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RESUMO
O virus linfotrépico de células T humana do tipo 1 (HTLV-1) € um retrovirus humano
sexualmente transmissivel, cujas principais manifestacdes clinicas sdo a Mielopatia
Associada ao HTLV/Paraparesia Espéastica Tropical (HAM/TSP) e a
Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL). A HAM/TSP é uma manifestacao
inflamatéria do sistema nervoso central que pode resultar na perda parcial dos
movimentos dos membros inferiores. Embora muitos aspectos dos eventos que levam
ao desenvolvimento de doenca ndo estejam esclarecidos, a resposta imune do
hospedeiro, principalmente a resposta celular desencadeada por células T CD8*
especificas, € reconhecida como um evento crucial. O objetivo desse trabalho é
investigar marcadores moleculares no virus e no hospedeiro que possam estar
relacionaodos a manifestacdo de doenca, principalmente a HAM/TSP. No Capitulo I,
foi realizada a busca por marcadores virais, no que diz respeito a apresentacao
diferencial de epitopos, para os diferentes perfis clinicos. Para tanto, fizemos um
levantamento (Genbank) de 46 genomas completos do HTLV-1, e separamos as
regides codificantes das proteinas Tax, HBZ, p12, gp21 e gp46. Tais regides génicas
foram avaliadas quanto a presenca de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e em
seguida traduzidas para proteina. As variacdes moleculares foram representadas em
sequéncias de AA que foram submetidas ao IEDB (Immune Epitope Database a
Analysis Resource) para predicao de epitopos lineares ligantes de moléculas de HLA-
I. Foi possivel identificar 7 “alelos protéicos” para a proteina gp21, 23 para gp46, 20
para HBZ, 13 para a proteina Tax, e 15 para a proteina p12, todos distruidos entre
individuos ASS, fHAM/TSP (Familiar), sHAM/TSP (Esporadico) e ATLL. Na predicéo,
foram identificados mais de 15.741 epitopos para p12, menor quantidade de epitopos
preditos e mais de 50.000 para Tax, com a maior quantidade de epitopos preditos. A
proteina pl12 teve a maior proporcdo de epitopos especificos, também seguida pela
proteina Tax. A proteina HBZ teve 0s menores percentuais em todas as faixas de
especificidade. Os resultados encontrados para as proteinas estruturais gp46 e gp21
foram semelhantes. Nao houve nenhuma especificidade/exclusividade dos alelos de
HLA entre as proteinas, “alelos protéicos” e/ou perfis clinicos do hospedeiro. Cada
proteina apresentou um alelo de HLA como sendo o mais frequente entre os “alelos
protéicos”, ndo havendo similaridade nessa ocorréncia. E por fim, o alelo de HLA*A
32:01 foi citado entre os mais frequentes em todas as proteinas, e as proteinas gp21

e HBZ apresentaram perfis semelhantes no que se refere a ocorréncia dos alelos de



HLA mais frequentes. O perfil clinico HAM/TSP foi o que apresentou 0 maior nimero
de variagbes moleculares entre as proteinas estudadas: foram 42 “alelos protéicos”
contra 19 de individuos com ATLL e 16 de individuos ASS (N&do HAM/TSP). Os
achados de afinidade revelaram que dos 9 epitopos que apresentaram diferencas na
afinidade as moléculas de HLA, 6 deles estavam associados a individuos ATLL, 4 a
individuos sHAM/TSP e 2 a individuos ASS. Concluimos ndo haver um perfil de
apresentacao de epitopos gque esteja associado ao status clinico do hospedeiro, uma
vez que houve grande semelhanca quanto aos alelos de HLA e quanto a posi¢ao dos
epitopos apresentados entre os “alelos protéicos”. No entanto, identificamos variagdes
moleculares importantes na predicdo dos epitopos especialmente nos genomas de
individuos com ATLL e HAM/TSP. No Capitulo II, buscamos por marcadores no
hospedeiro, em um grupo de individuos (HAM/TSP e assintomaticos) (N=44)
infectados. Para tanto, realizamos a determina¢do do Exoma através da Plataforma
lllumina e utilizando um chip para 551.004 SNPs. A taxa total de genotipagem das
amostras foi de 0,997001, com perda de 35.163 SNPs (~6%), identificadas 515.841
variantes. A determinacdo ancestral revelou uma proporcionalidade de contribuicéo
genética mais marcante para a origem africana na populacéo estudada. Observamos
predominancia de mulheres no grupo caso, como ja foi documentado na literatura. A
média de idade dos individuos infectados foi de 59 anos (27-89 anos), sendo que a
carga proviral média destes é de 55.253,41/108 células. Dentre os SNPs identificados,
guatro deles se destacaram quanto as frequéncias alélicas nos grupos caso e
controle, e séo eles: rs2857596 C, rs7917905 A, rs1265564 C e rs376863_A. Apols
analise de regressdo multivariada, ajustada para ancestralidade, apenas os SNPs
“rs1265564” (p=7,2*10%) e “rs376863” (p=1,25*103) se apresentam associados ao
desfecho. O SNP rs1265564, foi identificado no gene que codifica para a proteina
CUX-2 que esté associada ao reparo de DNA oxidado por acdo das espécies reativas
do oxigénio produzidas nos neurénios. Os quatro SNPs iniciais mostram estar em
desequilibrio de ligacdo com outros SNPs, porém nenhum deles dos ja descritos na
literatura e citados neste trabalho. Sugerimos uma busca minuciosa dos SNPs
indicados neste trabalho, bem como a associacdo de marcadores moleculares do
hospedeiro com marcadores virais, como forma de entender o processo de infeccao
e manifestacdo de doengca como resultado de uma integracdo complexa e bem
sucedida.

Palavras-chave: HTLV-1, HAM/TSP, SNPs, epitopos, virus, hospedeiro,



ABSTRACT
Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is a sexually transmitted human
retrovirus. Its main clinical manifestations are HTLV-Associated Myelopathy/Tropical
Spastic Paraparesis (HAM/TSP) and T-Cell Leukemia / Lymphoma of the Adult (ATLL).
HAM/TSP is an inflammatory disorder of the central nervous system that can result in
partial loss of lower limb movements. Although many events aspects that lead to the
disease development are unclear, the host's immune response, especially the cellular
response triggered by specific CD8* T cells, is recognized as a crucial event. The
objective of this work is to investigate molecular markers in the virus and in the host
that may be related to the manifestation of the disease, mainly HAM/TSP. In Chapter
| we have search for viral markers, with regard to the differential epitope presentation,
for the different clinical profiles. We carried out a survey (Genbank) of 46 HTLV-1
complete genomes, and separated the coding regions of Tax, HBZ, p12, gp21 and
gp46 proteins. Such gene regions were evaluated for the presence of SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism), and then translated. These molecular variations were
represented in AA sequences that were submitted to the IEDB (Immune Epitope
Database Analysis Resource) to predict linear epitopes linking HLA-I molecules. It was
possible to identify 7 “protein alleles” for the gp21 protein, 23 for gp46, 20 for HBZ, 13
for the Tax protein, and 15 for the p12 protein, all distributed among individuals ASS,
fHAM/TSP (Familiar), SHAM/TSP (Sporadic) and ATLL. In prediction results, more
than 15,741 epitopes were identified for p12, the lowest amount of predicted epitopes
and more than 50,000 for Tax, with the highest amount of predicted epitopes. The p12
protein had the highest proportion of specific epitopes, also followed by the Tax protein.
The HBZ protein had the lowest percentages in all specificity ranges. The results found
for structural proteins gp46 and gp21 were similar. There was no specificity/exclusivity
of HLA alleles among proteins, "protein alleles" and/or host clinical profiles. Each
protein presented an HLA allele as being the most frequent among the “protein alleles”,
with no similarity in this occurrence. Finally, the HLA * A 32:01 allele was cited as the
most frequent in all proteins, and the gp21 and HBZ proteins showed similar profiles
with regard to the occurrence of the most frequent HLA alleles. The HAM/TSP clinical
profile showed the highest number of molecular variations among the studied proteins:
there were 42 “protein alleles” against 19 of individuals with ATLL and 16 of ASS
individuals (Non-HAM/TSP). The affinity findings revealed that 9 epitopes showed
differences in affinity to HLA molecules, 6 of them were associated with ATLL



individuals, 4 with sHAM/TSP individuals and 2 with ASS individuals. We conclude that
there is no epitope presentation profile that is associated with the host clinical status,
since there was great similarity in the HLA alleles and in the predicted epitopes
positions among the “protein alleles”. However, we have identified important molecular
variations in the epitopes prediction, especially in the genomes of individuals with ATLL
and HAM/TSP. In Chapter Il, we looked for markers in the host, in a group of infected
individuals (HAM/TSP and asymptomatic) (N = 44). For this, we have performed the
determination of Exoma through the Illumina Platform and using a chip for 551,004
SNPs. The overall samples genotyping rate was 0.997001, with a loss of 35,163 SNPs
(~ 6%), identified 515,841 variants. The ancestral determination revealed a
proportionality of genetic contribution more marked for the African origin in the studied
population. We observed a predominance of women in the case group, as has already
been documented in the literature. The average age of infected individuals was 59
years (27-89 years), with an average proviral load of 55,253.41/10° cells. Among the
SNPs identified, four of them stood out regarding the allele frequencies in the case and
control groups, and they are: rs2857596 C, rs7917905 A, rs1265564 C and
rs376863_A. After multivariate regression analysis, adjusted for ancestry, only the
SNPs “rs1265564” (p = 7.2 * 10*) and “rs376863” (p = 1.25 * 10%) are associated with
the outcome. The SNP rs1265564, was identified in the gene that codes for the CUX-
2 protein that is associated with the repair of oxidized DNA by the action of reactive
oxygen species produced in neurons. The initial four SNPs show to be in linkage
disequilibrium with other SNPs, but none of those already described in the literature
and cited in this work. We suggest a thorough search for the SNPs indicated in this
work, as well as the association of host molecular markers with viral markers, as a way
of understanding the process of infection and disease manifestation as a result of a

complex and successful integration.
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l. INTRODUCAO

1.1 O Virus

O virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus humano descrito. Foi isolado no Jap&do em 1980 de um paciente com linfoma
cutaneo de células T (POIESZ et al., 1980; MIYOSHI et al., 1981; YOSHIDA et al.,
1982). O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae e ao género Deltaretrovirus
(GESSAIN et al., 1992; FRANCHINI, 1995; SLATTERY et al., 1999). A principal
hipotese de transmisséo viral sugere ter ocorrido a partir de primatas nao humanos
infectados por STLV (Simian T-cell Lymphotropic Virus) através de atividades de caca
e uso da carne destes animais para alimentacédo (SLATTERY et al., 1999; MOSSOUN
et al., 2017).

[.1.1 Caracteristicas Estruturais

As particulas virais possuem tamanho médio de 80-120nm (ISHAK et al. 2020),
e apresentam estrutura morfoldgica similar a de outros retrovirus, sendo constituida,
basicamente, por um envelope, uma matriz protéica e um nucleocapsideo (Figura 1).
O envelope viral € composto por uma glicoproteina de superficie (SU) extracelular,
gp46, e uma proteina transmembrana (TM) que esta ancorada na SU, chamada de
gp21. Junto & membrana do envelope se encontra a proteina p19 da matriz (MA). O
capsideo (CA) de simetria icosaédrica composto pela proteina p24, abriga, no seu
interior, o genoma viral definido por duas fitas de RNA diméricas de polaridade
positiva, as quais estdo associadas a varias pequenas proteinas basicas, chamadas
de proteinas do nucleocapsideo (NC). Outras proteinas também estao presentes no
interior do CA, como a transcriptase reversa (TR) e a integrase (IN), essenciais no
processo de integracdo do DNA no genoma da célula hospedeira (Figura 1) (RAYNE
et al., 2004; MARTIN et al., 2018).
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Figura 1 — Representa¢cdo esquematica da estrutura morfolégica do HTLV-1.
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Glicoproteinas do envelope viral (gp21 e gp26), Acido Ribonucléico: RNA, proteinas estruturais do

capsideo viral (p19) e nucleocapsideo viral (p24) (Fonte: www.HTLV.com.br).

[.1.2 Caracteristicas Gendmicas e Funcionais

O HTLV tem um genoma de RNA de fita simples, com extensao de 9032 pb, e
organizagdo similar a de outros retrovirus (SEIKI et al., 1984). Apresenta as
extremidades (5" e 3’) flanqueadas por duas regides repetidas, chamadas de “Long
Terminal Repeats” (LTR), constituidas por trés subunidades: U3, R e U5 (Figura 2).

No processo de transcri¢do, trés moléculas de mRNA séo produzidas: 0 mRNA
gendmico, utilizado para a sintese dos produtos dos genes gag e pol, transcrito da
extremidade LTR 5’ até a jungcdo R-US na extremidade LTR3’; o mRNA sub-gendmico,
sintetizado a partir de uma Unica etapa de processamento e codificante do produto do
gene env; e um segundo mRNA sub-genbémico, duplamente processado através da
remocédo de dois introns, que codifica as proteinas regulatérias Tax e Rex com, pelo
menos, quatro fases de leitura aberta (Open Reading Frame-ORF) (GHEZELDASHT
et al., 2013).

O comprimento total do mMRNA do HTLV-1 codifica a proteina gag (p55) que &
entdo clivada pela protease viral que forma as proteinas da matriz (p19), capsideo
(p24) e nucleocapsideo (p15). A repeticdo de terminal longo de HTLV-I (LTR) nas
extremidades 5 'e 3' do genoma contém o promotor viral e 0s elementos reguladores.
Além disso, 0 mRNA viral codifica a proteina pol, 0o mMRNA de splicing Unico codifica a
proteina Env e um mRNA de splicing duplo codifica as proteinas regulatérias Tax e
Rex (GHEZELDASHT et al., 2013).
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Desta forma, o genoma viral possui 0s genes gag, pro, pol e env, além de uma
sequéncia proxima a extremidade 3"conhecida como regido pX, a qual codifica a
principal proteina transativadora, Tax e o regulador de splicing de mRNA, Rex que
compreende as ORFs de | a IV (Figura 2). Tais ORFs produzem formas alternativas
de mRNA, as quais codificam as quatro proteinas acessoérias p12', p27', p13" e p30" .
O gene gag codifica a poliproteina Gag, que consiste em trés principais dominios,
matriz (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo (NC). Os genes pro e pol, codificam as
enzimas virais, como € o caso da protease e das ezimas fundamentais para replicacéo
viral, integrase e transcriptase, respectivamente. E por fim o0 gene env que origina as
glicoproteinas de envelope (Figura 2) (MICHAEL et al., 2004; ROSADAS &
PUCCIONI-SOHLER, 2015; BARRETO et al., 2016; WEIXIN et al., 2018, HARROD,
2019).

Figura 2 — Diagrama esquematico do genoma do HTLV-1 com destaque para as

moléculas de mRNA produzidas no processo de transcri¢ao viral.

5'LTR 1.Kb % ;I; 4 5 (Is 7 8 3'LTR

Gag Pol
Pro
Env-1
r . N
V& Rex-1 \
L 4 t » \
L] Tax-1
p30
p12 | .
P13
" p21Rex
\ HBZ [l
;8 /
Legenda:
[ JRegigoPx @ orFI ORF Il ORFIIl ~ ORFIV

O retangulo azul destaca as trés principais moléculas de mMRNA produzidas no processo de

transcricao viral. Fonte: Adaptado de Martinez et al., 2019.

O gene gag é inicialmente traduzido como um precursor poliprotéico, cuja

subsequente clivagem da origem as proteinas estruturais maduras: a proteina da
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matriz de 19kDa (pl19), a proteina do capsideo de 24 kDa (p24) e a proteina do
nucleocapsideo de 15kDa (p15). Tais produtos protéicos estdo frequentemente
presentes nas estruturas formadas pelas células infectadas pelo HTLV-1, para a
interacdo a distancia entre células e consequente disseminagéo do virus (OMSLAND
et al., 2018). A protease, por sua vez, é codificada por desvio de leitura dos genes gag
e pol, e atua sobre as cadeias poliprotéicas, clivando-as para formacao das proteinas
estruturais maduras encontradas na particula viral. O gene pol codifica a transcriptase
reversa e a integrase, sendo a primeira enzima responséavel pela sintese do DNA viral
a partir do RNA de fita simples e, portanto, fundamental na fase inicial do ciclo de
multiplicacéo do retrovirus.

O gene env codifica a proteina precursora do envelope viral (Env), que é
clivada, gerando os produtos maduros: a glicoproteina de superficie de 46kDa (gp46-
SU) e a proteina transmembrana de 21kDa (gp21-TM), que estdo diretamente
associadas ao reconhecimento celular, e a consequente entrada do virus na célula.

As proteinas regulatérias Tax (ORF-1V) e Rex (ORF-Ill), por sua vez, sao
codificadas pela transcricdo do gene pX, e tém funcdo importante na dinamica viral,
de modo que cabe a proteina Tax a ativacdo de genes celulares que codificam fatores
de transcricdo, como NF-kB, fatores ligantes dos elementos responsivos ao CAMP, IL-
2 e receptor de IL-2. Além disso, Tax abriga epitopos (11-19aa) importantes que fazem
dela um alvo antigénico dominante no reconhecimento por linfocitos T citotoxicos na
maioria dos individuos. Na patogénese da infeccdo pelo HTLV-1, a proteina
regulatdria viral, Tax, funciona como um agente fundamental no desenvolvimento das
diferentes patologias (KANNAGI et al., 2019; MARTINEZ et al., 2019).

Além das proteinas Tax e Rex, o gene pX codifica, atraves de diferentes ORFs
(I e ), e portanto, diferentes formas alternativas de mRNA outras trés proteinas
acessorias: pl2, pl3 e p30. Tais proteinas contribuem com a infectividade viral,
manutencdo de altas cargas provirais, ativacao e regulacdo da transcricdo génica
(MICHAEL et al., 2004). A ORF-I é responsavel pela sintese da proteina p12 que pode
sofrer protedlise na extremidade aminoterminal e gerar a proteina p8, enquanto as
proteinas p13 e p30 s&o resultados do splicing alternativo da ORF-II. A proteina p12
localiza-se no sistema celular de endomembranas, particularmente, no RE e complexo
de Golgi, enquanto que p8 € dirigida para as balsas lipidicas da membrana celular e
€ recrutada para a sinapse imunoldgica atraves da ligacdo com o receptor de célula
T-TCR (Do inglés, T-cell Receptor) (KORALNIK et al., 1993; DING et al.,, 2001;
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FUKUMOTO et al., 2009). Através da deplecdo dos estoques de calcio do RE e do
aumento de célcio citoplasmatico, p12 modula processos de proliferacdo de células T
e replicacdo viral, aléem de ativacdo de fatores nucleares de ativacdo de células T
(NFAT), que é dependente da ativacdo por proteinas calcio-dependente (KIM et al.,
2003). E sabido ainda que pl2 liga-se as cadeias pesadas recém sintetizadas de
MHC-1 (Do inglés, Major Histocompatibility Complex class 1) prevenindo sua
associagao com a [32-microglobulina, o que conduz tais cadeias a degradacéao pelo
proteassoma, diminuindo sua expressao (JOHNSON et al., 2001; EDWARDS et al.,
2011).

A proteina p30 localiza-se no nucleo e nucléolo sugerindo que sua funcgéo
relacione-se com a mediacdo de processos como progressao do ciclo celular, reparo
do DNA e exportacdo de moléculas de mMRNA (BOISVERT et al., 2007; EDWARDS et
al., 2011). Além disso, p30 se liga especificamente as moléculas de MRNA,
duplamente processado (Tax/Rex) retendo-0s no ndcleo, favorecendo a propagacao
silenciosa dos genomas provirais do HTLV-1 por divisédo celular através da expansao
clonal de células infectadas (NICOT et al., 2004; EDWARDS et al., 2011).

Mais recentemente, em relacdo aos demais produtos génicos, estudos
despertaram um grande interesse por um transcrito produzido a partir do promotor 3’
LTR na fita negativa do provirus, este transcrito codifica a proteina conhecida como
Fator Basico de Ziper de Leucina do HTLV-1 (HBZ, do Inglés HTLV-1 Basic Leucine
Zipper Factor). De modo que dois transcritos sédo gerados na codificagdo do HBZ: o
spliced (sHBZ) e o unspliced (usHBZ) (Figura 2) (GREEN et al., 2001; MATSUOKA
et al., 2009; RUSHING et al., 2018).

Compreende-se que seja funcdo do HBZ manter a infeccao viral cronica e
promover a leucemogénese, em um mecanismo ainda ndo muito bem esclarecido,
mas que envolve interagdes com seu dominio KIX (Dominios de ativagdo ordenados
por fatores de transcricdo) (YANG et al., 2018). O dominio KIX € alvo de fatores de
transcricdo viral que competem com fatores de transcricdo celular, resultando na
perturbacdo de processos celulares importantes. Sabe-se que apos a infec¢cdo da
célula pelo HTLV-1, o virus codifica a proteina Tax que ativa a transcricdo de genes
virais nos estagios iniciais da leucemogénese por meio do recrutamento de uma
proteina nuclear conhecida como um co-ativador transcricional-CBP (Do Inglés, Co-
Activator Binding Protein). Tax, por sua vez, pode atuar na regulacdo negativa do HBZ

0 que reduz a imunodeteccdo dessa proteina viral no hospedeiro (YANG et al., 2018).
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Esse mecanismo de regulacdo acontece uma vez que, especificamente, o dominio de
ativacdo do HBZ (HBZAD- Residuos 1-77) compete com a proteina Tax pelo dominio
alvo de fatores de transcrigéo (KIX) (YANG et al., 2018).

HBZ pode agir através de duas formas funcionais. Em sua forma de RNA,
promovendo a proliferagdo celular através da regulacdo positiva de uma classe de
fatores de transcricdo (E2F1) importantes para a regulacdo do ciclo celular
(BASBOUS et al., 2003; THEBAULT et al., 2004, SATOU & MATSUOKA, 2010). Em
sua forma proteica, HBZ suprime a transcricdo viral mediada por Tax, através da
competicdo direta pelo recrutamento da proteina de ligacdo ao elemento responsivo
ao monofosfato ciclico de adenosina - cAMP (CREB, do inglés, Cyclic Adenosine
Monophosphate-cAMP- response element-binding protein) ou da proteina de ligacéo
ao CREB/homoélogo p300 (CBP/p300, do inglés, CREB-binding protein/homologue
p300) (BASBOUS et al., 2003; THEBAULT et al., 2004; SATOU & MATSUOKA, 2011),
e inibe seletivamente a via classica do fator de transcricdo nuclear kappa B do
hospedeiro, evento critico para a transformacéo, proliferacdo e sobrevivéncia das
células infectadas pelo HTLV-1 (MATSUOKA & JEANG, 2011).

HBZ é também uma proteina imunogénica reconhecida por clones de linfocitos
T citotoxicos (CTL, do inglés, Cytotoxic T lymphocytes), sendo considerado um
imunégeno mais fraco do que Tax quando reconhecido pelos CTLs. A menor
imunogenicidade do HBZ pode permitir que as células infectadas pelo HTLV-1
escapem da resposta imune do hospedeiro (ROWAN et al., 2014).

[.2 A Infeccéo

As vias de transmissdo do HTLV-1 se encontram em trés eixos: sexual,
parenteral (transmissdes horizontais) e entre mée e filho (transmissé&o vertical)
(MANNS et al., 1992; PROIETTI et al., 2005; ISHAK et al., 2020). A transmisséo do
HTLV-1 requer a transferéncia de células infectadas com o provirus, presentes no
sémen, no leite humano ou no sangue (ISHAK et al., 2020). De modo que, para facilitar
a sua transmisséao, o HTLV-1 aumenta a populacdo clonal de células infectadas pelas
acOes pleiotropicas das proteinas virais, especialmente a proteina Tax (TAYLOR et
al., 2005).

A transmissdao vertical do HTLV-1 pode ocorrer durante o periodo intrauterino

ou durante o parto, porém, foi demonstrado que a amamentacdo € a maior via de
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transmissdo, a medida que células infectadas pelo virus entram no corpo da crianca
por via oral (HINO et al., 1985). Portanto, a politica de evitar a amamentacdo em maes
gue carregam o virus é geralmente seguida em areas urbanas e € um procedimento
eficiente pelo qual a transmissdo é reduzida. A transmissdo vertical € comum e
provavelmente é a rota mais importante para a manutencéo do virus em comunidades
fechadas epidemiologicamente, como visto com o HTLV-2c entre comunidades
indigenas da Amazodnia do Brasil (PERCHER et al., 2016).

O risco associado a transfusdo de sangue (Transmissao horizontal) diminuiu
acentuadamente com a introducdo de rigidas politicas regulatorias relacionadas a
triagem de sangue no Brasil e em outros lugares (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2012;
MURPHY, 2016). Em doadores de sangue no Brasil a triagem para HTLV acontece
de forma obrigatéria nos bancos de sangue, porém nenhum teste é feito para
diferenciar e caracterizar os tipos e subtipos desses virus (RIBEIRO et al., 2018).
Muitos paises adotaram essa triagem do HTLV-1 no sangue doado, o que reduziu
efetivamente o risco de transmisséo do HTLV-1 por transfusdo. Porém, essa triagem
ainda néo é realizada em todo o mundo (TAGAYA et al., 2019).

E a transmissdo sexual por sua vez, certamente € a via de transmissao mais
importante para a transmissao de ambos os tipos virais: 0 HTLV-1 e o HTLV-2. Sendo
descrita como um mecanismo eficiente para a disseminacdo do HTLV-2c entre 0s
grupos indigenas nativos por exemplo. De acordo com o ambiente geogréfico, e
fatores de risco comportamentais, 0 aumento do risco de transmissao do virus
aumenta a prevaléncia e incidéncia de infec¢cdo e doenca (ISHAK et al., 2020). A
transmissao sexual é igualmente importante para a epidemiologia e acontece a partir
do sexo sem protecao, pela transferéncia de linfocitos infectados presentes no sémen
e secrecado vaginal (TAGAYA et al., 2019).

[.2.1 Epidemiologia

A infecgao pelo HTLV-1 tem distribuicdo mundial (KANZAKI, 2018), no entanto,
algumas regides sdo consideradas areas endémicas: sudoeste do Japéo, paises no
Caribe, Africa sub-Saara e areas localizadas no Ird e Melanésia (PROIETTI et al.,
2005; VERDONCK et al., 2007; GESSAIN et al., 1996; ALESSIO et al., 2018; YANG
et al., 2018; MARTINEZ et al., 2019) (Figura 3). Assim, pelo menos 5-10 milhdes de
pessoas estdo infectadas HTLV-1 em todo o mundo (BARRETO et al., 2016; RIBEIRO
et al., 2018; MARTINEZ et al., 2019).
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A soroprevaléncia do HTLV-1 em areas de endemicidade é estimada em 1 a
2%, levando em consideracdo a variavel idade, onde dados revelaram resultado
positivo para cerca de 20 a 40% dos individuos com mais de 50 anos de idade.
Revelando entdo o fator idade como um dos principais determinantes
epidemioldgicos, independente do ponto de vista socioeconémico e cultural, para a
soroprevaléncia do HTLV-1.

Além desse, outros determinantes importantes em regides endémicas podem
ser citados como é o caso do género, especificamente mulheres, e do status
econdmico (GESSAIN & CASSAR, 2012). Nas areas urbanas, a infec¢cédo pelo HTLV
também é mais comum entre as mulheres (HANANIYA et al., 2019; ISHAK et al.,
2020).

O HTLV-1 também é encontrado em paises da América do Sul, como no Brasil
onde estima-se que 2,5 milhdes de individuos estejam infectados por este virus
(CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; CATALAN-SOARES et al., 2004) (Figura 3).

Figura 3 - Epidemiologia do HTLV-1 ao redor do mundo.

Os circulos retratam a prevaléncia de individuos infectados pelo HTLV-1. O tamanho do circulo é

diretamente proporcinal a taxa de prevaléncia da regido. Fonte: GESSAIN & CASSAR, 2012.

No Brasil, as maiores prevaléncias sdo observadas no Norte e Nordeste
(DOURADO et al., 2003; CATALAN-SOARES et al., 2005). No entanto, também se
pode observar o fenébmeno de distribuicdo heterogénea do virus, sendo as maiores

prevaléncias registradas nos estados do Maranh&o (S&o Luis - 10.0/1000 doadores
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de sangue), Bahia (Salvador - 1,8% na populagéo geral, ou 9.4/2000 doadores de
sangue), Para (Belém - 9.1/1000 doadores de sangue) e Pernambuco (Recife -
7.5/1000 doadores de sangue) (DOURADO et al., 2003; CATALAN-SOARES et al.,
2005).

Salvador é considerada a cidade brasileira com a maior prevaléncia (1,8% na
populacédo geral) global do HTLV-1, e com prevaléncia de aproximadamente 0,84%
entre mulheres gravidas; 1,3% entre doadores de sangue (GALVAO-CASTRO et al.,
1997; DOURADO et al., 2003; BITTEN///COURT et al., 2007). O contato sexual
também foi associado com a principal forma de transmissdo do HTLV-1 na populacdo
geral de Salvador, podendo estar relacionado com a elevada prevaléncia de sifilis
(1,3%: duas vezes maior que a prevaléncia do HIV-1-0,6%), por ja ter sido
documentada forte co-infeccéo desses patdgenos e por compartilharem desta mesma
via de transmissao entre hospedeiros (NUNES et al., 2017).

Ribeiro e cols. (2018), em estudo no Piaui, com doadores de sangue, revelaram
prevaléncia do HTLV-1 de 0,59 por 1.000 (1C95%: 0,38-0,87), estando de acordo com
0s achados na literatura para taxas demonstradas em outros doadores de sangue no
Brasil (0,2 para 1,1 por 1.000). Neste mesmo estudo, percebe-se que alguns
comportamentos de risco, como € o caso do uso de drogas injetaveis e relacbes
sexuais desprotegidas, sdo decisivos para a transmissdo viral, bem como, estédo
associados com a alta frequéncia deles em doadores de sangue (RIBEIRO et al.,
2018).

Individuos infectados pelo HTLV-1 comumente possuem co-infec¢cdes com
outros patdgenos, como € o caso de infec¢des pelo Mycobacterium tuberculosis. Essa
co-infeccdo pode influenciar a transmissdo da tuberculose (TB), a epidemiologia da
doenca e até o perfil clinico dos pacientes, uma vez que foi demonstrada relacao entre
a infeccdo pelo HTLV-1 e aumento da taxa de mortalidade em pacientes com TB.
Inclusive, altas taxas de prevaléncia do HTLV-1 entre pacientes com TB, mais
especificamente na cidade de Salvador, Bahia ja foram relatadas na literatura
(KOZLOWSKI et al., 2014).

Em populagBes indigenas, a distribuicdo de anticorpos contra o HTLV mostra
gue o aumento da prevaléncia, nessa comunidade, se da juntamente com o aumento
da idade e de forma contréaria ao que ja foi documentado, ndo apresenta diferenca na
prevaléncia entre homens e mulheres. Isso permite perceber que para populacdes

fechadas o virus infecta ambos o0s sexos igualmente, mesmo nos casos de
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transmissao vertical, onde se apresenta como a rota mais importante para a
manutencdo do virus em comunidades epidemiologicamente fechadas. Contudo esse
cenario ndo & comumente observado em areas urbanas (ISHAK et al., 2020).

No norte do pais foi detectada baixa soroprevaléncia geral do HTLV1/2 na
populagcdo de doadores de sangue, sendo de 0,13%, em Manaus, no Amazonas, por
exemplo. Outros estados do Norte do Brasil revelam taxas maiores que as
encontradas neste estado, a exemplo do Amapa (0,71%) e Para (0,91%) (MORAIS et
al., 2017). A regido do Amazonas € endémica para o HTLV-2, uma vez que esse Vvirus
€ comum em indigenas e esta € uma area predominante rica em grupos indigenas
brasileiros (MORAIS et al., 2017). Apesar do numero estimado de 800.000 individuos

infectados em todo o mundo, o HTLV-2 € muito menos prevalente que o HTLV-1.

[.2.2 Ciclo de infeccéo e Persisténcia

O entendimento de como se processa O reconhecimento, e
consequentemente, a replicacdo viral passa pelo conhecimento de quais séo os tipos
celulares infectados pelo HTLV-1. Neste aspecto, embora o tropismo seja por células
T periféricas, predominantemente linfocitos TCD4* de memoéria (Linfécitos T
auxiliares), como descrito inicialmente, em 1990, por Richardson e colaboradores, o
HTLV-1 também tem sido encontrado, in vivo, em outros tipos celulares, a exemplo
de células T CD8* (HANON et al., 2000), monécitos e células B (KOYANAGI et al.,
1993), macréfagos (NATH et al., 2003), células dendriticas (KNIGHT et al., 1993) e
endoteliais (SETOYAMA et al., 1998).

O HTLV -1 apresenta um ciclo de replicacdo onde a primeira etapa €
dependente dos componentes virais, e a segunda do metabolismo celular.

A primeira etapa do ciclo de replicagcdo € o reconhecimento e consequente
interacdo do virus com a célula hospedeira, interacdo que ocorre entre o dominio de
ligacdo do receptor, na glicoproteina de superficie do virus, e o complexo receptor na
superficie da célula hospedeira. Atualmente, sabe-se da participacao e interacao de
pelo menos trés moléculas distintas na entrada do virus na célula: GLUT-1, que € um
transportador de glicose, na superficie da membrana celular (BATTINI et al., 2003;
MANEL et al., 2004; COSKUN & SUTTON, 2005); neurofilina-1 (NRP-1), que € uma
glicoproteina de membrana (GHEZ et al., 2006); e heparan sulfato, que sé&o

proteoglicanos (HSPG) presentes na superficie da célula (PINON et al., 2003).
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A mais recente concepc¢éo de reconhecimento e ligagcdo do HTLV-1 as células
hospedeiras envolve 0s seguintes passos: ligacdo da gp46 as moléculas de HSPG na
superficie da célula, aumentando a probabilidade de ligacdo da gp46 a molécula de
NRP-1; em seguida, ha a formagédo do complexo gp46/HSPG/NRP-1 que possibilita a
exposicdo dos dominios de ligacdo em GLUT-1; finalmente gp46 liga-se & GLUT-1
disparando o processo de fusdo das membranas celular e viral, permitindo a entrada
do virus na célula, fusdo que envolve também modificagcbes conformacionais na
glicoproteina transmembrana (gp21) (JONES et al., 2011). Ap6s a fusdo das
membranas e consequente internalizacdo do material genético, ocorrera a transcricdo
do genoma viral de RNA para DNA, pela enzima TR que ocorrera dentro do cerne viral
usando como oligonucleotideo iniciador o tRNAPro, que ser4, tardiamente, degradado
pela RNAseH. Subsequentemente, o DNA viral entra no nudcleo, e € inserido no
genoma da célula hospedeira formando o provirus, funcdo exercida pela integrase
viral. O processo de integracdo do provirus marca o final da fase precoce do ciclo de
multiplicac&o do virus e inicia a fase tardia que € mediada por enzimas do hospedeiro
(SEIKI et al., 1984).

Nesta Ultima etapa, ocorre a sintese do RNA viral tendo como DNA molde o
provirus integrado. A sintese do RNA viral leva a formacdo de um longo transcrito
primario, que € processado para formar as moléculas de mMRNA e RNA gendémico, de
forma que as proteinas virais séo, entdo, traduzidas nos ribossomos celulares e em
seguida seguem para maturacédo (PROIETTI, 2006).

O HTLV-1 € incomum entre os retrovirus em seu modo de disseminagédo. Em
modelos classicos de replicacdo dos retrovirus, as proteinas recém-sintetizadas e
montadas em novas particulas virais infectivas, por transcricdo reversa, brotam da
superficie celular para reiniciar o ciclo em outra célula hospedeira. A disseminacao do
HTLV-1, entretanto, baseia-se na mobilidade e contato de células infectadas com
células néo infectadas para uma transmissdo eficiente (COOK et al., 2017). A
expansao clonal, replicacédo passiva do provirus integrado dentro do genoma atraves
de divisGes mitoticas, € a principal forma de propagacao do HTLV-1 durante o estagio
cronico da infecgao, contribuindo para o aumento da carga proviral (BANGHAM et al.,
2015) (Figura 4).

Figura 4 - Curso da infeccéo pelo HTLV-1 e suas formas de disseminacao.
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Fonte: Adaptado de FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2017.

Além disso, o virus induz eventos de polarizacdo das células facilitando a
passagem viral, num fen6meno conhecido como sinapse viral (BANGHAM, 2003).
Quando uma célula infectada entra em contato com outra célula, porém, néo
infectada, ha a formacdo de um centro de organizacdo microtubular (MTOC-
Microtubule Organizing Center) que € polarizado na juncao célula-célula, formando a
interface onde ocorrera a sinapse viroldgica (Figura 4). A formacédo desta estrutura
permite o acumulo de proteinas do gene gag e de material genético (RNA), na
interface da sinapse, culminado com a passagem desse material para a célula nédo
infectada (MATSUOKA & JEANG, 2007; MAJOROVITS et al., 2008).

Manel e cols. (2005) demonstraram, inclusive, que nestas areas de “sinapse
viral” ha um acumulo de moléculas de GLUT 1, conhecidas por seu papel no
reconhecimento celular. E possivel identificar também o papel das moléculas de
HSPG, na retencdo do material genémico do virus proximo a matriz extracelular de

uma célula infectada, facilitando a sinapse virolégica.
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[.2.3 Resposta imune

A infeccdo pelo HTLV-1 provoca uma alteracdo no ambiente intracelular
levando a ativacéo esponténea das células infectadas. A proteina regulatéria Tax € a
principal responsavel por essa ativagdo, através da interacdo com o fator de
transcricdo NFkB do hospedeiro, evento critico para a transformacéao, proliferacao e
sobrevivéncia das células infectadas pelo HTLV-1. A proteina Tax estimula a ativacéao
tanto da via can6nica quanto da ndo canbnica de NFkB, envolvidas na regulacédo da
inflamacdo e apoptose, e na regulacédo da organogénese linfoide, respectivamente,
induzindo uma expressdo aumentada das proteinas dessas vias, como citocinas
estimulatérias e receptores, por exemplo IL-2, e mantendo a ativacéo e proliferacao
celular (CURRER et al., 2012).

Linfécitos T citotoxicos CD8* sao ativados cronicamente e sao capazes de
reconhecer a proteina viral Tax; sendo este o principal mecanismo de defesa do
hospedeiro frente a infec¢éo pelo HTLV-1 (SOUZA MACHADO et al., 2003).

O perfil de citocinas em resposta a infeccdo pelo HTLV-1 mostra padrédo de
resposta mediada por células T, com perfil Thl, com aumento da producao de TNF,
IFN-y, IL-6 e reducao nos niveis de IL-4. IFN-y é essencial para a fungéo citotoxica
adequada das células T e modulagéo negativa da resposta Th2, enquanto IL-4 e IL-
10 suprimem a resposta Thl e regulam negativamente a acdo do IFN-y sobre a
resposta mediada por células T, com perfil Th2 (SOUZA MACHADO et al., 2003). A
alta producao de IL-10 em pacientes assintomaticos poderia explicar o estado clinico
desses individuos (SOUZA et al., 2012).

A progressao da infeccdo viral € associada ao aumento da expressao do gene
HBZ. De forma curiosa, o HBZ regula negativamente a expressao de Tax na célula,
levando a uma menor eficacia de CTL contra o virus. Entretanto, mesmo em um
ambiente de baixa expressdo de Tax, as células CTLs ainda sdo capazes de produzir
altos niveis de citocinas pro-inflamatérias (SOUZA et al., 2012).

O processo inflamatério, caracteristico da HAM/TSP, depende da ativacédo da
célula T que, por sua vez, depende da ligacdo de seu receptor com o complexo MHC
(Do inglés, Major Histocompatibility Complex) e suas moléculas apresentando os
epitopos virais na superficie de células chamadas apresentadoras de antigenos. Além
desse reconhecimento entre tais referidas unidades celulares, ha também a
necessidade da interacdo por parte das chamadas moléculas co-estimulatorias que

se encontram na superficie tanto das células apresentadoras de antigeno (CD80 e
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CD86) quanto da célula T (CD28) (HARRIS et al., 1999).

[.2.4 Manifestacdes Clinicas Associadas

A infeccdo pelo HTLV-1 ndo necessariamente implica no desencadeamento
de processos patogénicos em seus portadores, uma vez que 0s escassos dados
disponiveis sobre o tema, apontam para a ocorréncia de manifestacdes clinicas
associadas ao HTLV-1 em 2-4% da populacdo infectada (COOK et al.,, 2013;
KANNAGI et al., 2019), o que nem sempre reflete a realidade observada. Diferentes
fatores esté@o envolvidos na interacao virus/hospedeiro, e 0 modo como esta interacao
se desenvolve determinara o estado do portador como individuo assintomatico ou
sintomatico.

As complicacdes clinicas associadas a infeccdo sdo organizadas em trés
grupos: (1) doencas malignas, grupo no qual esta incluida a ATLL (Do Inglés - Adult
T-cell leukemia/lymphoma); (2) sindromes inflamatorias, grupo que abriga a
Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV (HAM/TSP), uveite e
sindrome do olho seco; e por fim, (3) complicagdes infecciosas, como estrongiloidiase
e dermatite infecciosa (MOTA-MIRANDA, 2012).

A primeira manifestacéo clinica que foi associada a infec¢édo pelo HTLV-1 foi a
Leucemia/Linfoma de Células T de adulto (POIESZ et al., 1980), cujas primeiras
ocorréncias foram relatadas em individuos infectados no Japao. Posteriormente,
foram descritas em 1985, a Paraparesia Espastica Tropical (Tropical Spastic
Paraparesis-TSP), e a e Mielopatia Associada ao HTLV (HTLV Associated
Myelopathy-HAM), em 1986, como sendo manifestacdes associadas ao HTLV-1
(GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1986). Porém anos mais tardes, concluiu-se
gue se tratava da mesma etiologia e desta forma, atualmente, o HTLV-1 é conhecido
como o agente etiolégico de uma sindrome neurolégica denominada HAM/TSP.
Outras manifestacdes como as artropatias (NISHIOKA, 1996; FRENZEL et al., 2014),
polimiosites (MORGAN et al., 1989), uveites (KAMOI & MOCHIZUKI, 2012), e
dermatites infectivas (LA GRENADE, 1996; HARROD, 2019) também podem estar
relacionadas a infeccao por este virus.

O efeito patogénico associado a infec¢cdo pode estar relacionado a fatores
virais, fatores do hospedeiro, fatores ambientais e, sobretudo, a interacdo dos trés.

A proteina viral Tax, por exemplo, € um potente ativador das vias de transcricao

e demonstra ser suficiente para alterar o ciclo celular e imortalizar as células T, in vitro,
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com consequente transformacéo celular, o que corrobora com o fato de o HTLV-1 ser
0 agente etiolégico da ATLL. Isso porque, a proteina Tax contém dominios que
permitem interagir com fatores celulares que afetam grande numero de funcdes
celulares e produtos de reagbes (CURRER et al., 2012). Ela impulsiona a
transformacéo celular através de sua capacidade de alterar a expressao celular de
genes, vias de sinalizacdo e funcionamento do ciclo celular (ANUPAM et al., 2013).

Vérias proteinas derivadas do HTLV-1 além de interagir com fatores de
transcricdo podem manipular o ciclo de vida deste virus pela regulagédo positiva ou
negativa de moléculas de RNA de interferéncia (iRNA). O mecanismo de
desregulacdo do ciclo celular por iIRNA pode gerar entre outros efeitos, o
silenciamento do mMRNA e silenciamento de genes de transcricdo, tendo como
consequéncia alteracdes que podem levar a um aumento da sobrevida celular, o que
pode aumentar a capacidade de invaséo, proliferacdo e diferenciagédo celular
(SAMPEY et al., 2012).

Na maioria das vezes que ocorre o desenvolvimento da HAM/TSP é de forma
esporadica (sHAM/TSP), onde ja foi associado a manifestacdo clinica mais em
individuos adultos. No entanto, em alguns casos ela pode ter carater familiar
(fFHAM/TSP); ocasionalmente ocorre na infancia e predominante associada ao género
(BENEVIDES, 2019).

[.3 Progressao para HAM/TSP

A prevaléncia da HAM/TSP é de 0,25 a 3,8% em pacientes infectados pelo
virus, sendo mais prevalente em mulheres que em homens, em propor¢cao que varia
de 2:1 a 3:1 (MORENO-CARVALHO et al., 1992; EDWARDS et al., 2011; BARRETO
et al., 2016). Estudo realizado na Espanha que avaliou as condi¢cfes clinicas mais
frequentes registradas juntamente com o diagndstico de HTLV-1 em um banco de
dados hospitalares publico nacional, revelou a HAM/TSP (61 [53%] de 115 pacientes)
como mais frequente entre os individuos infectados, seguida pela ATLL (29 [25%)] de
115 pacientes) (RAMOS, 2020).

A HAM/TSP caracteriza-se por uma mielopatia lentamente progressiva, tendo
como consequéncia a paraparesia dos membros inferiores, quadro clinico que
acomete individuos, predominantemente, na quarta e quinta décadas de vida
(ROMAN et al, 1988; OSAME, 2002). Na HAM/TSP, a patogénese tem relacédo com a
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desmielinizac&o local atribuida a presenca da célula infectada, e o desencadeamento
de uma resposta inflamatoria croénica.

Células infectadas pelo HTLV-1 e células citotoxicas especificas contra o virus,
infiltradas no liquido cefalorraquidiano, estimulam a liberacdo de citocinas pré-
inflamatorias, IFN-y, que levara a danos no tecido neural. Este dano decorre tanto
diretamente aa exacerbacdo das respostas inflamatérias quanto indiretamente pelo
recrutamento de mais IFN-y produzido pelas células no LCR (Liquido
cefalorraquidiano). A expresséo de quimiocina CXCL10 por astrécitos pode aumentar
a infiltracao de células TCD4* infectadas pelo HTLV-1 e CTL especificos para o HTLV-
1 no LCR, desencadeando um ciclo de feedback positivo inflamatoério (FUTSCH;
MAHIEUX; DUTARTRE, 2017) (Figura 5). A atividade de Tax € importante para a
capacitacdo das células infectadas em transpor a barreira hemato-encefélica, ao
mesmo tempo em que é o principal alvo da resposta imune celular (CRAVOIS et al.,
2000).

Figura 5 — Esquema ilustrativo do principal mecanismo associado ao
desenvolvimento da HAM/TSP.
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I.3.1 Marcadores Moleculares Virais e do Hospedeiro

Atualmente, sabe-se que a depender de fatores do hospedeiro a infeccao pelo
HTLV-1 pode ter diferentes desfechos. Alguns fatores ja foram associados com
desenvolvimento de HAM/TSP, incluindo os antigenos leucocitarios humanos (HLA).
Moléculas de HLA classe 1 (HLA-A, HLA-B, HLA-C) sao glicoproteinas presentes na
superficie de células nucleadas cuja principal funcéo € a apresentacao de antigenos
a linfocitos T CD8*, determinando a especificidade e eficacia de respostas T CD8* ao
virus (DENDROU et al., 2018).

No Japao, foi sugerida uma associacao entre a presenca do HLA-A*02 ou HLA-
Cw*08, com uma menor carga proviral e uma menor prevaléncia de HAM/TSP
(JEFFERY et al., 1999; JEFFERY et al., 2000), o mesmo efeito protetor também foi
observado do alelo HLA-A*02 em populagdes brasileiras (CATALAN-SOARES et al.,
2009). Esses alelos provavelmente exercem sua fungdo protetiva devido a uma
ligacdo mais forte aos peptideos do HTLV-1, principalmente os peptideos originarios
do HBZ. Por outro lado, os alelos HLA-DRB1*0101, HLA-B*5401 e HLA-B*07
apresentam associacdo com um aumento na susceptibilidade para HAM/TSP em
individuos no Japéo (JEFFERY et al., 1999; JEFFERY et al., 2000). Além desses, 0s
receptores de quimiocinas CXCL10, CXCL9 e a Neopterina, presente no fluido
cerebroespinhal, ja& foram associados, na literatura, com o desenvolvimento de
HAM/TSP, podendo ser fatores utilizados para classificacdo da severidade da doenca
a depender de suas presencas e concentracdes (YAMAUCHI et al., 2019) assim como
a subexpressédo de FOXP3 (Proteina associada a funcao das células T) induzida pelo
HBZ em células T CD4* avaliadas em camundongos (YAMAMOTO-TAGUCHI et al.,
2013).

Outro tipo de fator, que pode influenciar na manifestacdo clinica, sdo os
polimorfismos de nucleotideo dnico (SNP, do inglés: Single Nucleotide
Polymorphism). A maioria dos SNPs associados a HAM/TSP é encontrada em genes
gue codificam citocinas celulares inflamatorias. Um polimorfismo no promotor (-634
GC) do gene da citocinas IL-6 foi encontrado em um namero significativo em pacientes
com HAM/TSP em um estudo no Brasil em comparacdo com individuos
assintométicos (GADELHA et al., 2008). No Japdao, outro estudo associou a presenga
de um polimorfismo no promotor (-592 A) do gene da IL-10 com uma reducédo de até
duas vezes as chances de desenvolvimento de HAM/TSP (SABOURI et al., 2004).
Polimorfismos (rs8099917 GG e rs12979618 CT) no gene IL28B (Interferon lambda
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3), conhecido por ser um importante adjuvante na patogénese de algumas infec¢oes
virais, foram associados com a HAM/TSP, pelo fato de seus portadores apresentarem
uma distinta resposta imune ao HTLV-1 (ASSONE et al., 2014). No Peru, pacientes
com HAM/TSP apresentaram um polimorfismo (FAS-670 AA) no gene FAS, um
receptor celular expresso em células infectadas por virus, levando a apoptose, sendo
portanto esse achado associado a uma maior carga proviral (ROSADO et al., 2017).

Estudo recente (NAITO et al., 2018) sobre assinaturas de expressado génica
distintas induzidas por transativadores virais de diferentes subgrupos do HTLV-1 que
conferem um risco diferente para HAM/TSP, demonstrou que diferentes subgrupos do
HTLV-1 sdo caracterizados por diferentes padrbes de expressdo dos genes do
hospedeiro. Para investigar o papel dos subgrupos do HTLV-1 na patogénese viral,
por exemplo, foi estudada a diferenca funcional nos reguladores transcricionais virais
especificos para subgrupos das proteinas Tax e HBZ usando analise de
microarranjos, ensaios de genes reporteres e avaliacdo da intera¢éo proteina-proteina
do hospedeiro viral. A expressdo diferencial de genes relacionados a patogénese
regulados direta ou indiretamente por Tax-HBZ ou subgrupo especifico delas pode
estar associada ao aparecimento da HAM/TSP. Eles prop6em a quimiocina CXCL10
como um biomarcador de prognostico para HAM/TSP, uma vez que esta foi mais
eficientemente induzida pelo subgrupo A da proteina Tax (Tax-A) quando comparada
ao subgrupo B (Tax-B), in vitro, bem como em PBMCs ndao manipulados (ex vivo)
obtidos de pacientes com HAM/TSP.
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Il. CAPITULO |

Apresentacao diferencial de epitopos
de proteinas estruturais e regulatérias do HTLV-1

em individuos com diferentes perfis clinicos.
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1.1 Justificativa

Embora muitos aspectos dos eventos que levam ao desenvolvimento das
doencas associadas ao HTLV-1, e portanto da HAM/TSP também, ndo estejam
esclarecidos, a resposta imune do hospedeiro frente & infeccédo viral, principalmente
a resposta celular desencadeada por células T CD8* especificas anti-HTLV, e os
eventos efetores desta resposta sdo reconhecidos como cruciais, determinando o
desfecho da infeccdo (BANGHAM & OSAME, 2005). Esta resposta celular parece ser
influenciada pela via de infeccdo do hospedeiro, carga proviral, fatores genéticos
individuais, como polimorfismos em genes do sistema Antigeno Leucocitario Humano-
HLA e em outros genes também envolvidos na resposta imune (VINE et al., 2002). A
correlagdo inversa entre o crescimento tumoral e a imunidade celular, por exemplo,
indicou que a inibicdo da resposta CTL HTLV-1 especifica, através do bloqueio com
anticorpos anti CD80/CD86, tem papel fundamental contra o desenvolvimento da
ATLL, e que as vias de sinalizacdo co-estimulatérias participam ativamente deste
papel (HANABUCHI et al., 2000). Sabe-se que respostas de células T especificas, se
apresentam de forma diferentemente acentuada em individuos com HAM/TSP, uma
vez que a resposta CTL direcionada contra a proteina Tax é elevada em pacientes
com esta manifestacao clinica, enquanto que é prejudicada naqueles individuos com
ATLL. No entanto, a razao para as diferentes respostas dos linfocitos T citotoxicos nas
duas doencas ndo é bem conhecida (KANNAGI, 2019).

Esse entendimento da importancia das células apresentadoras de antigeno e
da ativacao célular posterior, sobretudo via CTL, ajuda também a explicar que outras
proteinas acessorias virais incluindo pl2, p8, p30 e pl3 potencialmente podem
contribuir para a persisténcia viral, uma vez que degradam moléculas de MHC-I (Do
inglés, Major Histocompatibility Complex class |I) (EDWARDS et al.,, 2011). pl2,
particularmente, liga-se as cadeias pesadas recém sintetizadas de MHC-| prevenindo
sua associacdo com a B2-microglobulina, o que conduz tais cadeias a degradacéo
pelo proteassoma, diminuindo sua expressao (JOHNSON et al., 2001; EDWARDS et
al., 2011). A consequente diminuicdo da expressao de moléculas de MHC-I previne a
apresentacao de peptideos imunogénicos, e, portanto, poderia relacionar a atuacao
de p12 a resposta imune efetiva, portanto, persisténcia viral. Duas formas de p12 tém
sido identificadas, sendo uma com um residuo de lisina na posicdo 88, e esta é

comumente encontrada em individuos HAM/TSP, enquanto que a segunda variante
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da proteina abriga um residuo de arginina nesta mesma posi¢cdo e € encontrada em
isolados de individuos ATLL e carreadores assintomaticos.

Adicionalmente, é sabido que a diversidade e a frequéncia do reservatério de
linfécitos T CD8*, especificos para Env, podem estar relacionados com a resposta
imune exacerbada, que é verificada em individuos HAM/TSP (KOSAKO et al., 2011).
Por isso substituicbes nucleotidicas, na regido génica que codifica para as
glicoproteinas do envelope (gp21 e gp46), podem influenciar na infectividade viral, no
tropismo celular, na taxa de replicacdo e na laténcia ou resposta aos mecanismos
efetores, como producdo de anticorpos (SZUREK et al., 1988; PAQUETTE et al.,
1989).

Por fim, ensaios quantitativos revelaram um aumento, em cerca de 2 vezes, no
log da carga proviral em modelos animais infectados com variantes do HBZ viral,
ressaltando a importancia da atuagcédo dessa proteina em eventos iniciais da infec¢ao
viral e mesmo depois da persisténcia do virus (BARTOE et al., 2000; SILVERMAN et
al., 2004). A expresséao continuada de HBZ poderia conduzir linfocitos T citotoxicos a
mediar a resposta imune contra células T infectadas com HTLV-1 no sistema nervoso
central (SNC), intensificando assim a sintese de citocinas Thl como IFN y e TNF-q,
resultando na morte destas células, sendo este um dos mecanismos de patogénesis
da HAM/TSP (ARAUJO & SILVA, 2006; LEPOUTRE et al., 2009; MOZHGANI et al.,
2017). A regulacéo da transcricdo viral por HBZ, e a expresséo do seu mRNA, podem
ser um dos mecanismos moleculares envolvidos na laténcia viral, que permite a
prevencao na deteccao do sistema imune do individuo infectado.

A identificacdo de mecanismos especificos da resposta ao HTLV-1 pode
esclarecer a disfuncdo imune durante o0 desenvolvimento de HAM/TSP,
especialmente a resposta celular citotéxica, uma vez que ela estd diretamente

relacionada com o dano tecidual associado a manifestacao desta condic&o clinica.
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[I.2 Hipbtese

A hipotese desse estudo é que polimorfismos (mesmo em numero reduzido)
localizados em sitios de apresentacdo (epitopos) de proteinas regulatérias e
estruturais do HTLV-1, possam estar associados as altera¢des estruturais e funcionais
relacionadas a diferentes perfis de apresentacdo ao sistema imune. Essa
apresentacao diferencial dos epitopos protéicos aos alelos de HLA do hospedeiro,
correlaciona-se com uma resposta imune especifica, nestes individuos, sendo entao

este cenério importante na definicdo do perfil clinico do hospedeiro (Figura 6).

Figura 6 - Esquema ilustrativo da Hipotese para a Apresentacgéo diferencial de
epitopos de proteinas estruturais e regulatérias do HTLV-1 em individuos com

diferentes perfis clinicos.
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II. 3 Objetivos

11.3.1 Objetivo Geral

Identificar um perfil diferencial de apresentacdo de epitopos em
proteinas estruturais e regulatérias do HTLV-1 isolados de individuos com

diferentes perfis clinicos.

11.3.2 Objetivos Especificos

e Realizar a predicdo de epitopos lineares em proteinas estruturais
(gp46 e gp2l) e regulatérias (Tax, HBZ e pl2) do HTLV-1 isoladas de
individuos com diferentes perfis clinicos;

¢ Identificar os principais alelos de HLA utilizados para a apresentacdo
de epitopos lineares, pelas proteinas estudadas, entre os individuos com
diferentes perfis clinicos;

e Estabelecer as principais diferencas na apresentacdo de epitopos
lineares entre as proteinas regulatorias e as proteinas estruturais do HTLV-1,

e Caracterizar os epitopos mais frequentes e de maior especificidade
entre as proteinas estudadas, diferenciando entre os perfis clinicos avaliados;

e Explicar quais sdo as diferencas em relacdo a afinididade e
especificidade dos epitopos ligantes dos alelos de HLA,;

e Sugerir um perfil de apresentacéo de epitopos lineares das proteinas
virais que possa estar relacionado com o perfil clinico do hospedeiro.
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I1.4 Metodologia

II. 4.1 Selecé&o e Organizagdo do dataset

Este estudo foi realizado a partir de sequéncias de genomas completos do
HTLV-1 que j& estavam publicados e, portanto, disponiveis em bancos de dados
publicos (Figura 7). A busca por tais genomas foi realizada no periodo de 27 de agosto
a 10 de setembro de 2018, no utilizados os seguintes termos de busca: “Complete
genome AND HTLV-1". Durante o processo de triagem de informacgdes para a
construcdo do conjunto de sequéncias a ser utilizado, retiramos do estudo sequéncias
gue contemplavam um ou mais dos seguintes critérios de exclusdo: sequéncias que
ndo estavam completas, sequéncias que foram obtidas de organismos ndo humanos
e sequéncias que nao tinham a informacéo sobre o perfil clinico do hospedeiro. Por
fim, foi realizado o download das sequéncias que se enquadraram nos critérios de

elegibilidade.

Figura 7 - Desenho do Estudo da Apresentacao diferencial de epitopos em
proteinas estruturais e regulatérias de isolados do HTLV-1 de individuos com

diferentes perfis clinicos.
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Inicialmente as sequéncias selecionadas foram alinhadas usando o programa
Bioedit (HALL, 2011). Para tanto, a sequéncia ATK1 (Numero de Acesso - JCP02029)
foi utilizada como genoma referéncia apenas para a localizacdo nucleotidica das
regibes codificantes das proteinas gp21, gp46, pl2, Tax e HBZ nos genomas em
analise. Selecionamos duas proteinas estruturais (gp21 e gp46) por serem as
inicialmente expostas ao sistema imune do hospedeiro, além das principais proteinas
regulatorias imunogénicas (Tax e HBZ), associadas as mais importantes estratégias
de patogénese associada ao virus, e por fim, pl2 que também é uma proteina
regulatéria com fungdes na manutengéo do virus.

Apés a definicdo das regides génicas de interesse, 0S representantes
protéicos foram gerados, por traducéo (Bioedit), a partir das sequéncias nucleotidicas.
Dessa forma, as sequéncias protéicas parciais com variacbes moleculares (a qual
denominamos de “alelos protéicos”) foram identificadas e nomeadas para cada perfil
de variacdo de aminoacido encontrado (seja ele fruto de 1 polimorfismo ou mais de
um associado). Desse modo, tais “alelos protéicos” (N=78) contemplaram todos os
padrées de troca de aminoacidos encontrados nas cinco proteinas virais avaliadas
neste estudo.

Simultaneamente ao gerenciamento e organizacdo das sequéncias a serem
analisadas, foi realizada uma busca nas bases de dados PubMed/MEDLINE, sem
restricoes de idioma ou de tempo, utilizando os termos “HLA AND HTLV-1", a fim de
rastrear o que ja havia sido documentado na literatura sobre possiveis associacfes
entre alelos de HLA e aspectos da infecgéo pelo HTLV-1. O objetivo dessa triagem foi
fornecer suporte adicional para melhor correlacionar os achados a cerca das
mudancas na apresentacao dos epitopos aos alelos de HLA e o desfecho clinico da

infeccao.

II. 4.2 Predicao de epitopos ligantes de molécula de HLA classe 1

A predicdo de epitopos foi realizada através da ferramenta online denominada

IEDB 2.21 (Immune Epitope Database) (VITA et al., 2018) (www.iedb.orqg). Esta

avaliacao foi realizada para o total de 78 “alelos protéicos” previamente identificados

entre os perfis clinicos. Todas estas sequéncias protéicas foram testadas para as 27
moléculas de HLA classe | disponiveis na plataforma (ANEXO 1). Portanto, os

epitopos ligantes a tais moléculas de HLA apresentam o tamanho variando de 9 a 10
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aminoacidos.

Esta ferramenta fornece um catalogo de epitopos de células T e células B,
caracterizados experimentalmente, como ligantes a diferentes moléculas de HLA.
Para tanto, a ferramenta foi desenhada a partir de dados coletados ao longo de 4 anos
de experimentos publicados, na area de mapeamento de peptideos em agentes
infecciosos, sendo portanto, possivel identificar epitopos ligantes em humanos, e ndo
humanos (primatas ndo humanos, roedores, porcos e gatos). Em sua udltima
atualizacao (2018), a ferramenta cobria cerca de 92% de todos os experimentos
publicados em mapeamento de epitopos de agentes infecciosos. O desenho da
ferramenta utiliza a linguagem SQL, para comunicar diferentes dominios do banco de
dados e alcancar a busca que se pretende.

Desta forma, a ferramenta faz uma busca por toda a sequéncia da proteina
submetida, para encontrar epitopos, ja testados, que possam ter afinidade de ligagéo,
com a respectiva molécula de HLA, cuja informacéo molecular também j& se encontra
armazenada na database da ferramenta. A cada busca realizada pela ferramenta, séo
fornecidas informacdes sobre a sequéncia do epitopo, o alelo de HLA, ao qual o
epitopo é especifico e o score de ligacdo de cada epitopo ao alelo de HLA estudado.
O score fornecido, pela ferramenta, baseia-se no ICso (Metade da Concentracdo
Inibitéria Maxima) que é a medida de eficiéncia de inibicdo de uma substancia sobre
um processo. Sendo que quanto menor o IC50 (mM) de um peptideo, maior a
afinidade dele com a molécula de HLA.

Estas informacdes, geradas no IEDB, foram por fim, exportadas para uma
planilha Excel e os dados analisados e gerenciados. Apos a predicdo dos epitopos, e
para seguir com a analise e interpretacdo dos mesmos, foi importante estabelecer que
epitopos que apresentassem a localiza¢édo variando um aminoacido (antes ou depois)
deveriam ser considerados o mesmo (Exemplo: o epitopo da posicédo 50aa € o mesmo

da posicao 51aa).
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I1.5 Resultados

II. 5.1 Selecédo e Organizacao do Dataset

A busca no GenBank, por sequéncias do genoma completo do HTLV-1, revelou
um total de 255 registros. Porém, desse total, ao aplicar os critérios de excluséao, ja
mencionados na sessdo Metodologia, apenas 46 sequéncias completas do genoma
do HTLV-1 foram incluidas no estudo, as demais 209 sequéncias foram consideradas
inelegiveis. Esses 46 genomas completos do HTLV-1 estéo distribuidos nos seguintes
perfis clinicos do hospedeiro: 22 genomas virais isolados de individuos classificados
como HAM/TSP esporadico (sHAM/TSP), 10 genomas virais isolados de individuos
classificados como HAM/TSP familiar (fHAM/TSP), 6 genomas virais isolados de
individuos assintomaticos (ASS) e 8 genomas virais isolados de individuos com
Leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) (Tabela 1).

Ap6s o alinhamento das sequéncias gendmicas obtidas e geracdo das
sequéncias parciais referentes as regides codificantes de cada proteina a ser
estudada, foi possivel identificar: - 23 “alelos protéicos” para a regiao do gene que
codifica a proteina gp46; - 7 “alelos protéicos” para a regidao do gene que codifica a
proteina gp21; 13 “alelos protéicos” para a regido codificante da proteina Tax; 20
“alelos protéicos” para a regido codificante da proteina HBZ; e 15 “alelos protéicos”
para a regido do gene que codifica para a proteina pl12 (Tabela 2). Portanto, foram
submetidas para a predicdo de epitopos um total de 78 sequéncias protéicas para
identificacao de ligantes em 27 moléculas de HLA.
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Tabela 1 - Caraterizacdo dos genomas virais utilizados

para a predicdo de epitopos.

NuUmero de Acesso Perfil Clinico Tamanho (nt) An_o de~
Publicacéo
LC192536.1 9021 bp
LC192535.1 9026 bp
LC192534.1 9010 bp
LC192533.1 9033 bp
LC192532.1 9032 bp
LC192531.1 9032 bp
LC192530.1 9031 bp
LC192529.1 8964 bp
LC192528.1 8957 bp
LC192527.1 9031 bp
LC192526.1 sHAM/TSP 8958 bp 2017
LC192525.1 8986 bp
LC192524.1 9032 bp
LC192523.1 9032 bp
LC192522.1 9032 bp
LC192521.1 9031 bp
LC192520.1 9032 bp
LC192519.1 9028 bp
LC192518.1 9029 bp
LC192517.1 9033 bp
LC192516.1 9031 bp
KU214243.1 9040 bp 2016
LC192515.1 9019 bp
LC192514.1 9032 bp
LC192513.1 9033 bp
LC192512.1 8952 bp
LC192511.1 8999 bp
LC192510.1 fHAM/TSP 9031 bp 2017
LC192509.1 9009 bp
LC192508.1 8944 bp
LC192507.1 8993 bp
LC192506.1 9032 bp
LC192505.1 9032 bp
LC192504.1 9032 bp
LC192503.1 9032 bp
LC192502.1 ASS 9032 bp 2017
LC192501.1 9036 bp
LC192500.1 9030 bp
LC378575.1 8980 bp 2018
LC183873.1 9034 bp
D13784.1 e D00294 8400 bp 1988
AB979451 ATL 8941 bp 2015
U19949.1 9036 bp 1995
AF042071.1 8868 bp 1998
AB513134 9034 bp 2010
L03561 9043 bp 1993

pb (Pares de base), HAM/TSP (Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica
Tropical), sHAM/TSP (HAM/TSP esporadico), fHAM/TSP (HAM/TSP familiar), ASS
(Assintomatico-Nao HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto)
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Tabela 2 - Descri¢éo dos “alelos protéicos” identificados e submetidos a

predicdo de epitopos.

NI ¢/ Codigo Descri¢céo do "alelo protéico” Perfil Clinico
Acesso
gp46
LC192502 alelo_selvagem_gp46 Selvagem SHAM/TSP-ATLL-ASS-fHAM/TSP
LC192500 alelol_gp46 12F—-S/305T—A ASS
LC192501 alelo2_gp46 20G—-S ASS
LC192503 alelo3_gp46 55P—L ASS
LC192504 alelo4_gp46 245V—| ASS
D13784 alelo5_gp46 311-V/55P—L/147R—H/160P—S/192P—S/250S—P ATLL
AB513134 alelo6_gp46 19L—F/137Q—H ATLL
LC192517 alelo7_gp46 307G—-R sHAM/TSP
KU214243 alelo8_gp46 TT=SRI=T/ 55P_1"é/17s1x;/"27920?_|__)’?_/ 1501-L/160P—S SHAMITSP
LC192531 alelo9_gp46 137Q—H/245V—l sHAM/TSP
LC192535 alelo10_gp46 59A—-T sHAM/TSP
LC192534 alelo11_gp46 14F—L sHAM/TSP
LC192533 alelo12_gp46 55L—P/72S—G/188P—L sHAM/TSP
LC192510 alelo13_gp46 55P—L/215Q—R fHAM/TSP
LC192515 alelol4_gp46 55P—L/72S—G/187A—T fHAM/TSP-sHAM/TSP-ATLL
LC192514 alelo15_gp46 12F—>S8/55P—L/72S—G fHAM/TSP-sHAM/TSP
LC192513 alelo16_gp46 33V—I/55P—L fHAM/TSP
LC192505 alelo17_gp46 204L—V ASS
LC192521 alelo18_gp46 12F-S SHAM/TSP
LC192523 alelo19_gp46 19A-T sHAM/TSP
LC192509 alelo20_gp46 725-G fHAM/TSP
U19949 alelo21_gp46 19L—F/55P—L ATLL
J02029 alelo22_gp46 19L—F/55P—L/891-T/137Q—H ATLL
gp21
LC192500 alelo_selvagem_gp21 Selvagem ASS-fHAM/TSP-ATLL-sHAM/TSP
LC192501 alelol_gp21 158 L-P ASS
LC192502 alelo2_gp21 164 Y—N ASS
KU214243 alelo3_gp21 18 V->M/32K—R/147A—V sHAM/TSP
LC192529 alelo4_gp21 154C—R/164Y—H sHAM/TSP
D13784 alelo5_gp21 21G—R/89R—C/91P—L/99P—S/171K—N ATLL
J02029 alelo6_gp21 21R—G/89C—R/91L—P/99S—P/171N—K ATLL
Tax
LC192506 alelo_selvagem_Tax Selvagem ASS-sHAM/TSP-ATLL-fHAM/TSP
LC192510 alelol_Tax 119Y—C/334Q—E fHAM/TSP
LC192536 alelo2_Tax 323E—K/334Q—E sHAM/TSP
LC192530 alelo3_Tax 334Q—E SHAM/TSP-ASS
LC192519 alelo4_Tax 231Q—H SHAM/TSP-ASS
LC183873 alelo6_Tax 14G—R ATLL
U19949 alelo7_Tax 8G—R/221A—V/263K—E/304S—N ATLL
AB979451 alelo8_Tax 253G—S ATLL
AB513134 alelo9_Tax 221V—A/304N—S ATLL
LC192502 alelo10_Tax 147W—-R ASS
LC192501 aleloll_Tax 97T—-A/325E—-G ASS
D13784ATL alelo12_Tax 2A—X/192E—K/220V—A/341S—L ATLL
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HBZ

LC192514 alelo_selvagem1_HBZ Selvagem ASS-sHAM/TSP-ATLL-fHAM/TSP
LC192515 alelol_HBZ 79D—E fHAM/TSP-sHAM/TSP-ATLL
LC192513 alelo2_HBZ 73R—C/78R—C fHAM/TSP
LC192507 alelo3_HBZ 15V—M/83R—-Q fHAM/TSP
LC192536 alelo4_HBZ 15V—G/63R—Q/182 R—Q SHAM/TSP
LC192535 alelo5_HBZ 9E—-P sHAM/TSP
LC192534 alelo6_HBZ 87K—R/90R—Q SHAM/TSP
LC192533 alelo7_HBZ 90R—Q/115R—Q/181 E—~Q sSHAM/TSP
LC192532 alelo8_HBZ 58R—C sSHAM/TSP
LC192531 alelo9_HBZ 15V—-A SHAM/TSP
LC192528 alelo10_HBZ 15V—-M SHAM/TSP
LC192526 aleloll_HBZ 123K—R SHAM/TSP

25E—D/35E—K/65P—L/66P—L/69K—G/92K—R
96K—E/100K—R/107K—R/110E—K/118R—K/122K—E

KU214243 alelol2 HBZ 457y ,5/141K—Q/151Q—R/A56K—R/159M— 11641V SHAM/TSP
170Q—E/184K—R/205A—V
T/68E -
D13784 alelo13_HBz 122Ki5EA/12-;/\E/3§I>EE/1Cé£11IL8\718§KHR ATLL
U19949 alelo14_HBZ TVAM6PS/1021—T ATLL
AB513134 alelo15_HBZ TVA16P—S ATLL
LC192504 alelo16_HBZ 1641-V ASS
LC192502 alelo17_HBZ 63R—Q ASS
LC192500 alelo18_HBZ 150M—| ASS
LC192523S alelo19_HBZ 9AP SHAMITSP
pl2
LC192514 alelo_selvagem_p12 Selvagem ASS-sHAM/TSP-ATLL-fHAM/TSP
LC192507 alelol_p12 24P>S/70P—L fHAMITSP
LC192513 alelo2_p12 26D—N/B5LF fHAMITSP
LC192515 alelo3_p12 74151 fHAMITSP
LC192536 aleloa_p12 90P—L ASS
LC192529 alelos_p12 42 F/63S—P/91S—P/93P—S SHAMITSP
LC192534 alelo6_p12 63S>L/66L—P SHAMITSP
LC192533 alelo7_p12 38A-L/63S L SHAMITSP
LC192526 alelo8_p12 30L—P SHAMITSP
LC192519 alelog_p12 24PS/TOPL/T1S—P SHAM/TSP
G/35P L/39C S/46F —S/53LPI61F -

KU214243 alelo10_p12 268DOAE>/§/58F:1F—L>/22307*/888/4RTK/§(;§’%S/S‘/5T—F>T ° SHAMITSP
U19949 aleloll_p12 23S >P/25GS/51NG ATLL
AB513134 alelo12_p12 23S>P/69S G ATLL
D13784 alelo13_p12 26D E/35P—L/85L—P ATLL
LC192501 alelol4_p12 29GS ASS

HAM/TSP (Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica Tropical), sHAM/TSP (HAM/TSP
esporadico), fHAM/TSP (HAM/TSP familiar), ASS (Assintomatico-Ndao HAM/TSP), ATLL
(Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto). G (Glicina), A (Alanina), L (Leucina), V (Valina ), |
(Isoleucina), P (Prolina), F (Fenilalanina), S (Serina), T (Treonina), C (Cisteina), Y (Tirosina), N
(Asparagina), Q (Glutamina), D (Aspartato), E (Glutamato), R (Arginina), K (Lisina), H (Histidina), W
(Triptofano), M (Metionina).
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Na literatura, foi possivel identificar 11 estudos que associaram alelos de HLA
a infeccdo pelo HTLV-1: essa relacdo poderia ser de susceptibilidade ou protecéo as
manifestacdes clinicas ocasionadas pelo virus, mais precisamente ATLL e HAM/TSP
ou com a maior susceptibilidade a infeccdo pelo virus. Deste total, quatro estudos
associaram sete alelos de HLA a suscetibilidade ao desenvolvimento de ATLL. Quanto
a manifestacdo de HAM/TSP, alguns estudos revelaram associacdo e outros
susceptibilidade. E apenas dois estudos relataram de forma direta uma relacao entre

alelos de HLA e susceptibilidade a infec¢céo pelo virus (Tabela 3).

Tabela 3 - Alelos de HLA previamente descritos na literatura com alguma

associacdo com a infec¢éo pelo HTLV-1 ou sintomatologia.

] ] Perfil Clinico/
Alelo de HLA Referéncia Associagéo .
Infeccéo
Yashiki et al., 2001
HLA-A*26
Matsushita et al., 2006
HLA-B *40:02 Yashiki et al., 2001 o
__ Susceptibilidade ATLL
HLA-B * 40:06 Yashiki et al., 2001
HLA-B * 48:01 Yashiki et al., 2001
HLA-A, HLA-B and B2M Kogure & Kataoka, 2017
Jeffery et al., 1998
Jeffery et al., 1999 Protecéo
HLA-A*Q02 Talledo et al., 2010
Deschamps et al., 2010 )
i Sem Associagéo
Taghaddosi et al., 2012
HAM/TSP
HLA-B*54:01 Jeffery et al., 2000 o
: Susceptibilidade
HLA-B*07 Trevino et al., 2013
Jeffery et al., 2000 Protecéo
HLA-Cw*08 Rafatpanah et al., 2007 Susceptibilidade
Taghaddosi et al., 2012 Sem Associagéo
HLA-G Haddad et al., 2011 o
_ Susceptibilidade HTLV-1
HLA-G3'-UTR Cili&o Alves et al., 2016

ATLL: Leucemia/Linfoma de célula-T do Adulto; HAM/TSP: Mielopatia Associada ao HTLV-1/
Paraparesia Espéstica Tropical; HTLV-1: Human T-Lymphotrophic Virus Type 1
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[1.5.2 Predicdo de Epitopos ligantes de moléculas de HLA classe 1

11.5.2.1 Avaliag&o Geral das Predigbes
O namero total de predi¢des para cada “alelo protéico’e/ou proteina variou de
15.741 até 56.889 epitopos (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliacdo Quantitativa do total de predi¢cdes

identificadas por proteina viral.

Proteina “Alelos protéicos” Total de predicbes

gp21 Todos 28.215
ap46 Alelos 1-18, 20, 21, 22 e 23 50.085
Alelo 19 33.453
pl2 Todos 15.741
Alelos 1-11, e 13 56.889

Tax
Alelo 12 56.673
HBZ Todos 33.453

Desse total de predi¢des e epitopos, realizamos uma triagem pelos epitopos
mais especificos, aqueles que apresentam menor score (RANK) na avaliacdo da
ligacdo a molécula de HLA e que portanto, tem maior interesse bioldgico. E algumas
diferencas foram observadas entre as proteinas (Figura 8).

Com especificidade de 99%-100%, os percentuais variaram de 1,49% a 3,55%.
A proteina p12 se destacou na maior proporcdo de epitopos especificos em todas as
faixas de especificidade, seguida da proteina Tax. A proteina HBZ, por sua vez, se
destacou pelo fenbmeno contrario. menores percentuais em todas as faixas de
especificidade. Os resultados encontrados para as proteinas estruturais gp46 e gp21
foram semelhantes (Figura 8).

No que diz respeito aos alelos de HLA, foi possivel identificar epitopos ligantes
para todos os alelos de HLA disponiveis na plataforma (27). Esses alelos de HLA, por
sua vez, foram observados em todos os “alelos protéicos”, ou seja, ndo houve
nenhuma especificidade/exclusividade dos alelos de HLA entre as proteinas, “alelos
protéicos” e/ou perfis clinicos do hospedeiro.

No entanto, quando se observa o perfil dos alelos de HLA mais frequentes entre
os “alelos protéicos” é possivel descrever que para algumas proteinas as variagoes

moleculares (de aminoacidos) ndo repercutiram na frequéncia das moléculas de HLA
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ligantes, a exemplo da gp46, no entanto, algumas proteinas revelaram uma
diversidade na ocorréncia dos alelos de HLA mais frequentes entre os “alelos
protéicos” (ANEXO II).

Figura 8 — Avaliacdo Quantitativa dos Epitopos mais Especificos

entre as proteinas estudadas.
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Cada proteina apresentou um alelo de HLA como sendo o mais frequente entre
os “alelos protéicos”, ndo havendo similaridade nessa ocorréncia. A gp46 apresentou
o alelo de HLA B*53:01 como sendo o mais frequente entre todos os seus “alelos
protéicos”. Esta proteina ndo apresentou nenhum padrdao, no que se refere a
ocorréncia das moléculas de HLA mais frequentes, que pudesse ser especifico de
algum status clinico, pois apresentou um perfil muito semelhante entre os “alelos
protéicos”. A gp21, por sua vez, apresentou o perfil de maior diversidade na ocorréncia
dos alelos de HLA mais frequentes, ndo sendo possivel reproduzir em nenhum dos
“alelos protéicos” a ordem de aparecimento dos alelos de HLA, e sendo o HLA mais
frequente o A*02:03 para 6 dos 7 “alelos protéicos”. A proteina Tax revelou o HLA
A*32:01 como sendo o mais frequente em todos os “alelos proteicos” assim como

também revelou o perfil mais conservador na ocorréncia desses alelos: alta
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similaridade na ordem de alelos de HLA mais frequentes entre os “alelos protéicos”.
O HBZ destacou o alelo HLA*B 44:02 como sendo o mais frequente para todos os
“alelos protéicos”. Quanto ao perfil de ocorréncia desses alelos de HLA, os perfis mais
divergentes foram dos “alelos protéicos” 12 e 13 que sobressaem ao perfil dos demais.
Por fim a proteina p12, que depois da gp21, foi a proteina com maior divergéncia na
identificacdo dos alelos de HLA mais frequentes, ndo sendo possivel associar tal
ocorréncia com o perfil clinico. Entre os alelos de HLA mais frequentes nesta proteina
destaca-se o alelo B*07:02 que foi o mais frequente em 12 dos 15 “alelos protéicos”
(ANEXO II).

Correlacionando a ocorréncia dos alelos de HLA ligantes dos epitopos preditos
com os achados de associacéo ja estabelecidos da literatura (Tabela 3), no que diz
respeito a relacdo entre os primeiros e susceptibilidade/resisténcia a manifestacdo
clinica ou infeccéo pelo HTLV-1, identificamos a presenca do grupo de HLA A*02 entre
“alelos protéicos” de individuos com diferentes perfis clinicos. O alelo de HLA-A*26:01
gue ja foi relacionado a susceptibilidade a ATLL apenas ocorreu para “alelos
protéicos” do HBZ, sendo encontrado como o sétimo mais frequente em todos os
grupos clinicos (ANEXO 1IlI). O alelo HLA-B*07:02 que ja foi associado ao
desenvolvimento de HAM/TSP também foi identificado em nossas predi¢des, da
seguinte maneira: - na gp46 como sendo o quarto alelo de HLA mais frequente porém
encontrado em todos 0s grupos clinicos; - na proteina gp21, que apesar de frequente,
apresentou baixa ocorréncia; em Tax, como 0 quinto mais frequente, sem
diferenciacdo quanto ao perfil clinico; - e por fim,na proteina p12 como primeiro mais
frequente, em todos os grupos clinicos; (ANEXO II).

Levando em consideracdo a Avaliacdo dos 10 alelos de HLA mais frequentes
entre os “alelos protéicos” (ANEXO II), foi possivel perceber que 26 alelos de HLA
apareceram entre os 10 mais frequentes nas 5 proteinas, revelando uma diversidade
alta na ocorréncia dos alelos de HLA (Tabela 5).

Desses alelos de HLA, um deles (HLA*A 30:02) apenas foi listado como mais
frequente para a gp46 e outros 4 deles (B*44:02, B*44:03, B*40:01 e A*26:01) apenas
foram listados como mais frequentes na proteina HBZ (Tabela 5). Oito alelos de HLA
apenas apareceram como mais frequentes nas proteinas gp21 e HBZ juntas e 4 deles
apareceram como mais frequentes exclusivamente nas proteinas gp46, pl2 e Tax. E
por fim, o alelo de HLA*A 32:01 foi citado entre os mais frequentes em todas as

proteinas (Tabela 5).
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Tabela 5 — Avaliacdo da ocorréncia dos alelos de HLA mais frequentes por

proteina viral.

Alelo
de HLA

Proteina Viral

Estrutural

Regulatéria

gp46

gp21

HBZ

pl2

Tax

B*53:01

A*32:01

X

B*58:01

B*07:02

X
X
X

B*35:01

A*23:01

A*24:02

XXX XXX | X

XXX XXX | X

A*30:02

B*57:01

x

B*51:01

XX

A*02:01

XXX XXX XXX | X[ X

A*02:03

A*02:06

XXX |X|X

A*68:02

B*08:01

X | X | X

B*15:01

A*30:01

x

A*11:01

A*31:.01

A*03:01

XXX XXX [X XXX

A*68:01

A*33:01

XXX [X

B*44:02

B*44:03

B*40:01

A*26:01

XXX [X X[ X

Desta avaliacdo foi possivel observar que as proteinas gp2l1 e HBZ

apresentaram perfis semelhantes no que se refere a ocorréncia dos alelos de HLA

mais frequentes. De modo que as proteinas gp46, Tax e pl2 compartilharam

semelhancas entre elas (Tabela 5).

No entanto, as maiores diferencas observadas nas predi¢cdes dizem respeito a

afinidade e frequéncia dos epitopos apresentados, para as proteinas virais.
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Il. 5.2.2 Caracterizagdo dos Epitopos preditos: frequéncia dos epitopos
com especificidade entre 99% e 100%

Considerando que quanto menor o ICso (RANK ou SCORE) maior a afinidade
dos epitopos aos alelos de HLA, e por isso, mais importantes na resposta imune,
analisamos as caracteristicas quanto a frequéncia e afinidade de todos os vinte e trés
mil novecentos e dois (23902) epitopos (gp46=9176, gp21=1213, Tax=7719,
HBZ=3209, p12=2585) preditos com especificidade entre 99 e 100% (Figura 9).

Com a predicdo foi possivel perceber que a gp46 apresenta 120 epitopos
diferentes que se repetem como ligantes de diferentes alelos de HLA. Esse numero
foi bem superior ao da gp21 que apresentou apenas 69 epitopos diferentes. Entre as
proteinas regulatdrias, a proteina Tax apresentou o maior numero de epitopos (149),

seguida pelo HBZ (55) e pela proteina p12 (50) (Figura 9).

Figura 9 — Balanco quantitativo dos epitopos preditos, levando em

consideragao a proteina e seus “alelos”.

Total nos Média por Média por
“alelos protéicos” “alelo protéico” “alelo protéico”
| A {—k—\
\ [ |

[
. 120 epitopos
946 9176 epitopos 394 epitopos . difefemgs
o [v)
I (Esp. 99-100%6) (Esp. 99-100%) (Esp. 99-100%)
69 epit
il 1213 epitopos 175 epitopos difeeeleﬁfe?
ap — (Esp. 99-100%) s (Esp. 99-100%)

(Esp. 99-100%)

149 epitopos

7719 epitopos [N 594 epitopos it :
. (Esp. 99-100%) (Esp. 99-100%) |HE— IEFENtES
(Esp. 99-100%

23902
epitopos

(Esp. 99-100%)

55 epitopos
NN diferentes

(Esp. 99-100%)

3209 epitopos 158 epitopos

(Esp. 99-100%) (Esp. 99-100%)

] . 50 epitopos
2585 epitopos NN 182 epitopos MMM (iferentes

ax —
BZ —
pl2 ——

(Esp. 99-100%) (Esp. 99-100%)

(Esp. 99-100%)

Nessa avaliacdo, alguns aspectos foram levados em conta: - identificacdo do
epitopo (localizacdo do aminoacido inicial); - “alelo protéico” onde o epitopo foi predito
e informacgao sobre o status clinico que deu origem ao “alelo protéico” e; - frequéncia
de ocorréncia do epitopo entre os epitopos mais especificos. Os resultados foram

organizados por proteina.
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Como é possivel observar nos resultados tabulados para esta proteina (Tabela

6), identificamos a presenca de vinte epitopos, mais frequentes, de um total de 120

diferentes epitopos distribuidos entre os aminoacidos 3 e 298.

Tabela 6 — Avaliacdo da frequéncia dos epitopos mais comuns, identificados

na gp46, com especificidade de 99 a 100%, entre os “alelos proteicos”.

"Alelo

Protéico" Perfil Clinico

Posicédo inicial do epitopo na proteina gp46
(AA)

28

71

74

7

81

91

102

125

167

179

191

198

232

238

248

261

292

298

Selvagem | ASS-ATLL-fHAM/TSP-sHAM/TSP

ASS

9

15

ASS

14

11

15

11

ASS

11

15

ASS

[e2R >R o>} o))

ATLL

21

19

ATLL

SHAM/TSP

21

SHAM/TSP

SHAM/TSP

11

SHAM/TSP

SHAM/TSP

SHAM/TSP

11

el
SIRIE|IB|o|w(~|o|o|s|w|N|-

fHAM/TSP

fHAM/TSP-sHAM/TSP-ATLL

[N
~

11

fHAM/TSP-sHAM/TSP

[
a1

11

fHAM/TSP

=
(o]

13

[ER
~

ASS

SHAM/TSP

=
o]

SHAM/TSP

=
©

11

fHAM/TSP

N
o

0

N
[y

ATLL

0

N
N

ATLL

0

Moda da Frequéncia

10

10

6

13

22

9

22

7

8

27

10

0

7

12

17

11

23

13

11

Percentual da Moda

8%

8%

5%

11%

18%

8%

18%

6%

7%

23%

8%

0%

6%

10%

14%

9%

19%

11%

6%

9%)|

Os valores de frequéncia que foram discordantes da moda estdo sinalizados na Tabela, e os locais em
branco identificam a frequéncia igual a moda. sHAM/TSP (HAM/TSP esporadico), fHAM/TSP
(HAM/TSP familiar), ASS (Assintomatico-Ndo HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de

Adulto).

O epitopo menos frequente (5%) esta localizado na posicdo 62aa tendo se
repetido seis vezes entre os “alelos protéicos”, enquanto o epitopo mais frequente
(18%) se inicia na posicao 125aa, com repeticdo de 27 vezes em cada “alelo protéico”.
O epitopo situado no aminoacido 79 esta presente exclusivamente, no “alelo protéico”

12 originado de um individuo sHAM/TSP, com frequéncia de 4% neste “alelo protéico”

ou esta em frequéncia muito baixa nos demais “alelos protéicos” (Tabela 6).

E possivel perceber que as maiores variagbes na frequéncia dos epitopos

ocorreram entre os “alelos protéicos” de individuos assintomaticos, seguido dos
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individuos sHAM/TSP. Apesar das variagfes observadas, estas ndo representaram
grandes diferencas na ocorréncia dos epitopos, a excec¢ao do epitopo que se inicia na
posicdo 298aa cuja frequéncia no “alelo protéico” 7 (SHAM/TSP) é quase 2 vezes
maior que a frequéncia desse mesmo epitopo nos demais “alelos protéicos” (Tabela
6).
11.5.2.2.2 gp21

Analisando os epitopos identificados para os 7 “alelos protéicos” da gp21,
notamos que essa proteina apresentou o segundo menor niamero (N=69) de epitopos
com especificidade de 99%-100%. Desse total apenas doze epitopos apresentaram

frequéncia superior a 9%, e se distribuiram entre os aminoacidos 18 e 168 (Tabela 7).

Tabela 7 — Avaliacdo da frequéncia dos epitopos mais comuns identificados

na gp21, com especificidade de 99 a 100%, entre os “alelos proteicos”.

" Posicao do epitopo na proteina gp21
Alelo S
Protéico" Perfil Clinico AA)
1824|2749 | 59 | 93 [111]129|144 (154|161 | 168
Selvagem | ASS-fHAM/TSP-sHAM/TSP- ATLL
1 ASS
2 ASS 15
3 sHAM/TSP 9 10 0
4 sHAM/TSP 14 | 5 | 13
5 ATLL
6 ATLL 0 8
Moda da Frequéncia O[6|{0|6|9 | 7|8 [18[10]0 (14| 7
Percentual da Moda 0%]9% 0% |9%|13%|10%|12%|26% |14%| 0% |20%|10%

Os valores de frequéncia que foram discordantes da moda estao sinalizados na Tabela, e os
locais em branco identificam a frequéncia igual a moda; aa — Aminoéacido; sHAM/TSP (HAM/TSP
esporadico), fHAM/TSP (HAM/TSP familiar), ASS (Assintomatico-Ndo HAM/TSP), ATLL
(Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto).

Entre os epitopos mais comuns, 0s epitopos iniciados nas posi¢cdes 24aa e
49aa mostraram ser os menos frequentes (9%), enquanto o epitopo situado
inicialmente no aminoacido 129 destacou-se como o mais frequente (26%), repetindo-
se 18 vezes em cada “alelo protéico”. Os epitopos situados inicialmente nas posicoes
18aa e 154aa mostraram serem exclusivos dos “alelos protéicos” 3 e 4,
respectivamente, ambos originados de um individuo sHAM/TSP, ou estdo em
frequéncia muito baixa nos demais “alelos protéicos”. Também foi possivel descrever
que os “alelos protéicos” originados de individuos sHAM/TSP foram os que
apresentaram maior variacdo na ocorréncia dos epitopos, sendo possivel identificar

diferencas em cinco dos doze epitopos mais comuns (Tabela 7).
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11.5.2.2.3 Tax

A proteina Tax apresentou o maior numero de epitopos (149) diferentes sendo
apresentados entre os “alelos protéicos” aos alelos de HLA. Entre os 149 epitopos
identificados nesta proteina, foi possivel identificar 27 como sendo os mais comuns
entre eles e ocupando a regido que compreende do aminoacido 4 ao aminoacido 312
(Tabela 8).

No que diz respeito aos perfis clinicos, foi possivel observar que as maiores
variagoes nas frequéncias referem-se aos “alelos protéicos” originados de individuos
com ATLL, uma vez que todos eles apresentaram ao menos uma variacdo em relagéo
a frequéncia de ocorréncia dos epitopos. Observou-se também que o “alelo protéico”
5 originado de um individuo com sHAM/TSP foi o mais divergente considerando todos
os “alelos protéicos”, sendo possivel identificar 7 pontos discordantes na frequéncia
dos 27 epitopos (Tabela 8).

As menores frequéncias foram observadas para os epitopos situados
inicialmente nas posi¢cdes 74aa, 125aa, 139aa e 248aa, que se repetiram 7,6,7 e 8
vezes, respectivamente, entre os “alelos protéicos”. Do contrario, os epitopos mais
frequentes (1laa, 62aa, 70aa, 97aa e 157aa) se repetiram entre 17 a 25 vezes entre
os “alelos protéicos”. Desta forma pode-se perceber que dos 6 epitopos mais
frequentes, 5 deles se concentram no primeiro terco da proteina (entre os aminoacidos
4 e 89 (Tabela 8).

Por fim, dos resultados encontrados para a proteina Tax, foram descritos trés
epitopos exclusivos: séo eles 0s epitopos nas posicdes iniciais 88aa, 165aa e 312aa.
O epitopo posicionado no aminpoacido 88 foi exclusivo (ou estava em frequéncia
muito baixa nos demais “alelos protéicos”) do “alelo protéico” 11 originado de um
individuo ASS. O aminoacido 165 inicia um epitopo exclusivo (ou em frequéncia muito
baixa nos demais “alelos protéicos”) do “alelo protéico” 5 originado de um individuo
SHAM/TSP. E por fim, o epitopo iniciado no aminoacido 312 mostrou-se exclusivo (ou
em frequéncia muito baixa nos demais “alelos protéicos”) de trés dos quatro “alelos
protéicos” originados de individuos ATLL e um individuo fHAM/TSP (“alelo protéico”
1) (Tabela 8).



Tabela 8 — Avaliacédo da frequéncia dos epitopos mais comuns identificados na proteina Tax,

com especificidade de 99 a 100%, entre os “alelos proteicos”.
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" Posicgdo inicial do epitopo na proteina Tax
Alelo PSR
Protéico" Perfil Clinico (AA)
4 11 54 62 70 74 | 88 97 | 111 )|125|139| 157 | 163 | 165 | 180 | 186 | 219 | 242 | 248 | 273 | 276 | 282 | 284 | 291 | 297 | 300 | 312
ASS-fHAM/TSP
Selvagem |sHAM/TSP-ATLL
1 fHAM/TSP 0 27
2 sHAM/TSP
3 sHAM/TSP-ASS
4 SHAM/TSP-ASS
5 sHAM/TSP 14 8 23 6 12 15 12
6 ATLL 17 18
7 ATLL 13 11 17 27
8 ATLL 0
9 ATLL 11 17 18
10 ASS 0
11 ASS 10 | 19
12 ATLL 7 15
Modada Frequéncia 14 25| 11 19 17 7 0 20 12 6 7 19 15 0 15 16| 10 15 8 18| 11| 10f 11] 11| 10 16 0
Percentual da Moda 9,4%/16,8%)|7,4%(12,8%(11,4%|4,7%0,0%|13,4%|8,1%4,0%|4,7%|12,8%|10,1%0,0%|10,1%10,7%|6,7%|10,1%|5,4%|12,1%|7,4%(6,7%|7,4% | 7,4%|6,7%|10,7% | 0,0%

Os valores de frequéncia que foram discordantes da moda estao sinalizados na Tabela, e os locais em branco identificam a frequéncia igual & moda. sHAM/TSP

(HAM/TSP esporadico), fTHAM/TSP (HAM/TSP familiar), ASS (Assintomatico-Ndo HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto).
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11.5.2.2.4 HBZ
A predicdo de epitopos realizada para a proteina HBZ apresenta um total de
55 epitopos diferentes com especificidade entre 99% e 100%, sendo a proteina com

menor numeros de epitopos preditos com esta caracteristica (Tabela 9).

Tabela 9 — Avaliacéo da frequéncia dos epitopos mais comuns identificados no
HBZ, com especificidade de 99 a 100%, entre os “alelos proteicos”.

A Posicéo inicial do epitopo na proteina
elo e
Protéico" Perfil Clinico HBZ (AA)
1 |13] 25|45 |97 |100[123|158|191 |198

Selvagem |ASS-fHAM/TSP-sHAM/TSP-ATLL

1 fHAM/TSP- sHAM/TSP - ATLL

2 fHAM/TSP

3 fHAM/TSP 8

4 sHAM/TSP 0 8

5 sHAM/TSP 0

6 sHAM/TSP

7 sHAM/TSP

8 sHAM/TSP

9 sHAM/TSP 0

10 sHAM/TSP 8

11 sHAM/TSP

12 sHAM/TSP 10 0| O 9

13 ATLL 12

14 ATLL 8 |0 10

15 ATLL 8 |0

16 ASS

17 ASS

18 ASS

19 sHAM/TSP 0

Moda da Frequéncia 9 [5[13[15| 0|06 [812] 7
Percentual da Moda 16%|9%)|24%|27%| 0% | 0% |11%|15%|22%|13%

Os valores de frequéncia que foram discordantes da moda estéo sinalizados na Tabela, e os
locais em branco identificam a frequéncia igual a moda. SHAM/TSP (HAM/TSP esporéadico), fHAM/TSP
(HAM/TSP familiar), ASS (Assintomatico-Nao HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de
Adulto).

Desse total de cinquenta e cinco epitopos, apenas dez apresentaram
frequéncia igual ou superior a 9%, o que equivale a cinco repeticdes em cada “alelo
protéico”, ocupando o intervalo compreendido entre os aminoacidos 1 ao 198. Com
esta frequéncia (9%) estd o epitopo localizado inicialmente no aminoacido 13, que
também mostrou ser o epitopo com maior variagdo na ocorréncia entre os “alelos

protéicos”. Os epitopos preditos que iniciaram nos aminoacidos 25 e 45 se
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apresentaram com uma frequéncia de 24% e 27%, sendo portanto os mais frequentes
para esta proteina (Tabela 9).

Considerando o perfil clinico que deu origem aos “alelos protéicos”, € possivel
observar que todos os representantes com perfil ATLL apresentaram variagcdes nas
frequéncias dos epitopos preditos, o contrario foi observado para os representantes
com perfil ASS cujas frequéncias foram semelhantes ao panorama geral da proteina
(Tabela 9).

Os epitopos localizados inicialmente nas posi¢cdes 97aa e 100aa mostram ser
exclusivos aos “alelos protéicos” 14 e 4, cujos perfis clinicos sdo de individuos ATLL
e sHAM/TSP, respectivamente, ou apresentaram frequéncias muito baixas nos

demais “alelos protéicos”.

11.5.2.2.5 p12
A proteina p12 foi a proteina com maior variabilidade na ocorréncia e frequéncia
dos epitopos mais comuns, porém sem nenhuma associa¢cdo com os perfis clinicos
(Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliacao da frequéncia dos epitopos mais comuns identificados

na proteina p12, com especificidade de 99 a 100%, entre os “alelos proteicos”.

. Posicao inicial do epitopo na proteina p12
Alelo S
Protéico" Perfil Clinico (AA)
4 | 10 | 23 |33 |35|44 |46 | 58 | 64 |67 |69 | 74| 76 | 88
Selvagem ASS-fHAM/TSP
SHAM/TSP- ATL
1 fHAM/TSP 0 12 0 29 | 18
2 fHAM/TSP 10
3 fHAM/TSP 511319
4 ASS 51911319
5 sHAM/TSP 12
6 SHAM/TSP 6 8 5 9
7 sHAM/TSP
8 sHAM/TSP 0
9 SHAM/TSP 0 0 35
10 SHAM/TSP 6 |12 |15]11] O 7 16| 0 | 21
11 ATLL 10 8 | 10
12 ATLL 7 9| 8 11
13 ATLL 6 7
14 ASS 8
Moda da Frequéncia 10 5 5 0| 0]|16]| 8 6 6 | 0|15(21| 8 |10
Percentual da Moda 20%)| 10%| 10%)| 0%| 0%|32%|16%)]| 12%|12%| 0%)|30%|42%| 16%|20%

Valores de frequéncia discordantes da moda estdo sinalizados na Tabela, e os locais em branco
identificam a frequéncia igual a moda. sHAM/TSP (HAM/TSP esporadico), fHAM/TSP (HAM/TSP
familiar), ASS (Assintomatico-N&o HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto).
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Como se pode observar (Tabela 10), a proteina pl12 apresentou 14 epitopos
com frequéncia acima de 10% em pelo menos um “alelo protéico”, de um total de 50
epitopos diferentes identificados. Destes epitopos que ocupam a regido do
aminoacido 4 ao 88, destacam-se 0s epitopos cujos aminoacidos iniciais sao os das
posicdes 44, 69 e 74, pois apresentaram as maiores frequéncias sendo elas de 32%,
30% e 42%, respectivamente.

Os epitopos situados inicialmente dos aminoacidos 33, 35 e 67 foram
identificados como sendo exclusivos (ou estdo em frequéncia muito baixa nos demais
“alelos protéicos”) dos “alelos protéicos” 6, 10 e 12 (epitopo 33aa), 10 e 12 (epitopo
35aa) e 3 e 4 (epitopo 67aa) (Tabela 10).

Interessante observar que nesta proteina alguns dos epitopos identificados
possuem localizacdo muito préxima: € o caso dos epitopos 33 e 35, 44 e 46, 67 e 69,
e74e76.

O epitopo localizado inicialmente na posicdo 23aa foi 0 que apresentou a maior
variabilidade na frequéncia entre os “alelos protéicos”, podem estar ausentes em
individuos com sHAM/TSP ou podendo ter o dobro da frequéncia em um individuo
ATLL (Tabela 10).

II.5.2.3 Caracterizacdo dos Epitopos preditos: afinidade dos epitopos com
especificidade entre 99% e 100%

Esta avaliacdo foi realizada através da comparacao dos registros de SCORE
dos epitopos mais comuns (identificados no item anterior) entre os “alelos protéicos”
e alelos de HLA em que eles apareciam.

Em relacdo a gp46 foram comparados os epitopos situados inicialmente nas
posicdes 74aa (18% de frequéncia), 8laa (18% de frequéncia), 125aa (23% de
frequéncia) e 248aa (19% de frequéncia) entre os 23 “alelos protéicos”. Apenas foi
possivel observar diferencas na afinidade de ligacdo dos epitopos 81laa e 248aa para
os “alelos protéicos” 22 e 5, respectivamente, quando comparado aos demais vinte e
um “alelos protéicos” (Tabela 11). Para a posicdo 248aa o “alelo protéico” 5
apresentou maior afinidade que os demais para os quatro alelos de HLA avaliados.
Para a posicao 8laa, no entanto, o “alelo protéico” 22 mostrou dois aumentos (Alelos
de HLA A*03:01 e A*11:01) na afinidade e duas diminuicbes na afinidade (Alelos de
HLA A*02:03 e A*02:01). Ambos os “alelos protéicos” que apresentaram diferencas

nas afinidades dos epitopos 8laa e 248aa estavam presentes em individuos ATLL



(Tabela 11).
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Tabela 11 — Avaliacdo Descritiva das diferencas encontradas nas afinidades

dos epitopos mais comuns entre os diferentes “alelos protéicos.

Perfil comum

Perfil discordante

"Alelo
Proteina | Epitopo | Alelo de HLA Afinidade | Afinidade prot)e(lco
Perfil Clinico
HLA-B*07:02 0,13 0,07
HLA-B*35:01 0,22 0,13 5
248AA HLA-B*51:01 0,85 0,54 ATLL
HLA-B*53:01 0,84 0,41
gp46 .
HLA-A*02:03 0,17 0,5
S1AA HLA-A*03:01 0,27 0,11 22
HLA-A*02:01 0,16 0,42 ATLL
HLA-A*11:01 0,42 0,22
HLA-A*32:01 0,43 0,9 6
11AA HLA-A*68:02 0,25 0,75 ATLL
HLA-A*32:01 0,16 0,83 12 ATLL
HLA-A*26:01 0,14 0,25
Tax HLA-B*58:01 0,4 0,25
97AA HLA-B*57:01 0,36 0,23 11
HLA-B*07:02 0,31 0,15 ASS
HLA-A*32:01 0,31 0,1
HLA-B*15:01 0,93 0,48
HLA-A*02:03 0,21 0,58
HLA-A*02:06 0,1 0,29 12
25AA HLA-A*02:01 0,17 0,39
HLA-A*68:02 0,12 0,27 SHAMITSP
HLA-B*08:01 0,97 0,8
HBZ HLA-A*02:01 0,07 0,16
HLA-A*02:03 0,14 0,36
A5AA HLA-A*32:01 0,06 0,14 13
HLA-A*68:02 0,42 0,12 ATLL
HLA-B*07:02 0,56 0,76
HLA-A*26:01 0,49 0,28
HLA-A*02:03 0,58 0,27
LAAA HLA-B*51:01 0,48 1 10
HLA-A*02:01 0,89 0,43 sHAM/TSP
HLA-B*53:01 0,88 0,59
HLA-B*53:01 0,05 0,13
HLA-B*58:01 0,17 0,22 12
HLA-B*35:01 0,15 0,39 ATLL
pl2 69AA HLA-A*32:01 0,55 0,68
HLA-B*35:01 0,15 0,22 9
HLA-B*07:02 0,13 0,22
HLA-A*32:01 0,55 016  SHAWTSP
HLA-B*58:01 0,54 0,92 3
Z4AA HLA-A*31:01 0,36 0,74 sHAM/TSP
HLA-B*57:01 0,39 0,7 4
HLA-A*33:01 0,71 0,92 ASS

HAM/TSP (Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica Tropical),

SHAM/TSP

(HAM/TSP  esporadico),

fHAM/TSP

(HAM/TSP  familiar), ASS

(Assintomatico-Nao HAM/TSP), ATLL (Leucemia/Linfoma de Células T de Adulto).
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Avaliando a gp21, nao foram observadas diferencas nas afinidades dos
epitopos iniciados nas posicbes 129aa (26% de frequéncia) e 16laa (20% de
frequéncia) entre os 7 “alelos protéicos” avaliados.

Quanto a proteina Tax, os epitopos que tiveram os SCORES de afinidade
comparados foram os situados nas posi¢cdes: 1laa (16,8% de frequéncia), 62aa
(12,8% de frequéncia), 97aa (13,4% de frequéncia) e 157aa (12,8% de frequéncia).
Desses, apenas dois epitopos apresentaram diferencas nas afinidades: foram eles o
epitopo da posicao 1laa e o da posi¢cdo 97aa. O primeiro mostrou diminuicdo das
afinidades em dois alelos de HLA do “alelo protéico” 6 e um alelo de HLA do “alelo
protéico” 12, ambos de individuos com ATLL. O segundo (97aa) mostrou diferencas
na afinidade com 7 alelos de HLA, aumentando a afinidade em 6 deles, sendo todas
estas variagdes observadas no “alelo protéico” 11 de um individuo ASS (Tabela 11).

Avaliando a proteina HBZ, os epitopos posicionados inicialmente nos
aminoéacidos 25aa (24% de frequéncia), 45aa (27% de frequéncia) e 191aa (22% de
frequéncia) foram comparados quanto a diferencas nas afinidades. O epitopo situado
na posicao 25aa mostrou-se diferente na capacidade de ligacdo em cinco alelos de
HLA, havendo diminuicdo da afinidade em quatro deles. O epitopo 45aa, por sua vez,
mostrou-se com maior afinidade em trés alelos de HLA e menor afinidade em outros
trés alelos de HLA. Para o primeiro epitopo (25aa) as variacbes foram observadas
num “alelo protéico” de um individuo sHAM/TSP (12) e para o segundo epitopo (45aa)
as observagdes foram em relagcéo ao “alelo protéico” 13 (ATLL) (Tabela 11).

Por fim, na proteina pl2 foram comparadas as afinidades dos epitopos
iniciados nos aminoéacidos 44 (32% de frequéncia), 69 (30% de frequéncia) e 74 (42%
de frequéncia) da proteina, e as trés posicdes revelaram variacbes. O epitopo da
posicao 44aa revelou aumento da afinidade em trés alelos de HLA do “alelo protéico”
10 de um individuo sHAM/TSP. O “alelo protéico” 9 (sHAM/TSP) e o “alelo protéico”
12 (ATLL) tiveram aumento e diminuicdo da afinidade, respectivamente, para o
epitopo na posicdo 69aa. Por fim o epitopo da posicdo 74aa revelou diminuicdo da
afinidade em quatro alelos de HLA, quando comparado com os demais, em dois
“alelos protéicos”: o 3 (SHAM/TSP) e 0 4 (ASS) (Tabela 11).
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[1.6 Discussao

Das cinco proteinas estudadas quanto a predi¢do de epitopos, a proteina gp46
foi a que apresentou o maior numero de “alelos protéicos” (22), seguido pela proteina
HBZ (19), demonstrando, por isso, maior variabilidade molecular. A proteina com
menor nimero de variacdo na composicdo de aminoacidos foi a gp21, apenas 6
“alelos protéicos” identificados.

Dentre os “alelos protéicos”, destacam-se quanto a maior ocorréncia de troca
de aminoacidos, os seguintes “alelos”: alelo 8 gp46, alelo 5 Tax, alelo 12_HBZ, e
alelo 10_p12 todos eles presentes em individuos com sHAM/TSP, e o alelo 13_HBZ
de um individuo com ATLL. O perfil clinico HAM/TSP (somados os de ocorréncia
familiar e esporadica) foi o que apresentou o maior niumero de variagbes moleculares
(troca de aminoéacidos) entre as proteinas estudadas: foram 42 “alelos protéicos”
identificados nesse grupo contra 19 de individuos com ATLL e 16 de individuos ASS
(Nao HAM/TSP). Tais observacBes sugerem que as cepas virais associadas a
ocorréncia das principais manifestacdes clinicas (HAM/TSP e ATLL) acumulam mais
mutacbes ao longo do tempo, € em nossos resultados observamos isso mais
acentuado em grupos de individuos HAM/TSP. Talvez esta variacdo molecular das
cepas virais estejam associadas ao longo tempo de permanéncia do virus no
hospedeiro para entdo ocorrer a manifestacdo da HAM/TSP, que costuma ocorrer
entre a 4° e 5° décadas de vida. O que pode ser melhor explicado inclusive pela maior
pressao seletiva exercida, pelos mecanismos da resposta imune, a que estas cepas
virais estdo expostas nestes individuos com maior tempo de infeccdo até o
desenvolvimento de doenca, como é o caso da HAM/TSP.

Estudo que realizou a caracterizacdo molecular de sequéncias da ORF-I do
HTLV-1 de 156 pacientes com diagndstico negativo ou positivo de HAM/TSP,
demonstrou que algumas mutacfes podem estar associadas a esta manifestacao
clinica, e elas seriam: C39R, L40F, P45L, S69G e R88K. Além disso, as mutacdes
P34L e F61L (ORF-I) e a mutacdo P45L, na proteina HBZ, se mostraram associadas
com a carga proviral (BARRETO et al.,, 2016). Dessas mutacdes, foi possivel
identificar trés delas (39, 61 e 88) num mesmo “alelo protéico” (10) de p12 originado
de um individuo com sHAM/TSP. Outra mutacéo localizada no aminoacido 69 foi
identificada em um “alelo protéico” (12) de um individuo com ATLL. Contudo esse

achado é insuficiente para reforcar os dados da literatura, devido a baixa frequéncia
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dessas mutac¢des nos dados do estudo.

E importante relatar que apesar das doencas associadas ao HTLV-1 ja terem
sido originalmente descritas como entidades esporadicas, algumas apresentacdes
familiares ja foram relatadas também. As formas de transmisséo, seja por relagées
sexuais ou pela transmissdo vertical (mde para filho) através da amamentacao,
explicam a agregacao familiar de doencas associadas ao virus, como € o caso da
fHAM/TSP (GOURRAUD et al., 2011; ALVAREZ, 2016).

Em geral, a predicdo da ligacdo dos epitopos das cinco principais proteinas
virais aos diferentes alelos de HLA, nos permite entender melhor como ocorre a
identificacdo do virus pelo sistema imune do hospedeiro. Além de tentar entender
melhor a contribuicdo do hospedeiro (através dos alelos HLA) e do virus (epitopos
proteicos) na principal manifestacao clinica associada ao HTLV-1.

Neste contexto, é possivel observar que no curso da doenca (HAM/TSP), o
infiltrado inflamato6rio contém numeros iguais de células CD4* e células T CD8*. No
entanto, ao longo da infeccéo as células T CD8* sdo predominantemente detectadas
nas lesdes inflamatorias crénicas de pacientes com maior duracéo da doenca (AYE et
al.,, 2000; ENOSE-AKAHATA & JACOBSON, 2019). Esse achado sinaliza a
importancia desta resposta imune para a infec¢do pelo HTLV-1.

Além disso, apesar de a infeccdo pelo HTLV-1 ser considerada latente nos
individuos infectados, a presenca de respostas imunes especificas contra o HTLV-1
cronicamente ativadas, sugere que 0s antigenos virais podem ser continuamente
sintetizados (ENOSE-AKAHATA & JACOBSON, 2019).

Na avaliacao geral da predicdo de epitopos foi possivel perceber que a proteina
Tax, seguida da proteina gp46, apresentou o maior niumero de predicdes. Essa
observacéo poderia se justificar pelo tamanho da proteina. A proteina Tax é a que
possui uma sequéncia maior (353 aminoacidos), seguida da gp46 que possui 312
aminoacidos no dataset montado para este estudo. A menor proteina, p12, foi a que
também apresentou 0 menor numero de predi¢des (15.741).

Quando avaliamos os epitopos mais especificos, ou seja, aqueles que
apresentaram os menores registros do Score de afinidade, observamos que a proteina
pl2, apesar de ser a de menor tamanho, e a de menor nimero de predi¢des foi a que
apresentou uma maior proporgéo (3,55%) de epitopos com especificidade entre 99-
100% (Score entre 0 e 1). Em segundo lugar se apresentou a proteina Tax com 3,19%

dos epitopos totais com esta caracteristica (Score entre 0 e 1), e em terceiro lugar a
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gp46. A proteina HBZ foi a que apresentou a menor propor¢cao de epitopos altamente
especificos.

Ao contrario dos niveis de expressao de Tax e HBZ, a frequéncia de linfocitos
T citotdxicos especificos de Tax € maior do que os CTLs especificos de HBZ
(KANNAGI et al., 2019). Talvez esta evidéncia ajude a explicar o grande numero de
epitopos especificos identificados em Tax e 0 menor nimero na proteina HBZ.

E interessante observar que o mesmo perfil que une as proteinas gp21 e HBZ,
no que se refere ao percentual (1,92%-gp2pl e 1,49%-HBZ) de epitopos especificos,
também pbde ser observado quanto aos alelos de HLA cujos epitopos séo
especificos. Estas proteinas compartilharam semelhancgas na ocorréncia dos alelos
de HLA, de modo que possuem 8 alelos de HLA comuns nas predicfes. O mesmo
ocorre quando se observa as proteinas, gp46, Tax e pl2 juntas. Estas trés
compartilharam semelhancas no perfil de utilizagdo das moléculas de HLA para a
apresentacao de epitopos.

O genotipo das moléculas de HLA classe 1 presentes nos individuos infectados
auxilia na determinacédo da especificidade e a eficacia da resposta de células T CD8*
ao virus, e por isso controlam a carga proviral no hospedeiro e influencia a
suscetibilidade a doencgas associadas ao HTLV-1. Os genes que codificam as
moléculas de HLA classe |, como HLA-A*02 e HLA-Cw*08, foram associadas a
reducdo significativa da carga proviral e portanto, a protecdo ao desenvolvimento da
HAM/TSP no Japéo (JEFFERY et al., 1999; JEFFERY et al., 2000). Semelhante efeito
protetor das moléculas de HLA-A*02 também foi observado no Brasil (CATALAN-
SOARES et al., 2009). Além disso, os genes codificantes das moléculas de HLA
classe I, HLA-A*02 e HLA-Cw*08, mostraram maior afinidade com a proteina HBZ, e
menor carga proviral e risco de desenvolver HAM/TSP (MACNAMARA et al., 2010).
Em contraste, os alelos da classe |, HLA-B*07 e HLA-B*5401, e o alelo de classe I,
HLA-DRB1 * 0101, foram associados a uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento
da HAM/TSP (ENOSE-AKAHATA & JACOBSON, 2019).

Nos achados deste trabalho, trés alelos de HLA classe | A*02 (A*02:01, A*02:03
e A*02:06) foram identificados como ligantes dos epitopos preditos, porém sem
associagdo com as sintomatologias. O alelo A*02:01 apresentou epitopos para gp46,
gp21, HBZ e pl12, quanto o alelo A*02:06 apresentou epitopos das proteinas gp21,
HBZ, Tax e p12. O alelo B*07:02 também foi identificado entre os ligantes dos epitopos
preditos pelas proteias, gp46, gp21, Tax e pl12. Os alelos HLA-Cw*08 e HLA-B*5401,
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por sua vez, ndo foram identificados como ligantes dos epitopos preditos neste
trabalho.

Na predicao de epitopos da gp46 foi possivel observar, diferente das demais
proteinas, uma maior variagao molecular dos “alelos protéicos” oriundos de individuos
ASS (Nao-HAM/TSP). Os epitopos sugeridos cobrem toda a sequéncia protéica
utiizada e também estdo presentes em regibes que ja foram previamente
caracterizadas pela prevaléncia de epitopos lineares, como é o caso da regidao que
compreende os aminoacidos 53-75aa (TALLET et al., 2001), onde se encontra um dos
epitopos mais prevalentes dessa proteina. Também foi possivel identificar que um
segundo epitopo mais prevalente (8laa) entre os “alelos protéicos” esta localizado
dentro do Motif (YSLY) de enderecamento da gp46 para a membrana plasmatica (
ILINSKAYA et al., 2010). Ficando evidente a necesssidade de se estudar um pouco
mais sobre essa proteina, levando em consideracao que esta se trata do principal alvo
dos anticorpos produzidos pelo hospedeiro, frente a infeccéo.

Algumas experiéncias vacinais positivas baseadas em peptideos da gp46 e de
Tax elevaram o nivel de anticorpos e a producéo de IFN-y levando a indugéo de uma
alta resposta celular e uma diminuicdo significativa na carga proviral, bem como
protecao parcial em animais imunizados. Frangione-Beebe e cols. (2000) relataram a
capacidade de um prototipo vacinal contra o HTLV-1 compreendendo um peptideo da
gp46 (aa 175-218) ligado a um epitopo promiscuo de ceélulas T (aa 288-302), para
eliciar a protecédo contra o virus em modelos de camundongos e coelhos. Por outro
lado, a construcdo do peptideo multivalente a partir de epitopo da proteina Tax (aa
11-19, aa 178-186 e aa 233-241) ligado por meio de residuos duplos de arginina, foi
desenhada por Sundaram e cols. (2003), para avaliar as respostas imunolégicas.
Outro epitopo de fuséo originado da proteina Tax ligado a outros peptideos Unicos
foram eficientes para induzir a producédo de citocina interferon-gama (IFN-y) em
pacientes com HAM/TSP em camundongos. O referido epitopo da gp46 (aa 175-218)
e o peptideo Tri-Tax (aa 11-19, aa 178-186 e aa 306-315), ambos fundidos ao epitopo
promiscuo de células T, foram testados para avaliar a imunogenicidade e eficiéncia

protetora em macacos-esquilo infectados com o HTLV -1.

Na predicdo de epitopos na gp21, a maior variacdo na ocorréncia dos mesmos
foi para os “alelos protéicos” originados de individuos sHAM/TSP, como também

observado para as proteinas HBZ e pl2. Epitopos nao tado prevalentes (9%) foram
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sugeridos no peptido fusdo, importante dominio funcional nesta proteina. Em 1985,
Cianciollo e colaboradores relataram a presenca de um dominio imunossupressor (ISD)
dentro da subunidade transmembrana (gp21) do envelope, que é oculto pela
subunidade da superficie (gp46) do envelope (CIANCIOLO et al., 1985). Este dominio
imunossupressor possui importante papel inibindo a proliferacdo de células T, sendo
entdo crucial para a infeccéo viral e para apoiar as células tumorais no escape imune
(ROTEM et al., 2018). E uma regido membranotropica chamada de peptideo de fus&o-
FP (Do inglés, Fusion Peptide) que esta oculto dentro do envelope e que abrange os
primeiros 23 amino&cidos da proteina. Uma alteracdo conformacional, apés a ligacéo
da subunidade da superficie ao receptor celular, expde o PF levando a sua insercao
na membrana plasmética e a fusdo com a célula hospedeira e ativacdo do dominio
imunossupressor (KOBE et al., 1999; ROTEM, 2018). Esse processo facilita entédo a
entrada do virus na célula-alvo e inibe a ativagdo das células T, o que induz uma
diminuicdo na resposta imunoldgica do tipo Thl e promove uma elevacdo nas
respostas Th2 no hospedeiro, ou seja, esta inibicdo é caracterizada pela regulacéo
negativa da resposta tipo Thl da célula T (ROTEM et al, 2018).

A resposta antiviral através de linfocitos T citotdéxicos € ativada in vivo e
direcionada principalmente contra epitopos especificos da proteina regulatéria Tax, e
em menor proporcao aos epitopos em Gag, Env e Pol (KANNAGI et al., 1991; PARKER
etal., 1992; ELOVAARA et al.,1993; PIQUE et al., 1996). Desta forma, dependendo do
epitopo viral e dos fatores genéticos do hospedeiro, tem se estabelecido a existéncia
de reservatorios distintos de CTL em resposta aos diferentes epitopos, com a mesma
funcdo de reconhecimento de células infectadas, via HLA/peptideo, no entanto, com
proliferacéo e liberacdo de citocinas diferenciadas (LIM et al., 2000). Bangham &
Osame (2005) demonstraram que a taxa de lise, via CTL, de células T CD4*
expressando Tax foi correlacionada negativamente com a carga proviral tanto em

individuos assintoméaticos como em individuos HAM/TSP.

Nos achados relatados aqui, foi possivel observar que as maiores variacées na
ocorréncia dos epitopos se deu entre os “alelos protéicos” de individuos com ATLL.
Esse achado foi Unico em relacdo as demais proteinas. Muitas dessas variacdes
ocorreram inclusive no sitio de ativacdo de ATF/CREB da proteina que se situa entre
0s aminoacidos finais da mesma. O 97aa, que apresentou a maior frequéncia entre os

“alelos protéicos”, esta situado no sitio funcional da proteina de ligagdo ao DNA do
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hospedeiro. Outros dois epitopos também prevalentes (97aa e 157aa) estdo presentes
no sitio de ativacao de NF-KB (88AA-232aa) (HARROD, 2019). Outros epitopos menos
frequentes estéo distribuidos em outros dominios funcionais de Tax, como o Dedo de
Zinco Motif (54aa) e Ziper de Leucina (125aa e 139aa).

A proteina HBZ foi documentada como essencial para evasao imunolégica,
persisténcia viral e manutencao de altos titulos provirais in vivo (HARROD, 2019). O
HBZ € o unico gene viral detectavel em todas as fases da infeccdo em linhagens
celulares e PBMCs infectados cronicamente derivadas de portadores assintomaticos
do HTLV-1, pacientes HAM/TSP e com ATLL (HARROD, 2019).

Em 2014, Rowan e cols., em contrapartida, demonstraram que o linfocito
citotoxico autélogo reconhece preferencialmente o epitopo HBZ 26-34, que € eficaz
contra as células T CD4" infectadas com o HTLV-1 e que apresentam esse epitopo
através da molécula de HLA-A*02:01, por apresentar alta afinidade. Este referido
epitopo e um segundo localizado na posicdo 45AA estdo presentes na predicao de
epitopos realizada neste trabalho com prevaléncia de 24% e 27% entre os “alelos
protéicos”, sendo as maiores observadas nesta proteina. Um terceiro epitopo
prevalente (191aa) esta localizado em um dominio do tipo Ziper de Leucina da
proteina.

As variacdes ocorridas entre os epitopos preditos para a proteina HBZ
ocorreram igualmente em “alelos protéicos” de individuos SHAM/TSP e ATLL, sendo
tais variacbes mais concentradas no dominio de ativacdo da proteina (primeiros 50
aminoacidos).

A proteina p12l, por sua vez, interage e regula negativamente a expressao da
cadeia pesada (Hc) das moléculas de MHC classe 1. A interacdo de p12l com as
proteinas residentes no ER calreticulina e calnexina mais provavelmente ocorre com
a forma néo clivada de pl12l e essa interagao favoreceria a fuga do reconhecimento
imunoldgico de células infectadas com virus (FUKUMOTO et al., 2009). Em nossos
achados houve a predicao de epitopos para a localizacéo do primeiro sitio de clivagem
de p12 (10AA) com prevaléncia de 10% entre os “alelos protéicos”. Alvos do sistema
imune nesta regido podem reforgcar a importancia funcional da mesma.
Interessantemente a proteina que apresentou a maior propor¢cdo de epitopos
especificos foi também a que apresentou a maior varialividade na ocorréncia dos
mesmos. Esta variagdo este mais frequente entre os “alelos protéicos” de individuos

com sHAM/TSP, tendo sido encontrada em representantes de todas as
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sintomatologias. Assim como esta variacdo ndo esteve associada a uma regido da
proteina e sim apresentou comportamento difuso.

Por fim, os achados de afinidade entre os epitopos preditos revelaram que dos
nove epitopos que apresentaram diferengas na afinidade as moléculas de HLA, 6
deles estavam associados a “alelos protéicos” de individuos ATLL, 4 de individuos
sHAM/TSP e 2 de individuos ASS. Estes achados corroboram outros resultados ja
discutidos anteriormente de que as maiores variacbes moleculares foram
discriminadas em individuos com manifestacdo de doenca. Desse modo, tais
alteracdes moleculares nas sequéncias protéicas podem de fato estar repercutindo na
conformacao dos epitopos e, portanto, na capacidade de ligacdo a molécula de HLA.
Discretamente os achados de variacdo na afinidade dos epitopos indicam uma
tendéncia maior de diminuicdo da afinidade entre os “alelos protéicos” de individuos
com ATLL e sHAM/TSP, sendo necessério outras avaliacbes para confirmar a
existéncia ou ndo dessa tendéncia.

Apesar de a afinidade de ligacao de peptideos da proteina HBZ a moléculas de
HLA de classe 1 ter sido considerada significativamente mais fraca do que a de
peptideos de Tax (HILBURN et al., 2011; MACNAMARA et al, 2010), nao
encontramos diferencas na afinidade dos epitopos quanto a proteina viral.

A persisténcia do HTLV-1 € mantida ndo por infeccdo de novo por meio de
particulas virais, mas sobretudo pela longa vida util e/ou proliferacéo clonal de células
infectadas pelo virus. Como consequéncia, aproximadamente 5% dos individuos
infectados desenvolverdo doenca ap6s um longo periodo de laténcia (BANGHAM &
MATSUOKA, 2017). Foi demonstrado que clones infectados com provirus defeituosos
exibiram maior abundéancia clonal do que aqueles intactos (KATSYUYA et al., 2019),
revelando a importancia de alteracées gendmicas virais. Assim, a caracterizacéo do
provirus com alta resolugdo € fundamental para entender a persisténcia viral e a
patogénese.

Neste trabalho, néo foi possivel associar nenhum perfil de apresentacdo dos
epitopo com as diferentes manifestacbes de doenca, no entanto, os resultados
apresentados aqui revelam existir algumas diferencas no que diz respeito a
especificidade dos epitopos e aos alelos de HLA ligantes deles que merecem ser
melhor investigados sobretudo nos individuos com sHAM/TSP e ATLL. Por isso,
acreditamos que essa validacdo merece ser buscada em outras estratégias

cientificas.
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Embora a heterogeneidade do desfecho dessas doencgas ainda n&o esteja
clara, provavelmente este sera especificado pela interacdo entre fatores do virus,
como Tax, HBZ, carga proviral e a genética do hospedeiro e caracteristicas
epigenéticas. Especificamente em relacdo a resposta de células T especificas contra
o0 HTLV-1, existem diferencas acentuadas: a resposta CTL é elevada em pacientes
HAM/TSP, enquanto é prejudicada em pessoas que sofrem de ATLL, uma vez que 0s
CTLs sdo supostamente essenciais para a vigilancia antitumoral na infeccao pelo
HTLV-1, e seu comprometimento provavelmente favorece a leucemogénese
(KANNAGI et al, 2019).

Além disso, motivos de peptideos comuns homélogos de peptideos do
envelope viral (Env-192-199 e 237-243) e anticorpos contra o HBZ foram
frequentemente detectados no liquor de pacientes com HAM/TSP (FUJIMORI et al.,
2004). Estudos mostram também que uma medula espinhal mais atréfica em
HAM/TSP ja foi associada com maior porcentagem de linfécitos T CD8* e carga
proviral no liquor de HAM/TSP (AZODl et al., 2017; ENOSE-AKAHATA & JACOBSON,
2019).

Desta forma, este compartimento (LCR), tdo importante para a manifestacao
da HAM/TSP, pode ser o melhor microambiente para que novos estudos investigando
diferentes epitopos apresentados por isolados virais seja melhor investigado. E
possivel que a apresentacao diferencial de epitopos entre individuos HAM/TSP e
ATLL, exista de fato, sendo necessario aprimorar a busca pelos epitopos, sobretudo
no que diz respeito & melhor priorizacdo de caracteristicas especificas de cada

manifestacao clinica.
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I1l. CAPITULO Il

Caracterizacao do exoma de individuos infectados pelo HTLV-1:

investigacdo de biomarcadores para manifestacdo de HAM/TSP.
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I11.1 Justificativa

A infeccdo pelo HTLV-1 n&o implica, necessariamente, no desenvolvimento de
uma patologia em seus portadores (MARTINS et al., 2015). De modo que o estado
assintomatico, ou portador de uma patologia associada dependera de fatores
ambientais, virais e do hospedeiro. Estudo recente sugere que particularmente a
suscetibilidade de um determinado individuo infectado pelo HTLV-1 para desenvolver
HAM/TSP estd profundamente conectada as duas diferencas nos componentes
geneticamente determinados da resposta imune: hospedeiro e subgrupo do HTLV-1
(NOZUMA & JACOBSON, 2019). De forma que pouca ou nenhuma evidéncia dao
forca a associacao unilateral de genotipos virais a manifestacéo de doenca.

Estudo avaliando possiveis locais de integracdo do HTLV-1 no genoma de
pacientes com HAM/TSP revelou forte viés para integracdo em regides ativas do
genoma (MEEKINGS et al., 2008), mais especificamente em locais de ligacédo para
fatores de transcricdo. Sabe-se também que o HTLV-1 liga-se ao organizador chave
da cromatina quando vai inserir seu material genético no genoma do hospedeiro,
levantando a hipotese de que o HTLV-1 desregula a expressdao de genes do
hospedeiro (COOK et al., 2017; MELAMED et al., 2018).

No contexto de fatores que contribuem para a manifestacdo de doenca, a
resposta imune do hospedeiro frente a infecgéo viral, principalmente a resposta celular
desencadeada por células T CD8* especificas anti-HTLV, é reconhecida como um
evento crucial, determinando o desfecho da infeccdo (BANGHAM & OSAME, 2005).
Esta resposta celular parece ser influenciada pela via de infec¢cdo do hospedeiro,
carga proviral, fatores genéticos individuais, como polimorfismos em genes do sistema
HLA e genes envolvidos na resposta imune (VINE et al., 2002). A diminuicdo da
expressao de moléculas de MHC-I, por exemplo, previne a apresentacao de peptideos
imunogénicos, e, portanto, poderia relacionar a atuacdo de pl2 a resposta imune
efetiva e, portanto, a persisténcia viral, e também ressaltar a importancia de moléculas
de HLA.

Além disso individuos que desenvolvem HAM/TSP apresentam elevados niveis
de carga proviral e exacerbada resposta imune, como se pode observar pela presenca
de linfécitos T citotoxicos HTLV-1 especificos, o que por sua vez, pode ser o fator de

imunovigilancia contra o desenvolvimento de tumor em células transformadas pelo
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virus, ja gque o mesmo néo é encontrado em pacientes ATLL (HANABUCHI et al., 2000).

Dada a importancia da ativacao das células T, em individuos acometidos com
HAM/TSP, variacdes no genoma do hospedeiro que possam alterar esta via podem ser
utilizadas como biomarcadores de progressédo para doenca. Nesse contexto, na
auséncia da co-estimulagdo, as células T que encontram antigenos virais, por exemplo,
falham ao responder e morrem por apoptose ou entram em um estado prolongado de
nao responsividade. Desse modo, polimorfismos em proteinas que participam da
cascata de co-estimulacdo e sinalizagdo das células T podem ser importantes
ferramentas no entendimento de que fatores genéticos do hospedeiro podem
representar gatilhos para uma resposta imune exacerbada o que precipitaria o
desenvolvimento da HAM/TSP.

Analisando os genotipos de 66 individuos infectados, entre assintomaticos e
HAM/TSP, e 192 individuos controle, Vallinoto e cols. 2012 revelam que o polimorfismo
FAS -670A/G pode estar associado ndo apenas com susceptibilidade a infec¢cdo, mas
também com a progressao a HAM/TSP. Uma vez que a localizacdo desse SNP pode
favorecer sua ligacdo ao fator de transcrigdo STAT1, o que seria suficiente para
desencadear regulagao positiva ou negativa na expresséo do gene FAS. Esse mesmo
polimorfismo ja havia sido associado a susceptibilidade, condi¢do clinica e sobrevida
de pacientes com ATLL (FARRE et al., 2008). FAS (TNFRSF6/CD95/APO-1) contém
um dominio da super familia TNFR (Receptor para Fator de Necrose Tumoral) que esté
envolvido na sinalizacdo da apoptose de diversos tipos celulares, e por isso, esta
envolvido na patogénese de inumeras maliginidades e doencas do sistema imune
(VALLINOTO et al.,, 2012). No entanto, este € o primeiro relatpo cientifico, até o
momento, que investiga todo o exoma de individuos infectados pelo HTLV-1 como
estratégia de busca desses SNPs.

Em processos evolutivos, a variacdo genética, seja no hospedeiro ou no virus,
sofre pressdes seletivas até ser selecionada positivamente ou negativamente,
revelando as mudancas funcionais de cada informacgéo génica. Agentes infecciosos,
por exemplo, podem representar uma poderosa forca seletiva, especialmente em
moléculas regulatorias, a exemplo das células T. Forni e cols. 2013, testando 15 genes
gue codificam proteinas associadas a co-estimulacdo de células T, em 39 espécies de
mamiferos, revelaram que 9 desses genes eram alvo de selecéo positiva (FORNI et

al., 2013). Quando os SNPs avaliados buscavam associacdo com manifestacdo de
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doenca ou susceptibilidade a infeccdo, foi possivel demonstrar que as variagcbes
associadas a doenca em genes de células T sdo preferencialmente os alvos da selecao
dirigida por patégenos (FORNI et al., 2013).

No entanto, esta cada vez mais evidente de que ndo apenas os fatores virais e
ou do hospedeiro vistos isoladamente contribuirdo para esse entendimento, e sim o
modo como a interacdo virus/hospedeiro se desenvolve. Sendo importante para
determinar o estado do portador como individuo assintoméatico ou paciente sofrendo de
patologia seja de natureza neoplasica (ATLL) ou inflamatéria (HAM/TSP) (TAGAYA;
MATSUOKA,; GALLO, 2019).

[1l.2 Hipbtese

Portanto, a hipétese desse trabalho (Figura 10) € de que polimorfismos em
genes do hospedeiro podem estar associados as alteragbes na interagédo
virus/hospedeiro e no consequente desfecho da infeccdo. Associando a variacao
genética do hospedeiro a pressao seletiva exercida pelo HTLV-1 tais variacdes seriam
selecionadas e cronicamente representariam marcadores de progressdo para
HAM/TSP.

Figura 10 - Hipotese para o estudo de Caracterizacdo do exoma de individuos
infectados pelo HTLV-1: investigacdo de biomarcadores para manifestacao de
HAM/TSP.
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[11.3 Objetivos

[11.3.1 Objetivo Geral

Pesquisar a ocorréncia de SNPs em genes do hospedeiro que estejam
associados a manifestacdo da HAM/TSP.

111.3.2 Objetivos Especificos

Determinar a carga proviral nos individuos infectados pelo HTLV-1
assintomaticos e com HAM/TSP;

Realizar a caracterizacdo do hospedeiro infectado assintomético e com
HAM/TSP, através da identificacdo de SNPs no exoma do mesmo, bem
como identificar a frequéncia deles;

Correlacionar os SNPs encontrados no exoma do hospedeiro com possiveis
alteragdes funcionais;

Avaliar o potencial de variaveis associadas ao hospedeiro, no desfecho
clinico;

Associar a presenca do SNP, no genoma humano, com o estado clinico
(Assintomatico ou HAM/TSP) para avaliacdo do potencial do mesmo como

biomarcador de progressao.
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[11.4 Metodologia

[11.4.1 Selecdo da Amostra e Deteccéao Molecular do HTLV-1

Este estudo, de corte transversal, foi desenvolvido a partir de uma amostra de
conveniéncia, uma vez que foram utilizadas apenas amostras de Sangue total e/ou
PBMC (Células Mononucleares de Sangue Periférico) previamente armazenadas no
Centro Integrativo Multidisciplinar de HTLV (CHTLV). Por isso, este estudo dispensa
a assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido-TCLE, devido ao fato de
os individuos serem anénimos nao-vinculados e das amostras ja estarem estocadas.
No entanto, é importante ressaltar que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisa Gong¢alo Moniz/FIOCRUZ (Numero do parecer:
388.613).

Inicialmente, foram selecionadas 50 amostras de individuos, de ambos os
sexos, infectados pelo HTLV-1 com Western Blot positivo. Todos os individuos, cujas
amostras estocadas foram selecionadas, foram devidamente diagnosticados como
positivos para o HTLV-1, sendo submetidos a triagem, pelo ELISA (Cambridge Biotech
Corporation, Worcester, MA) e as amostras que se mostraram reagentes neste teste
foram submetidas a confirmacao pelo teste de Western Blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs
Diagnostics, Science Park Drive, Singapore). Como critérios de inclusdo foram
aplicados: deteccdo molecular do virus, apresentar avaliagdo com neurologista (Para
segregacao em Assintomatico e HAM/TSP), e ter o maximo de material bioldgico
disponivel para as andlises moleculares. Os critérios de exclusdo aplicados foram:
casos de co-infec¢cdo e amostras que ndo cumpriam os critérios de inclusdo. Todas
as informacbes sociodemogréaficas dos individuos selecionados para o estudo,
disponiveis nos prontuarios meédicos, foram tabulados em planilhas Excel.

A detecgédo molecular do HTLV-1 nas amostras de sangue total foi realizada
nos Laboratérios de Biologia Molecular do NUPI (Nucleo de Pesquisa e Inovacgéo da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica) que da suporte as atividades
experimentais do CHTLV. As células mononucleares de sangue periférico foram
obtidas das amostras de sangue total através de gradiente de centrifugacdo, e em
seguida, o DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extragdo Qiagen (QIAamp®
DNA Blood Kit) do PBMC disponivel, sendo a concentracao final de DNA medida por
espectrofotometria (Gene Quantpro RNA/DNA Calculator).
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[11.4.2 Quantificacdo da Carga Proviral

A carga proviral do HTLV-1 em PBMC foi determinada pelo método de PCR
quantitativo em tempo real usando o ABI Prism 7700 (PE-Applied Biosystems),
utilizando 10° células. O gene da albumina foi utilizado como controle interno. A
guantidade de provirus foi calculada pelo nimero de cépias do HTLV-1 (pol) por 108
células= [(nimero de copias de pol)/(nimero de copias de B-actina/2)] 10® segundo
Dehée e cols., 1992.

[11.4.3 Determinacdo do Exoma

As amostras de DNA dos individuos infectados pelo HTLV-1, divididos nos dois
grupos de Assintométicos e HAM/TSP, foram submetidos para a determinacdo do
exoma atraves da identificacdo de SNPs utilizando a Plataforma Illumina, sediada no
Laboratério Multiusuario de Sequenciamento em Larga Escala e Expressao Génica
do Depto de Tecnologia, da Faculdade de Ciéncias Agragrias e Veterinarias - UNESP
— Jaboticabal. Foi utilizado o kit Infinium Core Exome-24 (Tabela 12) cujo chip rastreia

551.004 marcadores no exoma humano.

Tabela 12 - Descrig&o do Infinium Core Exome-24 v1.3 BeadChip.

Caracteristicas Descricéo

Espécie Humana

n° total de marcadores 551,004

n° de amostras por chip 24 amostras

Quantidade de DNA/amostra 200 ng

Genoma de Referéncia GRCh37

Desempenho de dados Valor @ Especificacdes do produto P

Call rate 99,80% > 99% med.

Reprodutibilidade 99,99% > 99,9%

Desvio do log R 0,09 <0,30c

Espacamento

Espacamento (kb) Média Mediana 90th%°
5.27 1.82 14.30

a. Os valores sdo derivados da genotipagem de amostras de referéncia 333 do HapMap.
b. Marcadores do cromossdmicos Y para amostras femininas excluidos.

c. Valor esperado para projetos tipicos usando protocolos padréo lllumina.
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[11.4.3.1 Controle de qualidade e limpeza de dados para genotipagem
Os procedimentos de controle de qualidade e limpeza de dados comecam com
o Controle Illumina SNP-Array Quality e a etapa de exportacdo de dados. Inicialmente
os dados brutos recebidos da plataforma lllumina foram submetidos ao programa
GenomeStudio onde foi calculado a taxa de genotipagem dos SNPs pesquisados e a
taxa de genotipagem geral do exoma dos individuos. Posteriormente foram
exportados do Genome Studio como arquivos nos formatos PED e MAP (formatos
lidos pelo programa PLINK) usando o mesmo plug-in lllumina com os seguintes
parametros: (i) "Use Forward Strand" (Fita positiva do DNA) definido como "True" e
também com a (ii) remocao dos SNPs que néo tiveram sinal. Depois deste processo,
guatro etapas foram realizadas utilizando o software PLINK:
1. Limpeza inicial do conjunto de dados, onde filtros de dados basicos e
procedimentos de “verificagao de fios” (Fitas de leitura) foram aplicados;
2. Separacdao da informacéao genética referente aos cromossomos autossémicas
e mitocondriais, bem como separacdo de SNPs do cromossomo X e Y em
conjuntos de dados distintos;
Controle de Qualidade e limpeza de dados dos SNPs autoss6micos;
4. Avaliacdo da taxa de perda genotipica por individuo;
Apoés a realizacdo do controle de qualidade nos dados, os mesmos foram
organizados em trés conjuntos diferentes para serem submetidos nas diferentes
analises subsequentes: estruturacdo da populacdo de estudo, ancestralidade

genética e analise estatisticas.

[11.4.3.2 Estruturacdo da populacéo

A analise de componentes principais esta associada a ideia de reducédo de
massa de dados, com menor perda possivel da informacgéo. Sendo ela utilizada neste
estudo para avaliar agrupamento de individuos. O agrupamento acontece devido a
similaridade do conjunto de caracteristicas que define o individuo da populacdo
estudada, isso permite entender o comportamento deles neste contexto (VARELLA,
2008). Portanto, para avaliar a estruturagéo da populagcdo em questéo, observamos a
dispersdo desses dados de acordo com suas similaridades nas caracteristicas
genéticas. Para isso foi plotado a dispersdo dos dados em uma figura no plano
bidimensional, chamado de PCA (Principal Component Analysis) gerados pelo
software Eigenstrat (PRICE et al., 2006).
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111.4.3.3 Ancestralidade genética

Por se tratar de uma variavel dubia, uma vez que a etnia que o individuo se
autodeclarava poderia ndo corresponder a sua ancestralidade real, optamos por
avaliar a ancestralidade a partir da comparacdo genética, homologia de SNPs,
presentes no gendtipo de trés populagdes referéncias. A analise de ancestralidade foi
estimada avaliando a propor¢éo da frequéncia dos alelos caracteristicos dos 3 clusters
de referéncia da ancestralidade brasileira (Africados, europeus e nativos americanos)
utilizando o software Admixture (PARRA et al., 2001).

111.4.3.4 Genotipagem e Analises estatisticas

O calculo da frequéncia alélica da populagéo de estudo foi realizado, utilizando
o software Plink (PURCELL et al., 2007), ap6s o controle de qualidade, considerando
todo os SNPs identificados nas amostras. Inicialmente foi calculada a frequéncia
alélica dos SNPs na populacdo geral e posteriormente foi calculada a frequéncia
alélica dos SNPs separadamente nos grupos caso e controle.

Na avaliacdo estatistica geral dos dados, submetemos as covariaveis etnia,
género, carga proviral, idade e ancestralidade genética dos pacientes do estudo aos
testes estatisticos que buscavam avaliar correlacdo delas com o desfecho clinico
(HAM/TSP). A analise unitaria das variaveis também foi realizada. Para isso, o teste
de Chi quadrado (X?) ou teste exato de Fisher para variaveis categdricas e um teste
U de Mann-Whitney, para variaveis continuas, foram utilizados respondendo as
caracteristicas e comportamento de cada variavel nos dados em questéo (distribuicdo
no histograma).

A analise de regressao logistica, por sua vez, foi feita para testar a associacao
entre o status da doenca e o genétipo sob a suposi¢do de um modelo genético aditivo.
Onde também idade, sexo, carga proviral e um dos trés principais marcadores
informativos sobre ancestralidade (Ancestralidade africana, por ser mais
representativo da populacdo Bahiana) foram usados como covariaveis para ajustar o
modelo e verificar possivel associacdo, uma vez que ja foram descritas na literatura
com esse papel. Desta forma construiu-se um modelo tedrico explicativo, através do
gréafico aciclico direcionado. Neste modelo, incorporamos os dados das covariaveis
para entdo confirmar a parcela de influéncia de cada uma delas no desfecho e
possiveis correlacdes entre elas de modo que duas ou mais juntas potencializassem

a associacao do genotipo com o desfecho.



Capitulo 11179

O pacote estatistico de software R versédo 4.0.2 (PURCELL et al., 2007) bem
como o software Plink versdo 1.90 (PURCELL et al., 2007) foi utilizado para todas as
analises estatisticas desse estudo. Para a avaliacdo da regressao logistica (analise
mais densa) contamos com o suporte de um servidor disponibilizado pelo Laboratério
de Diversidade Genética Humana (LDHG), alocado na Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG), onde todas estas analises foram realizadas.

[11.4.3.5 Avaliac&o do desequilibrio de ligacdo dos SNPs

Em cruzamentos aleatérios os alelos de qualquer gene sdo combinados em
genotipos, também de forma aleatdria na frequéncia estipulada, segundo proporcdes
de Hardy-Weinberg. Buscamos assim avaliar se os SNPs no genoma de individuos
infectados pelo HTLV-1 que mostraram associacdo com o fendtipo estdo se
comportando segundo a teoria do equilibrio de Hardy-Weinberg. Para essa
investigacao, avaliamos os SNPs identificados neste trabalho como associados com
a patologia, comparando-os par a par com SNPs referéncias de trés populacdes
ancestrais: as mesmas utilizadas na analise de determinacdo da ancestralidade
genética (africana, européia e nativos americanos).

Foram calculadas as medidas pareadas de desequilibrio de ligacdo e criada
uma representacao grafica. Blocos foram gerados e definidos com base em algoritmo
ja definido, com limites de confianca de 95%, os valores e esquemas de cores
baseados no r2. Os SNPs gque estavam altamente correlacionados com os SNPs de
interesse foram identificados pelo r2 > = limiar de 0,8. Para a reproducdo dessa

avaliacao, utilizamos o software Haploview (BARRETT et al., 2005).

11.4.3.6 Levantamento  Bibliografico: busca por SNPs de
suscetibilidade/associacdo com a HAM/TSP

Foi realizada uma busca na literatura pelos SNPs ja associados com a
manifestacdo da HAM/TSP, através de artigos cientificos ja publicados na plataforma
NCBI, utilizando os seguintes termos booleanos: “SNP AND HTLV-1" e “susceptibility
AND HAM/TSP”; triando estudos publicados até novembro de 2019, que
comprovaram associacdo da variacdo genética com a doenca. Essa selecédo
possibilitou posteriormente uma busca direcionada/guiada, determinando, por

exemplo, a frequéncia dos alelos desses SNPs triados, verificacdo da presenca de
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desequilibrio de ligacéo e possivel associagdo com a HAM/TSP dentro dos dados de

exoma dos individuos investigados.

1.5 RESULTADOS

[11.5.1 Caracterizagcdo da Amostra

A partir dos critérios de exclusao estabelecidos, foi possivel triar cerca de 50
amostras de sangue total de individuos infectados pelo HTLV-1 armazenadas no
biobanco disponivel no CHTLV. No entanto, apenas 48 foram finalmente incluidos no
estudo, pela limitacdo do numero de amostras a serem testadas pelo kit lllumina, na
analise do Exoma. Das 48 amostras submetidas a determinacdo do exoma, duas
foram excluidas por erro de duplicacdo. Sendo assim, 46 amostras seguiram para a
etapa de tratamento e controle de qualidade dos dados (Tabela 13). Essas amostras
foram organizadas em dois grupos: grupo caso, composto por individuos infectados
pelo HTLV-1 com manifestacdo definida da HAM/TSP e pelo grupo controle, composto
por individuo infectados pelo virus, sem HAM/TSP e, chamados aqui de
assintoméaticos. Na tabela abaixo descrevemos as caracteristicas da populacdo de
estudo, com as varidveis sociais disponiveis no cadastro do centro de
acompanhamento desses individuos (CHTLV) e as informacdes laboratorias a cerca
das amostras de sangue total armazenadas no biobanco, vinculadas aos individuos

do estudo, e que foram utilizadas para as analises moleculares.
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Tabela 13 - Caracterizacdo da Populagcdo submetida a determinacdo do exoma.

ID Perfil " . Carga Proviral

Amostras | Clinico EEMED | [ | e (PVL?lOs células)
TSP 01 |HAM/TSP F Pardo 69 55245,49
TSP_02 |HAM/TSP F Pardo 66 52986,86
TSP_03 |HAM/TSP F Pardo 61 38505,86
TSP 04 |HAM/TSP F Negro 55 64597,92
TSP 05 |HAM/TSP F NA 84 44920,85
TSP _06 |HAM/TSP F NA 81 NA
TSP_07 |HAM/TSP F Pardo 60 44223,30
TSP 08 |HAM/TSP F Pardo 63 28867,80
TSP _09 |HAM/TSP F Pardo 63 36652,99
TSP_10 |HAM/TSP F Negro 61 34343,05
TSP_11 |HAM/TSP F Negro 72 29040,82
TSP_12 |HAM/TSP F Pardo 48 34029,92
TSP 13 |HAM/TSP F NA 55 70560,90
TSP_14 |HAM/TSP F NA 90 27909,02
TSP_15 |HAM/TSP F NA 67 42091,02
TSP_16 |HAM/TSP F Negro 63 39314,67
TSP 17 |HAM/TSP F Negro 47 58930,93
TSP_18 |HAM/TSP F Negro 41 59603,02
TSP_19 |HAM/TSP F Pardo 54 29090,79
TSP_20 |HAM/TSP M Negro 65 57092,40
TSP 21 |HAM/TSP F Pardo 54 31039,05
TSP 22 |HAM/TSP F NA 58 NA
TSP _23 |HAM/TSP M Negro 67 42455,02
ASS 24 ASS M Negro 56 30814,74
ASS 25 ASS F Pardo 44 32023,02
ASS 26 ASS F Negro 39 25022,30
ASS 27 ASS F Negro 42 28012,01
ASS 28 ASS M Negro 41 32092,02
ASS 29 ASS F NA 82 62042,01
ASS_30 ASS M NA 57 50232,01
ASS 31 ASS F Negro 61 44021,01
ASS 32 ASS F NA 51 56232,01
ASS 33 ASS M Negro 70 39093,12
ASS 34 ASS M Negro 58 56023,02
ASS 35 ASS F Pardo 55 44023,02
ASS 36 ASS M Pardo 50 30435,93
ASS 37 ASS M NA 54 25024,02
ASS 38 ASS M NA 55 31023,02
ASS 39 ASS F Pardo 50 20023,02
ASS 40 ASS M Branco 57 52042,03
ASS 41 ASS F Pardo 84 45023,20
ASS 42 ASS M NA 60 14240,02
ASS 43 ASS M Branco 61 35040,01
ASS 44 ASS M Pardo 61 23248,98
ASS 45 ASS F Negro 71 NA
ASS 46 ASS F Negro 27 NA

NA (Nao informado), HAM/TSP (Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espéstica

Tropical), ASS (Assintomatico-Nao HAM/TSP), F (Feminino), M (Masculino).
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[11.5.2 Anéalise dos Dados Moleculares do Exoma

[11.5.2.1 Controle de Qualidade
A analise do controle de qualidade dos dados obtidos na determinacdo do

exoma diminuiu em 4 amostras a populagéo a ser estudada: de uma amostragem de

48 individuos infectados pelo HTLV-1 para 44 individuos. Esse corte foi devido ao fato

de que 2 individuos foram excluidos por erro de duplicacédo da amostra e, 2 individuos

foram excluidos pela baixa taxa de genotipagem.

Desse modo, as analises dados moleculares do exoma foram baseadas em 3

conjuntos de dados com SNPs autoss6émicos consensos:

Data set Final (N=44): gerado ap0s a limpeza dos dados e controle de

gualidade sendo entdo composto por 22 individuos ASS e 22 individuos
HAM/TSP;

Data set para Analise de regressdo (N=40): Foram excluidos 4 genomas do
dataset final (ASS_45, ASS_46, TSP_06 e TSP_22), uma vez que esses nao

possuiam dados informativos sobre a carga proviral desses pacientes;

Data set para Avaliacdo da ancestralidade (N=310): criado a partir de um

conjunto de dados mesclado do dataset final, mais um conjunto de dados
referéncia, composto por sequéncias representativas dos trés pilares que
sustentam a ancestralidade da populacédo brasileira: africanos, europeus e
nativos americanos. Este Ultimo grupo populacional foi retirado do dataset final
pois nao foi representado em nossos dados. O dataset referéncia foi originado
do projeto 100 genomas e é composto por 108 genomas africanos, 99 genomas

europeus e 59 genomas nativos americanos.

Na avaliacao geral do controle de qualidade, foi possivel determinas a taxa total

de genotipagem das amostras, sendo esta de 0,997001. Obtivemos uma perda de

35.163 SNPs (~6%) quando comparamos com 0 numero total de SNPs presentes nos

dados antes e depois do controle de qualidade. Sendo assim, foi possivel identificar

515.841 variantes nos 44 individuos incluidos no estudo.
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[11.5.2.2 Estruturacéo da populacao

Para avaliacdo da diversidade da populacdo estudada, os dados foram
submetidos a uma caracterizacdo com base na similaridade genética, para testar a
ocorréncia de estruturacdo de subpopulacfes. Essas estruturacdes séo visiveis entre
individuos da mesma familia. Essas informacgfes precisam ser estudadas uma vez
gue ja foi documentado que a carga proviral do HTLV-1 € de 7 a 16 vezes maior em
pacientes com HAM/TSP do que em individuos ASS, porém em caso de parentes
genéticos com HAM/TSP, a carga proviral é significativamente maior do que em casos
sem histérico familiar (SAITO, 2019), ou seja, o traco familiar pode estar associado ao
desfecho.

Os dados obtidos revelaram a ndo ocorréncia de estruturacdo entre os
individuos, em nenhum dos 8 PCAs testados, independente do grupo de estudo
(Figura 11). Apesar de ndo existir um modelo estatistico para definir quantos PCAs
Sa0 necessarios para cada analise, escolhemos avaliar os 8 primeiros PCAs gerados
porque ja foram suficientes para diferenciar os individuos da amostragem e avaliar a
diversidade da populacdo. Como a variavel analisada nesta matriz foi a informagéo
genética, percebemos que ndo existe estruturacdo de individuos, dentro deste
universo, devido aos seus genotipos. Isso revela que os dados ndo posssuem tracos
familiares que os unam. Desta forma os PCAs nao precisam ser incluidos na anélise

de regresséo logistica.
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Figura 11 - Analise de Componentes Principais da popula¢do de estudo.
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[11.5.2.3 Ancestralidade Genética
Avaliando a origem étnica dos dados vimos que o numero de marcadores

informativos sobre ancestralidade, analisado neste estudo, foi suficiente para detectar

diferencas na propor¢do da miscigenacdo desses individuos em relagdo aos trés

clusters analisados (Tabela 14).
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Tabela 14 - Proporcao dos Trés pilares da Ancestralidade Brasileira
na populacao de estudo.

Identificaco NAT | AFR | EUR Ameesiralie sl
predominante
TSP_01 0.040113|0.569766 | 0.390121 Africana
TSP_12 0.044067 |0.591347 | 0.364587 Africana
TSP_02 0.030352 | 0.586636 | 0.383012 Africana
TSP_13 0.086755|0.402993 | 0.510252 Europeia
TSP_03 0.025896 | 0.562087 | 0.412017 Africana
TSP_04 0.069478|0.506483 | 0.424039 Africana
TSP_15 0.050059 | 0.485821 | 0.464120 Africana
TSP_05 0.009780 | 0.089930 | 0.900290 Europeia
TSP_16 0.0307190.799074 | 0.170206 Africana
TSP_06 0.023742|0.579637 | 0.396621 Africana
TSP_17 0.072927|0.639254 | 0.287819 Africana
TSP_07 0.030507 |0.428970 | 0.540523 Europeia
TSP_18 0.086145|0.404824 | 0.509030 Europeia
TSP_19 0.031169 |0.622574 | 0.346258 Africana
TSP_08 0.132756|0.421052 | 0.446192 Europeia
TSP_20 0.019021 |0.648692 | 0.332288 Africana
TSP_09 0.063888 | 0.685066 | 0.251046 Africana
TSP_21 0.034818|0.365619 | 0.599563 Europeia
TSP_10 0.044397 | 0.618637 | 0.336965 Africana
ASS_24 0.011966 |0.826749 | 0.161285 Africana
TSP_11 0.015002 | 0.709329 | 0.275668 Africana
ASS 25 0.033777|0.434071|0.532152 Europeia
ASS 26 0.069419|0.835215| 0.095366 Africana
ASS_37 0.026637|0.472819 | 0.500544 Europeia
ASS 27 0.055173|0.587619 | 0.357208 Africana
ASS 38 0.017126|0.737513|0.245361 Africana
ASS_28 0.095801 | 0.504555 | 0.399644 Africana
ASS 39 0.056347|0.421266 | 0.522387 Europeia
ASS 29 0.024586 |0.812335|0.163080 Africana
ASS_30 0.045477|0.515374|0.439149 Africana
ASS_41 0.049996 | 0.627222|0.322782 Africana
ASS 31 0.020838 | 0.493640 | 0.485522 Africana
ASS_42 0.015235|0.697597 | 0.287168 Africana
ASS_32 0.080039|0.288330|0.631631 Europeia
ASS 43 0.055698 |0.432390|0.511912 Europeia
ASS 33 0.035088 | 0.658553 | 0.306359 Africana
ASS_44 0.122388|0.541135|0.336477 Africana
ASS 45 0.077084 | 0.560472 | 0.362444 Africana
ASS 34 0.055068 | 0.662865 | 0.282067 Africana
ASS_46 0.019664 |0.503162|0.477174 Africana
ASS_35 0.027037|0.561771|0.411192 Africana
TSP_22 0.009709 |0.343850 | 0.646441 Europeia
ASS_36 0.109784 | 0.331195 | 0.559022 Europeia
TSP_23 0.024575|0.916471 | 0.058954 Africana

NAT (Nativo Americano), EUR (Europeu), AFR (Africano)
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Assim, a determinacdo ancestral dos 44 individuos do estudo revelou uma
proporcionalidade de contribuicdo genética mais marcante para as origens africana e
europeia. Os nativos americanos, por sua vez, contribuiram em menor proporc¢éo. Foi
observado também que marcadores ancestrais africanos se apresentam em maior
propor¢ao na maioria dos individuos do estudo (Tabela 14).

Observando a ancestralidade geral da populacdo deste estudo, foi
demonstrado que 70% dos individuos (31) séo originados predominantemente de
matriz africana e 30% (13 individuos) de origem predominantemente européia (Tabela
14). Nenhum individuo possui ancestralidade definida para nativos americanos, sendo
justificado pela baixa prevaléncia de marcadores genéticos deste grupo na populacéo

estudada.

[11.5.2.4 Genotipagem e Analises Estatisticas

A utilizacdo de um Gréfico Aciclico Direcionado-DAG (Do inglés - Directed
Acyclic Graph) (Figura 12) permitiu realizar uma modelagem causal com o intuito de
reforcar a nogdo de causalidade através da influéncia, associagao e interagdo entre
variaveis e covariaveis (CORTES et al., 2016). Na tentativa de avaliar a associacao
entre genotipo (SNP) e fendtipo (HAM/TSP), nesse estudo, consideramos o genétipo
e o fendtipo como variaveis, e 0s aspectos sociais e laboratoriais como covariaveis
(ancestralidade genética, idade, género, etnia autodeclarada e carga proviral).

Observando os dados do estudo, percebemos uma predominancia de mulheres
no grupo caso. Esse achado corrobora com o que ja foi documentado na literatura em
relacdo a presenca de um namero maior mulheres infectadas pelo HTLV-1 (MOXOTO
et al., 2007). A média de idade dos individuos infectados é de 59 anos (27-89 anos),
sendo que a carga proviral média destes é de 40.432,0291/10° células (Tabela 15).
Vale ressaltar que existe uma desproporcéo entre o numero de homes e mulheres no
grupo caso e no grupo controle, uma vez que essa variavel ndo foi pareada quando a
distribuicdo dos géneros nos grupos.

A covariavel etnia refere-se a forma como os individuos se autodeclaram quanto
a sua ancestralidade e foi obtida a partir do questionario de triagem do Centro de
HTLV (CHTLV). A maioria se referencia como Negro seguido de Pardo e Branco (39%,
34% e 2% de prevaléncia, respectivamente). Contudo como existia uma porcentagem
elevada de individuos que ndo responderam a esta questdo no questionario (25%),

essa covariavel foi desconsiderada nas analises posteriores (Tabela 15).
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Figura 12 - Modelo Tedrico Explicativo de associacdo entre SNPs e a manifestagdo

de HAM/TSP, construido através de Gréfico Aciclico Direcionado (DAG).
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Tabela 15. Andlise Descritiva das Covariaveis nos Grupos Caso e Controle.

_ Controle Caso Percentual Teste
Covariaveis\Variaveis (N=22) (N=22) Geral sem Estatistico
N (%) N (%) informacao
R Masculino 11 (85%) 2 (15%) 13 (29%) )
Género %
Feminino 11 (35%) 20 (65%) 31 (71%) ° X
Idade 59 anos
0,
(Média) > 2  ray P Tiest
Carga proviral 32.058 42273 40.432,03  9,10% Ttest
(Mediana)
Branco 1 (100%) 0 (0%) 1 (2%) 11
Etnia Pardo  6(40%) 9 (60%) 15 (34%) (25%) Fisher test
Negro 9(53%) 8 (47%) 17 (39%)
EUR 0.38 0.41 13 (30%)
Ancestralidade AFR 0.57 0.54 31 (70%) 0% Ttest
NAT 0.05 0.04 0 (0%)

* Em 108 células.

Aspectos ancestrais foram incluidos utilizando os dados de ancestralidade
genética calculada. A maioria dos individuos do estudo possui a ancestralidade

africana como predominante (70% dos casos), seguido da europeia (30%) e nenhum



Capitulo 11 188

caso de ancestralidade nativa americana (Tabela 15). Sobre as referidas covariaveis
nao foi possivel submeter os dados a uma andlise bivariada, pela distribuicdo dos
dados ser insuficiente para alcancar poder estatistico.

No que se refere a genotipagem a frequéncia alélica foi calculada para 515.842
SNPs disponiveis nos dados do exoma dos 44 individuos do estudo. Sendo definida
para 0 mesmo numero de SNPs independente dos grupos, onde foi observado que a
taxa de genotipagem no grupo caso foi de 0.997533. E no grupo controle a frequéncia
alélica foi calculada dentro de uma taxa de genotipagem levemente menor do que no
grupo caso: 0.9964609.

Dentre os 515.842 SNPs identificados, quatro deles se destacaram quanto as
frequéncias alélicas nos grupos caso e controle, e sdo eles: rs2857596 C,
rs7917905_ A, rs1265564 C e rs376863_A (Tabela 16). Nesta avaliacdo, a tabela de
contingéncia que teve como suporte estatitico o Teste Fisher com correcdo de
Lancaster demonstra os quatro SNPs identificados (rs2857596_C, rs7917905 A,
rs1265564 C e rs376863 A) que foram selecionados quando valor de p<0,01 no
critério de FDR (False Discovery Rate) proposto por Benjamini & Hochberg (1995).
Dos quatro SNPs encontrados, dois foram mais fortemente associados a
manifestacdo clinica da HAM/TSP: para o “rs376863” ndo foi possivel identificar uma
regido génica que o contenha, enquanto o SNP “rs1265564” ja foi previamente
caracterizado presente no gene que codifica a proteina CUX-2 e associado a

neurodegeneracao.

Tabela 16 — Descricdo dos SNPs e as frequéncias alélicas que mostraram ser

diferentes entre os grupos caso e controle.

Alelo Frequéncia Alélica|Frequéncia Alélica| Alelo
SNP  |Cromossomo L. o Valor de p
secundario| no grupo Caso |no grupo Controle|Principal
rs 1265564 12 C 0.682 0.090 A 6.30 e-09
rs7917905 10 A 0.000 0.500 C 6.90 e-09
rs 376863 15 A 0.182 0.727 C 2.38 e-07
rs 2857596 6 C 0.401 0.000 A 5.69 e-07

SNP (Single Nucleotide Polimorphism)

Com esses dados foi possivel construir o Manhattan Plott dos valores p de
associacdo do Teste exato de Fisher para as analises de variantes Unica com

MAP=1%. Os cromossomos sao identificados no eixo X e no eixo y, o —log*® do valor
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de p. A linha tracejada representa o limite de significancia de todo o genoma de 5,00
—log10, enquanto a linha azul corresponde ao limite sugestivo de significancia p =
1,00E-05, ap6s a correlagdo de Benjamini & Hochberg para os 515.842 SNPs
presentes nos dados. Variantes acima desta linha sdo consideradas estatisticamente
significantes.

Portanto, também através dessa representacdo € possivel perceber a
associacdo dos quatro SNPs referidos anteriormente como associados a HAM/TSP

(Figura 13).

Figura 13. Identificacdo dos SNPs associados a HAM/TSP

através do Manhattan Plott
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Identificados os SNPs que revelaram associagcdo com o desfecho (HAM/TSP),
submetemos esses dados a uma analise de regressdo multivariada. Esta andlise
permitiu entdo verificar de forma mais fidedigna se gendtipos especificos, mais
precisamente SNPs especificos, possuem correlacdo e influéncia no fendtipo de
estudo e quais possiveis outras variaveis podem interferir nesta relacao, a partir da
frequéncia alélica deles nos dados.
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Como vimos anteriormente, ndo foi possivel associar as covariaveis
incorporadas a este trabalho, com o desfecho da doenca, quando analisadas de forma
individual. A avaliagdo do comportamento delas de forma integrada a modelos de
regressao linear através de uma analise multivariada possibilitaria uma visdo mais
eficiente da influéncia das mesmas com a patologia estudada. Contudo, nossos dados
sdo insuficientes para incorporar todas as covaridaveis disponiveis que poderiam
exercer influéncia na relacéo fenotipo/genotipo como proposto na Figura 12, uma vez
gue o estudo ndo possui poder amostral para inserir tantas variaveis.

E importante falar também que o ndo pareamento no nimero de homens e
mulheres entre 0s grupos, inviabilizou a utilizacdo desta covariavel no modelo final.
Desta forma, o modelo final foi composto pelo genétipo (SNP), fendtipo e
ancestralidade africana.

Desta forma, optamos inicialmente por realizar uma analise bivariada simples,
que correlaciona a variavel “SNP” no grupo caso e no grupo controle. Pelos dados
obtidos, nesta andlise, a apresenca dos SNPs rs7917905 e rs376863 no individuo
poderia conferir fator de protec&o para o desenvolvimento da HAM/TSP, uma vez que
os valores de OR séo inferiores a 1 (0,01 e 0,08, respectivamente). De forma contréria,
0s SNPs rs1265564 e rs2857596 se revelam potenciais fatores de risco para o
desenvolvimento da HAM/TSP, com valores de OR de 21,43 e 59,34, respectivamente
(Tabela 17).

Tabela 17. Analise bivariada e Multivariada dos gendétipos identificados em relacao

aos grupos Caso e Controle.

Anédlise Bivariada Anélise Multivariada
(Modelo nao ajustado) (Modelo ajustado)
SNPs False valor de
Odds ratio Valordep | Discovery | Odds ratio** s .
Rate-BHG
21,43 08 4,12 xd
rs1265564 (6407170 030110 0,00179 (1.81-9.36) 20710
rs7917905 0.01 6,90*10° 0,00179 0,13 0,01
(6,51 x10“-0,19)** ’ (0,03-0,62) ’
0,08 07 0,31 3
rs376863 (0.03—0.23) 2,38*10 0,04096 (0.15-0.63) 1,25*10
59,34 1 07 5,28
rs2857596 (3.43—1026,46)"* 5,69*10 0,0734 (1,18.23,80) 0,03

Total de SNPs testados: 515.841;(**) Odds ratio calculado através da corre¢do de Haldane-Ascombe;
***Regressao logistica de Firth ajustada para ancestralidade; SNP (Single Nucleotide Polimorphism).
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Posteriormente em uma analise multivariada, o modelo foi ajustado apenas
pela ancestralidade dos individuos, por ser uma variavel tradicionalmete utilizadas em
modelos de regressédo (Conceito epidemioldgico) (Tabela 17). Os dados foram
testados para os trés clusters de ancestralidade: africana (AFR), europeia (EU) e
nativa americana (NAT). Contudo, utilizamos no modelo final da regressao logistica
multivariada apenas a ancestralidade africana, por ser a ancestralidade mais
representada nos dados.

Quando avaliamos os quatro SNPs na analise Bivariada (Modelo ndo ajustado)
foi possibel sugerir uma possivel associacdo deles com a HAM/TSP, porém quando
aplicamos o Modelo ajustado por ancestralidade na analise de regressao logistica
multivariada vemos que apenas os SNPs “rs1265564” e “rs376863” se apresentam
associados ao desfecho (Tabela 17). Desta forma, sugere-se que o efeito de
associacao dos outros dois SNPs (rs7917905 e rs2857596) seja decorrente do efeito

genético de ancestralidade.

111.5.2.5 Avaliacdo do desequilibrio de ligacdo dos SNPs
Quando em desequilibrio de ligacdo (DL) os alelos especificos em locais
proximos podem co-ocorrer no mesmo haplétipo com frequéncia maior do que o
esperado por acaso. O DL é importante no mapeamento genético porque € usado na
clonagem posicional para rastrear a variacdo que produziu um sinal de ligacéo e para
estudos de associa¢cao nos quais variantes de doencas podem ser detectadas atraves
da presenca de associagao nas proximidades (WALL & PRITCHARD, 2003).
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Tabela 18 — Avaliagdo do desequilibrio de ligagcdo dos SNPs encontrados em

associacdo com a HAM/TSP.

Populagdo Frequéncia SNPs Média Dados da
SNPs Referéncia Ancestral em DL r? comparacéo
AFR 0.2345 10 0.977 641 SNPs/641 testes
Rs376863 (alelo A) EUR 0.4642 11 0.968 276 SNPs/276 testes
AMR 0.4496 8 0.983 505 SNPs/505 testes
AFR 0.01362 2 0.974 443 SNPs/443 testes
Rs1265564 (alelo C) EUR 0.4314 1 0.968 162 SNPs/162 testes
AMR 0.2161 NA
AFR 0.2126 3 0.974 403 SNPs/403 testes
Rs2857596 (alelo C) EUR 0.2535 5 0.976 256 SNPs/256 testes
AMR 0.1715 5 0.981 418 SNPs/418 testes
AFR 0.1513 20 0.976 421 SNPs/421 testes
Rs7917905 (alelo A) EUR 0.07753 51 0.989 226 SNPs/226 testes
AMR 0.04035 49 0.979 424 SNPs/424 testes

SNP (Single Nucleotide Polimorphism); AFR (Africano), EUR (Europeu), AMR (Populagdo
Miscigenada); NA (Nao Avaliada/encontrada); DL (Desequilibrio de ligagao).

Também observamos que dos quatro SNPs identificados, trés deles sdo mais
comuns em populacdes européias, sendo dois deles os de significAncia estatistica
(Tabela 18). O SNP “rs1265564”, que se apresentou como mais associado ao
desenvolvimento de HAM/TSP nos nossos dados, se apresenta em desequilibrio de
ligacdo com outros trés SNPs. Levando em consideracéo a populacédo africana: para
as populacfes africana e europeia se apresenta em desequilibrio com ele mesmo
(rs1265564) e apenas para populagdo africana para o SNP “rs1265565”, todos
pertencentes ao cromossomo 12. Nao foi encontrado na literatuda associagcao do SNP

“rs1265565” com aspectos fisioldgicos ou patogénicos.

[11.5.2.6 Levantamento Bibliografico: busca por SNPs de
susceptibilidade ou associacdo com a HAM/TSP
A HAM/TSP vem sendo alvo de alguns estudos moleculares quando se trata
da associacao gendtipo/fenétipo de individuos infectados pelo HTLV-1. Seis estudos
triados demonstraram associacédo, correlacao ou interagcdo com o desfecho (Tabela
19). Nove dos onze SNPs relatados possuiam nomenclatura “rs” disponivel, e estes
foram investigados no nosso conjunto de dados do exoma que dispunhamos. Das
nove variagdes pesquisadas apenas os SNPs “rs3138045” e “rs12979860” estao

presentes nos 44 individuos do estudo.
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Tabela 19 — Relacdo dos SNPs, ja descritos na literatura, com associacao a

HAM/TSP.
SNP Regido genbmica Referéncia Outras~
Informacgdes
rs3138053
rs2233406 Regido promotora do gene NFKBIA TALLEDO, 2012
rs3138045
rs12979860 Gene IL-28B VALLINOTO, 2015
rs8099917 Gene IL-28B ASSONE, 2014 Gendtipo GG
Alelo G/174
Ausente Gene IL-6 GADELLA, 2008 Alelo C/634
rs1800682 Gene FAS-670 Alelos A/IG
rs2234767 Gene FAS-1377 VALLIONOTO et al. 2012 Alelos G/A
rs763110 Gene FAS-844 Alelos C/T
rs1051070 Gene FAS-670 ROSADO, 2017 Gendtipo A/A

SNP (Single Nucleotide Polimorphism)

Fazendo uma busca direcionada da frequéncia dos dois SNPs ja

documentados na literatura e que se apresentam nos dados do estudo (rs3138045 e

rs12979860), observamos frequéncias alélicas maiores de ambos SNPs no grupo

caso (Tabela 20). Apesar da evidéncia sobre a maior frequéncia destes SNPs nos

individuos que manifestaram a HAM/TSP, eles ndo aparecem na analise de regressao

logistica realizada, o que poderia ser explicado pelo nimero de individuos avaliados

neste estudo.

Tabela 20 - Frequéncia alélica da analise direcionada por SNPs da literatura.

. a Frequénciano Frequénciano Genoma
ShP REglEE penemien AJEles grupo Caso grupo Controle  referéncia
Regiéo promotora
rs3138045 do gene NFKBIA G/A 0.25 0.2273 GRCh37/hg19
rs12979860 Gene IL-28B CIT 0.4524 0.4091 GRCh37/hg19

SNP (Single Nucleotide Polimorphism)
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[11.6 Discusséao

Doencas infecciosas exercem uma pressao genética seletiva significativa sobre
0 hospedeiro. Desta forma, mutacdes e variagcdes genéticas especificas tém sido
fortemente implicadas por conferir suscetibilidade ou resisténcia a diferentes
patologias e/ou infeccoes (FORNI et al, 2013; KLEBANOV, 2018). Mais
especificamente, estudos gendmicos tém demonstrado fortes associagfes entre
polimorfismos em genes codificantes de moléculas de HLA com susceptibilidade a
doencas infecciosas, reforcando a importancia biolégica das variagbes genémicas
sobre os desfechos clinicos.

Variagbes genéticas associadas a resisténcia a infec¢cbes especificas
frequentemente envolvem moléculas receptoras utilizadas na entrada do virus, co-
receptores ou enzimas modificadoras de receptores. Da mesma forma, polimorfismos
gue levam a super ou subproducdo de citocinas especificas também podem
influenciar a gravidade da doenca viral. Defeitos genéticos em outros aspectos das
respostas imunes celulares inatas e adaptativas a infec¢des virais, como deteccéo do
virus, sinalizacdo em resposta a infeccao, atividade de fatores de restricdo antivirais
ou inicio adequado de respostas de células T, também foram associados com maior
gravidade de inumeras infec¢des virais (KENNEY et al., 2017).

Como ja citado anteriormente, existem alguns SNPs em genes do hospedeiro
ja indicados como possiveis marcadores da HAM/TSP. O SNP “rs3138045”, por
exemplo, esta presente na regido promotora do gene NFKBIA que é responsavel por
codificar o Fator Nuclear kappa beta (NF- kB). Esse promove a expressdo de
citocina/quimiocina e consequentemente a proliferacdo de varios tipos de células
imunes (COTO-SEGURA, 2019). Posadas e cols. (2019), revelaram alta associagcao
de SNPs na regido upstream deste gene a doenca para individuos em Lima, no Peru.
O SNP “rs12979860” por sua vez, esta localizado no gene IL-28B. A interleucina-28B,
pertence a familia de citocinas-interferon A. Estudos revelam que essa citocina inibe
a replicacdo viral (VALLINOTO, 2015). Trevifio e cols. (2012) retratam associacao
entre polimorfismos da IL-28B e o desfecho HAM/TSP. Em contrapartida em uma
analise mais pontual, com a investigagcao do do mesmo SNP “rs12979860”, Vallinoto
e cols. (2015), ndo o associam com a HAM/TSP em individuos no Para.

No entanto, até o momento este é o primeiro plano piloto, de nosso

conhecimento, de rastreamento do genoma do hospedeiro para a busca de SNPs que
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possam estar associados a manifestacdo de doenca. Portanto, sugerimos que essa
estratégia de busca extensiva por marcadores no hospedeiro seja replicada em uma
coorte mais numerosa, uma vez que este tipo de dado molecular pode ser util no
entendimento da HAM/TSP.

Isso porque, estudos de ampla associagdo gendmica requer trés elementos
essenciais: (1) suficientemente grandes amostras de estudo de populacbes que
efetivamente fornecam informacgdes genéticas sobre a questdo de pesquisa, (2) alelos
polimérficos que possam ser genotipados de forma eficiente e cobrir todo o genoma
adequadamente, e (3) métodos analiticos estatisticamente poderosos que possam ser
empregados para identificar as associacfes genéticas de uma forma imparcial
(CANTOR et al., 2010).

Sobre a caracterizacdo da populacdo desse estudo, a ancestralidade
predominantemente Africana dos nossos dados corrobora com o demonstrado pelo
projeto EPIGEN Brasil, onde foi visto o parentesco e a consanguinidade interagindo
em trés populagcdes no Brasil. A regido Nordeste apresenta ascendéncia africana em
50% dos casos, enquanto as regides Sudeste e Sul apresentam ascendéncia européia
superior a 70% (KEHDY, 2015).

Como ja descrito, a populacao brasileira € o produto da mistura pds-colombiana
entre amerindios, colonizadores ou imigrantes europeus e escravos africanos
(SALZANO, 1967; KEHDY, 2015). Sendo assim, os trés clusters utilizados como
referéncia na comparacao sdo os trés principais pilares da ancestralidade que melhor
justificam a origem da populacédo brasileira, segundo o projeto denominado Epigen
Brasil. Além de que esses trés clusters sao muito bem documentados no projeto 1000
genomas.

Sendo assim, é importante observar que simulacdes indicam que o limite de
significancia do genoma amplamente usado de 5 x 1078 para estudos sobre
populacdes europeias, controla adequadamente o numero de SNPs independentes
em todo o genoma, independentemente da densidade de SNPs do estudo
(DUDBRIDGE & GUSNANTO, 2008). No entanto, ao testar populacdes africanas,
limites mais rigorosos s@o necessarios devido a maior diversidade genética entre
esses individuos (MAREES et al, 2018). Deste modo, estudos semelhantes
conduzidos em nossa populacdo devem levar em conta essa maior diversidade
genética e, portanto, construir uma amostra populacional com o devido tamanho para

sofrer as diversas validacdes estatisticas de forma satisfatoria.
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Outra caracteristica marcante observada na populacdo de estudo, foi a
predominancia de mulheres no grupo caso. Esse achado corrobora com os da
literatura, onde Romanelli e cols. (2013) descrevem os dados demograficos de 181
individuos soropositivos para HTLV-1 com definicdo para manifestacao clinica da
HAM/TSP, e associaram esse status a uma maior frequéncia em mulheres
(ROMANELLI et al., 2013), especialmente na faixa etaria entre os 40 e 50 anos de
idade e com provavel infeccéo por via sexual (PINEDA et al., 2019).

Infelizmente ndo conseguimos fazer uma avaliagdo da influéncia das
covariaveis (Idade, género e carga proviral), sobre o desfecho da HAM/TSP, devido a
distribuicdo muito heterogénea dos dados em nossa amostra que foi de conveniéncia.
O ideal para estudos futuros é de fato que a populacdo de estudo ja tenha uma
distribuicdo numérica nos grupos bem representada em relacéo as covariaveis, para
gue os dados possam ser analisados e tenham poder estatistico para conclusdes mais
acertadas e confiaveis.

Devido a nossa limitacdo amostral, decidimos aplicar critérios estatisticos mais
rigidos, como por exemplo, menor significancia do valor de p. Além disso, é sabido
gue trés alternativas sdo amplamente aplicadas para determinar o significado
biol6gico de um genoma, e séo eles: - uso da correcdo de Bonferroni; Benjamini —
Hochberg, através do célculo de Taxa de Falsa Descoberta (FDR); - e, teste de
permutacdo. A correcdo de Bonferroni, que visa controlar a probabilidade de haver
pelo menos um achado falso positivo, calcula o limite do valor p ajustado com a
férmula 0,05/n, (n sendo o numero de SNPs testados). No entanto, como muitos SNPs
sdo correlacionados, devido ao desequilibrio de ligacdo-LD (Do inglés, Linkage
Desequilibrium) e, portanto, por definicdo, ndo sao independentes, este método é
muitas vezes muito conservador e leva a um aumento na proporc¢édo de resultados
falsos negativos (MAREES et al., 2018).

Apesar de nao termos verificado a influéncia dessas covaridveis sobre a
HAM/TSP, nesta populacéo, isso ja € sugerido na literatura (Tabela 21) e, portanto,
merece ser melhor investigada em estudos de associacdo gendmica ampla, como
este estudo piloto, em coortes mais numerosas de individuos infectados, uma vez que
investigacdes como essas podem ser bastante beneficiadas por este tipo de

rastreamento gendmico.
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Tabela 21. Breve levantamento bibliografico sobre os possiveis efeitos das

covariaveis (Idade, género e carga proviral) sobre desenvolvimento da HAM/TSP.

Variaveis Associacdo com fen6tipo e/ou doenga Referéncias
A variavel idade como modificador de efeito (HAM/TSP - Depressao) BOA-SORTE, 2015
Idade - . . .
Média de idade para inicio da HAM/TSP (40-50 anos de vida) GESSAIN, 2012
Relatou a quarta década de vida como inicio da HAM/TSP VALLINOTO, 2019
e Relatou que a HAM/TSP é mais comum em mulheres (p= 0,0139) PINEDA, 2019
énero
Demonstrou que a HAM/TSP acomete 2 mulheres a cada homem VARANDAS, 2018

Carga proviral (CP) em indiduos sintomaticos é mais elevada que em pacientes ASS.

Pacientes com HAM/TSP com CP=5,03 log10 cépias de HTLV-1/10° PBMCs PINEDA, 2019
Carga Forte correlagéo com a gravidade da doenca (HAM/TSP) (p=0,05) DERAKHSHAN, 2019
proviral O gendtipo FAZ-670 esta associado a alta carga proviral em casos de HAM/TSP VALLINOTO, 2012
O genotipo FAZ-670 AA esta associado a alta carga proviral em casos de HAM/TSP ROSADO, 2017

Dos pouco mais de quinhentos mil SNPs testados neste trabalho, apenas 4
deles apresentaram diferenca estatistica na ocorréncia entre 0s grupos caso e
controle e mostraram estar associados com o desfecho. Numa analise mais criteriosa,
ajustando os dados com a ancestralidade, esse efeito apenas permaneceu em dois
dos quatro SNPs.

Interessantemente, um deles 0 rs1265564 esta localizado no gene que codifica
a proteina CUX-2. CUX-2 exerce um importante papel na especificacdo de células
neuronais e por isso, continua a ser expressa em neurbnios pés-mitéticos. CUX-2 e
CUX-1 pertencem a uma classe de proteinas que apresenta em sua estrutura trés
regides altamente semelhantes conhecidas como pontos de corte, 1, 2 e 3 (CUBELOS
etal., 2010; Ll et al., 2010). Recentemente, foi atribuida a CUX-1 a funcao de estimular
a 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 (OGG1), uma enzima que remove 0s residuos
oxidados das purinas do DNA e introduz uma ruptura de fita Gnica, através de sua
atividade apurinica/apirimidinica liase para iniciar o reparo do DNA (RAMDZAN et al.,
2014; RAMDZAN et al., 2015). Posteriormente, foi demonstrado que, in vitro, as
repeticbes de corte de CUX2 aumentaram a ligagdo de OGG1 a 7,8-dihidro-8-
oxoguanina no DNA e estimulou as atividades glicosilase e liase de OGG1. Esses
resultados demonstram que CUX2 funciona como um fator acessorio que estimula o
reparo de dano oxidativo ocorrido no DNA. Os neurdnios de fato produzem um alto
nivel de espécies reativas de oxigénio devido a sua dependéncia da oxidacéo aerdbia
da glicose como sua fonte de energia. As espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas pelo metabolismo celular representam uma grande ameaca a integridade do

DNA. Este acumulo é considerado uma possivel causa para a perda progressiva da
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funcdo dos neurbnios associada ao envelhecimento e, portanto, potencialmente
associa a deficiéncia do reparo da base oxidada, a neurodegeneracao relacionada a
idade. Dessa forma, a expresséao persistente de CUX2 em neurdnios pos-mitoticos
contribui para a manutencéo da integridade do genoma por meio de sua estimulagao
do reparo de danos oxidativos ao DNA (RANJANA et al., 2015).

Portanto, esse SNP pode de fato representar um marcador importante para a
manifestacdo da HAM/TSP, que também é caracterizada por uma sindrome cujos
sinais clinicos estdo associados a neurodegeneracao.

Um substancial nimero de estudos de ampla associagcdo genémica indicam,
recentemente que, para a maioria dos disturbios, apenas algumas variantes comuns
estdo implicadas e os SNPs associados explicam apenas uma pequena fracdo do
risco genético. Assim, a maioria dos SNPs associados estdo em desequilibrio de
ligacdo com variantes predisponentes que aumentam a doenc¢a dos portadores riscos
entre 10% e 30% sobre o risco em nao portadores (CANTOR et al., 2010).

Estudos de ampla associacdo gendmica sdo baseados no principio do
desequilibrio de ligacdo (LD) ao nivel da populagcéo. Desequilibrio de ligacdo é a
associacdo nao aleatéria entre alelos em diferentes loci e € criado por forcas
evolutivas, como mutacao, deriva e selegcdo. Quanto maior o tamanho (efetivo) da
populacdo, mais fraco o LD para uma determinada distancia (VISSCHER et al., 2012).

Em nossos resultados os quatro SNPs identificados mostraram-se em
desequilibrio de ligacdo com outros SNPs, cujas fun¢des bioldgicas precisardo ser
melhor investigados para esclarecer o significado real desse desequilibrio.
Preliminarmente, detectamos que 0os SNPs ja descritos na literatura e buscados em
nossa coorte ndo estao entre tais referidos SNPs citados na analise de desquilibrio de

ligagéo.
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IV. CONCLUSAO

A realizacao desse trabalho nos permitiu concluir ndo haver um perfil de
apresentacao de epitopos que esteja associado ao status clinico do hospedeiro,
uma vez que houve grande semelhancga quanto aos alelos de HLA utilizados e
guanto a posicao dos epitopos apresentados entre os “alelos protéicos”. No
entanto, foi possivel identificar variacdes moleculares importantes na predicéo
dos epitopos especialmente nos genomas de individuos com alguma
sintomatologia: ATLL e HAM/TSP. Tais observacdes dizem respeito a frequéncia
de apresentacdo dos epitopos e a afinidade de ligacdo dos mesmos as
moléculas de HLA. Por isso, sugerimos que outras estratégias de investigacao
in silico e in vitro sejam desenhadas para verificar se estas mudancas na
apresentacao de epitopos lineares pode ter repercussdes funcionais e contribuir
com o desfecho clinico.

Quanto a investigacdo do exoma do hospedeiro, foi possivel identificar
guatro SNPs associados com a HAM/TSP, sendo dois deles com associacéo
mais forte. Para um deles, 0 rs376863, n&o identificamos que ele esteja presente
em regido génica. No entanto, o SNP rs1265564, ja foi caracterizado como SNP
do gene que codifica para a proteina CUX-2 que esta associada ao reparo de
DNA oxidado por acdo das espécies reativas do oxigénio produzidas nos
neurdnios, levando estas células a neurodegeneracao. Os quatro SNPs iniciais
mostram estar em desequilibrio de ligagdo com outros SNPs, nenhum deles dos
ja descritos na literatura e citados neste trabalho. Por isso, sugerimos uma busca
mais minuciosa dos SNPs indicados neste trabalho, bem como a associacao de
marcadores moleculares do hospedeiro com marcadores virais, como forma de
entender o processo de infecgdo e manifestacédo de doenca como resultado de

uma integracdo complexa e bem sucedida.
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ANEXO |
Alelos de HLA classe | testados na predicao de epitopos
HLA* A
HLA-A*01:01 HLA-A*23:01 HLA-A*32:01
HLA-A*02:01 HLA-A*24:02 HLA-A*33:01
HLA-A*02:03 HLA-A*26:01 HLA-A*68:01
HLA-A*02:06 HLA-A*30:01 HLA-A*68:02
HLA-A*03:01 HLA-A*30:02
HLA-A*11:01 HLA-A*31:01
N
HLA* B
HLA-B*07:02 HLA-B*44:02 HLA-B*58:01
HLA-B*08:01 HLA-B*44.03
HLA-B*15:01 HLA-B*51:01
HLA-B*35:01 HLA-B*53:01
HLA-B*40:01 HLA-B*57:01
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ANEXO I
Descricao dos 10 alelos de HLA mais frequentes entre os “alelos protéicos” de cada proteina viral.
8p46
"Alelo . Alelos de HLA
Protéico"” Perfil Clinico
B*53:01|A*32:01|B*58:01|B*07:02|B*35:01|A*23:01 |A*24:02|A*30:02|B*57:01|B*51:01 |A*02:01
ASS-FHAM/TSP-
Selvagem
sHAM/TSP-ATLL
1 ASS
2 ASS
3 ASS
4 ASS
5 ATLL
6 ATLL
7 SHAM/TSP
8 SHAM/TSP
9 SHAM/TSP
10 SHAM/TSP
11 sSHAM/TSP
12 SHAM/TSP
13 fHAM/TSP
fHAM/TSP-
14
sHAM/TSP-ATLL
15  |[fHAM/TSP-sHAM/TSP
16 fHAM/TSP
17 ASS
18 SHAM/TSP
19 SHAM/TSP
20 fHAM/TSP
21 ATLL
22 ATLL
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gp21
Alelo _ . Alelos de HLA
Protéico Perfil Clinico
A*32:01 [A*02:03 |A*02:06 |A*68:02 |B*08:01 |B*15:01 |A*30:01 |A*02:01|B*07:02 (B*58:01 |A*11:01|A*31:01 [A*03:01|B*57:01 |A*68:01 |A*33:01
Selvagem ASS-fHAM/TSP-
SHAM/TSP-ATLL

1 ASS

2 ASS

3 sHAM/TSP

4 sHAM/TSP

5 ATLL

6 ATLL
o (ﬁ';':o Perfil Clinico Alelos de HLA

A*32:01|A*23:01 |A*24:02 |B*53:01 |B*07:02 |B*35:01 |B*58:01 (B*57:01 ({B*51:01 [B*15:01 |A*02:06
ASS-fHAM/TSP-

Selvagem | SHAM/TSP-ATLL

1 fHAM/TSP

2 sHAM/TSP

3 sHAM/TSP

4 sHAM/TSP

5 sHAM/TSP

6 ATLL

7 ATLL

8 ATLL

9 ATLL

10 ASS

11 ASS

12 ATLL
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HBZ
ot | Peril Clinico Alelos de HLA
B*44:02 [B*44:03 [B*40:01 [A*02:06]A*30:01]A*68:01 [A*26:01 [A*03:01 |A*02:01 [A*68:02 [A*31:01 [A*33:01 [B*08:01 [A*32:01
ASS-fHAM/TSP
Selvagem | g am/TSP-ATLL
fHAM/TSP
1 |SHAM/TSP-ATLL
2 fHAM/TSP
3 fHAM/TSP
4 SHAM/TSP
5 SHAM/TSP
6 SHAM/TSP
7 SHAM/TSP
8 SHAM/TSP
9 SHAM/TSP
10 SHAM/TSP
11 SHAM/TSP
12 SHAM/TSP
13 ATLL
14 ATLL
15 ATLL
16 ASS
17 ASS
18 ASS
19 SHAM/TSP




pl2

Alelos de HLA

"AI,E?IO N Perfil Clinico
Protéico
ASS-fHAM/TSP-
Selvagem | o AMTSP-ATLL
1 fHAM/TSP
2 fHAM/TSP
3 fHAM/TSP
4 ASS
5 SHAM/TSP
6 SHAM/TSP
7 SHAM/TSP
8 SHAM/TSP
9 SHAM/TSP
10 SHAM/TSP
11 ATLL
12 ATLL
13 ATLL
14 ASS

1° Alelo

ES

frequente

B*07:02 |B*53:01 |A*02:01]A*32:01 |A*23:01A*02:03 A*24:02 |B*35:01 |A*02:06 |B*58:01 |B*57:01

B*51:01

3° Alelo 4° Alelo 5° Alelo 9° Alelo
mais mais mais mais

frequente | frequente | frequente frequente
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Alelo
ausente
entre
0s 10




