-1 foi correlacionada inversamente
com a frequéncia diminuida de células NK em portadores do HTLV-1, mas ndo em
pacientes com HAM/TSP.

e Pacientes com HAM/TSP apresentam frequéncias diminuidas de células NK expressando
CD16, molécula essencial na ADCC contra células infectadas, indicando que este
mecanismo esta ativado.

e A desgranulacdo de células NK e NKT foi semelhante entre portadores do HTLV-1 e
pacientes com HAM/TSP, mas esta foi maior quando comparada ao grupo de controles
sadios.

o A frequéncia de células NK expressando NKG2D e MFI ndo esta alterada na infecgdo
pelo HTLV-1.

o A expressdao de NKG2D esta diretamente correlacionada com a expressdao de CD107a em

individuos infectados pelo HTLV-1.
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CONCLUSAO

Os dados neste estudo indicam que a desgranulacao de células NK e NKT, assim como
expressdo de receptores CD16 e NKG2D estdo preservados. Contudo, a diminuicdo da
frequéncia destas células desempenhando fungdes citotoxicas no sangue periférico de
pacientes com HAM/TSP em combate ao virus podem estar associadas com o aumento da

carga proviral e progressao para a doenga.
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ABSTRACT

PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF NK AND NKT CELLS IN HTLV-1
INFECTION. Aims: The cytotoxic activities of CD8+ T cells has been considered the main
defender mechanism against the human T lymphotropic virus type I (HTLV-1). Like CD8+ T
cells, NK and NKT cells are able to perform a cytotoxic degranulation with production of
cytotoxic mediators, such as perforins and granzymes. NK and NKT cells also develop
mediate antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against infected cells, but few
studies seek to understand the role of these cells in HTLV-1 infection. The aims of this study
were to evaluate the frequency of NK cells, expression of CD16, CD107a and NKG2D in
these cells in HTLV-1 carriers, patients with myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP) and healthy subjects, and correlate the findings with the proviral load and
development of HAM/TSP. Methods: Phenotypic characterization of NK cells was evaluated
by flow cytometry. Results: The frequencies of CD56+, CD56+CD3-, CD56+CD16+ and
CD56dim were decreased in HAM/TSP patients. Specifically, the frequency of NK cells was
inversely correlated with the proviral load only in the group of HTLV-1 carriers but not in
HAM/TSP patients. The frequency of CD56+ and CD56dim cells expressing CD16 was
decreased in HAM/TSP patients. The frequency of NK cells expressing CD107a and the
intensity of this molecule was increased in HTLV-1 infected subjects compared to healthy
controls, but we did not observed differences between the groups of HTLV-1 carriers and
HAM/TSP patients. The expression of NKG2D receptor is not altered in NK cells from
HAM/TSP patients, but is in T CD8+ lymphocytes. The expression of NKG2D was directly
correlated with CD107a expression. Conclusions: The data presented in this study indicate
that the degranulation of NK and NKT cells as well as the expression of the receptors CD16
and NKG2D are preserved. However, the decreased frequency of these cells performing
cytotoxic functions in peripheral blood of HAM/TSP patients against infected cells might be
associated with the increased proviral load and progression to disease.

Keywords: 1. HTLV-1; 2. NK cells; 3. Cellular cytotoxicity; 4. Innate immunity response
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Title: Inhibitory activity of pentacyano(isoniazid)ferrate(Il), IQG-607, against

promastigotes and amastigotes forms of Leishmania braziliensis

Authors: Camila F. Amorim', Luiza Galina®’, Natalia B. Carvalho', Nathalia D. M.
Sperott02’4, Kenia Pissinate?, Pablo Machado™®, Maria M. Campos4’5, Luiz A. Basso™>",

Valnés S. Rodrigues-Junior>*", Edgar M. Carvalho'®”", Di6genes Santiago Santos>*
g g g g

Institutions: 'Servico de Imunologia, Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil. *Centro de Pesquisas em
Biologia Molecular e Funcional, Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
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PUCRS, Porto Alegre, Brazil. SInstituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Doengas
Tropicais, Salvador, Bahia, Brazil. "Instituto de Pesquisa Gongalo Muniz — Fundagao

Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia, Brazil.

Abstract: M. tuberculosis and parasites of the genus leishmania have the type II fatty acid
biosynthesis system (FASII). The pentacyano(isoniazid)ferrate(Il) compound, named IQG-
607, inhibits the enzyme 2-trans-enoyl-ACP(CoA) reductase, a key component in the FASII
system. Here, we aimed to evaluate the inhibitory activity of IQG-607 against promastigotes
and amastigotes forms of Leishmania (Viannia) braziliensis isolated from patients with
different clinical forms of L. braziliensis infection, cutaneous, mucosal and disseminated
leishmaniasis. Importantly, IQG-607 inhibited the proliferation of three different isolates of L.
braziliensis promastigotes associated with cutaneous, mucosal and disseminated
leishmaniasis. The 1Cs values for IQG-607 were in the range of 0.015 and 0.035 mg/mL, for
these forms. Additionally, IQG-607 treatment decreased the proliferation of intracellular
amastigotes in infected macrophages, after analysis of the percentage of infected cells and
number of intracellular parasites/100 cells. IQG-607 reduced from 58% to 98% the
proliferation of L. braziliensis from cutaneous, mucosal and disseminated strains. Moreover,
IQG-607 was also evaluated regarding its potential toxic profile, by using different cell lines.
IQG-607, even at high concentrations, did not affect cellular viability of Vero, HaCat and
HepG2 cell lines. Importantly, IQG-607, even used in a high concentration of 0.4 mg/ml, did



not induce DNA damage in HepG2 cells, when compared to the untreated control group.

Future studies will confirm the mechanism of action of IQG-607 against L. braziliensis.
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Journal: Plos Neglected of Tropical Diseases
Title: Participation of NK cells in the control of viral infection in HTLV-1 carriers

Authors: Camila F. Amorim', Natalia B. Carvalho', José Abrado Neto', Silvane B. Santos'?,

Fernanda Grassi’, Lucas P. Carvalho'”*, Edgar M. Carvalho'?"

Institutions: 'Servico de Imunologia, Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil. 2Departamento de Ciéncias
Biologicas, Universidade Estatual de Feira de Santana, Feira de Santana, Bahia, Brazil.
*Laboratoério de Pesquisas Clinicas do Instituto de Pesquisas Gongalo Muniz — Fiocruz/Bahia,
Brazil. *Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia de Doengas Tropicais (CNPq), Salvador,

Bahia, Brazil.

Abstract: The cytotoxic activities of CD8+ T cells has been considered the main defense
mechanism against the human T lymphotropic virus type I (HTLV-1). Similar to CD8+ T
cells, NK cells are able to perform a cytotoxic degranulation with production of cytotoxic
mediators, such as perforins and granzymes. NK cells are also responsible for the antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against infected cells, but few studies have evaluated
the role of NK cells in HTLV-1 infection. The aim of this study was to characterize the
subsets and measure the frequency of NK cells in HTLV-1 carriers (HC) and in patients with
HTLV-1 associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP), and correlate these
findings with the proviral load and development of HAM/TSP. The diagnosis of HTLV-1
infection was performed by detection antibody against viral antigens by ELISA and
confirmed by Western blot. Phenotypic characterization of NK cells was performed by flow
cytometry. The frequencies of CD56+, CD56+CD3-, CD56+CD16+, CD56dim and
CD56+CD16bright were decreased in HAM/TSP patients and inversely correlated with
proviral load in HTLV-1 infected subjects. The frequency of CD56+CD3- cells was inversely
correlated with proviral load in HC but not in HAM/TSP patients. HAM/TSP patients showed
decreased frequency of CD56+ and CD56dim cells expressing CD16, main receptor for
ADCC. These data indicate that NK cells may play key role in the control of HTLV-1
infection preventing the progression of HC to HAM/TSP.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarscido para Controles

Nome do Projeto: Resposta Imunolégica, Fatores Virais e Infecgées por Helmintos na Expressao
da Doenga Asscciada ao HTLV-1

Investigador Principal: Edgar M. Carvalno, médico, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos,
Hua Joao das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brasil.

Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA. Rua do Limosairo, n® 137 - Nazaré
Cep.: 40.055-150 Salvador, BA, 55 71 3283-9210/9211, cepmeco@ufba br/cepmeo@gmail.com

Nome do Participante:
Numero de Identificagdo no Projeto:

Convite e Objetivo: Vocé é convidado a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar as
razbes pelas quais alguns pacientes apresentam doenga neurclégica associada & infecgdo pelo
HTLV-1. Alem das informagdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo acs
médicos que fazem parte do projeto. Antes de concordar em participar desta pesquisa & importante
que vocé leia este documento, e caso decida participar do estudo vocé sera solicitado (a) a assinar
este formulério de consentimento.

Vocé foi selecionado como um possivel participante nesse estudo porque vocé docu sangue a um
banco de sangue em Salvador, Bahia e fol identificado como NAQ estando infectado pelo virus
HTLV-1.

Participagdo Voluntaria:

A sua participagao no estudo é voluntria e vocé estara contribuindo para o melhor entendimento
da doenca causada pelo virus HTLV-1. Sua participagao nesse estudo seré de apenas 1 dia. Vocé
é livre para recusar a participar no estudo, sem perder 0s seus direitos a cuidados médicos de
rotina @ sem nenhuma consequéncia quanto a futuros cuidados médicos no Hospital Universitario
Prof. Edgard Santos.

Finalidade do Estudo: O objetivo desse estudc & entender as razées porque pessoas
desenvolvemn uma doenga neurolégica associada ao HTLV-1 e quais outros sintomas elas podem
vir a desenvolver por causa dessa infecgao.

Procedimentos: Caso vocé decida participar do estudo sera solicitado que vocé doe trinta
mililitros de sangue (mais ou menos 2 colheres de sopa) que vao ser usados para avaliar sua
resposta imunolégica (sua capacidade de combater infecgdes).

Confidencialidade: Qualquer informag&o obtida durante este estudo sera confidencial sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe cientifica. Os resultados serao divulgados na
forma de comunicagéo clentifica, nao permitindo a identificag&o individual dos participantes.

Anilises de Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue nos pacientes pode provocar dor leve devido a pung@o com agulha. Em
casos raros se acompanha de sangramento ou mancha na pele. A retirada de sangue venoso é um
procedimento médico de rotina, e todos os cuidados apropriados serdo tomados.

Retorno de Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade: Muito pouco se sabe a respeito dos
sintomas iniciais da doenga neurolégica associada ac HTLV-1. O objetivo do presente estudo é
identificar anormalidades imunclégicas associadas ao HTLV-1. O conhecimento adquirido através
desse estudo poderd no futuro ajudar pessoas infectadas peloc HTLV-1, pois permitird identificar
precocemente pessoas propensas a desenvolver problemas neurologicos e neste caso poder
realizar precocemente tratamento na perspectiva de evitar o desenvolvimento da doenga. Desta
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forma, o estudo ndo traz para vocé nenhum beneficio mas ajudara os individuos que sdo
infectados pelo HTLV-1.

Custos: Vocé ndo terd quaisquer custos com os exames de laboratorio ou com a avaliagédo
médica. Vocé nao recebera nenhum pagamento por sua participagdo nesse estudo.
Adicionalmente as suas despesas com transporte e alimentagao para participar no estudo serdo
pagas pelo projeto.
Esclarecimentos:

Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagao relacionada aos procedimentos
realizados na pesquisa, vocé pode contatar pelc telefone 3237-7353 os pesquisadores: Dr. Edgar
M. Carvalho e Dr. André Luiz Muniz, no Servigo de Imunologia do HUPES-UFBA, Rua Joac das
Botas, s/n — Canela, telefone (071) 3237-7353, ou com o Comité de £tica em Pesquisa
CEP/COM/UFBA, na pessoa do Dr. Eduarde Neto,Maternidade Climério de Oliveira/UFBA, Rua do
Limoeiro, n® 137 — Nazaré, Cep.: 40.055-150 Salvador, BA, 55 71 3283-6210/9211,

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé concorda em participar do
estudo, favor assinar 0 nome abaixo. A vocé serd entregue uma copia deste formulério para
guardar.

E Sim, eu concordo que a amostra de sangue possa ser guardada para pesquisa no
futuro.
U N&o, eu nao concordo que a amostra de sangue possa ser guardada para pesquisa
no futuro.
Assinatura do participante Data Hora
Assinatura da testemunha Data Hora

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Discuti as questdes acima apresentadas com os participantes do estudo. E minha opinide que o
individuo entende cs riscos, beneficios e direites relacionados a este projeto.

Assinatura do pesquisador Data Hora

seafs ol

Slaudia .-ubuq[u'rq!m D
Secrataria Administraiiva
Tomind da Enca am Soago
“EROar
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ANEXO 4

Aprovacao no Comité de Etica em Pesquisa
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGO003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

s PR —
Ruz Augusto Viana, vo*, Canels — Hospital Universitdrio Professor Edgard Sanios, | * ander
Cep: 40.110-160 - Salvador-Baisa  telefax : (71) 32838043 o-mail: cepmeoiguibar  homwepage: wws cepmen, ufba by

PARECER/RESOLUCAO ADITIVA N.° 35/2013

Para andlise e deliberagdo deste Institucional o Professor, Doutor, Edgar Marcelino de
Carvalho Filho, Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa “Resposta
imunologica, fatores virais e infec¢des por helmintos na expressio de doenca
associada ao HTLV-1”, aprovado em 30 de Abril de 2008 pelo Parecer/Resolugdo n°
030/2008 deste Colegiado, apresentou. em 17 de Julho de 2013, o “Relatério Anual”
das atividades desenvolvidas, bem como o pedido de prorrogagio do Estudo.

Inexistindo na proposi¢do analisada conflito administrativo, processual e ético que
contrariem as disposigdes vigentes, fica aceito o “Relatério” além de conceder a
continuidade por mais 01 (um) ano da Pesquisa, a partir desta data.

Salvador, 24 de Julho de 2013.

// Wh net?

A, PR

Professor, Doutor, Eduagge st to.
Coordenador — CEP/

UFBA

Observagdes importantes. Toda a documentagdo anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida
com a rubrica da Secretdria deste (a) ao (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugdo e nas “Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como a
impostergdvel entrega de relatérios parciais e final como consta nesta liberagio,
(Modelo de Redagdo para Relatério de Pesquisa, anexo).



