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RESUMO
Giovanna Perez Mello Santos

ESTUDO DE POSSIVEIS BIOMARCADORES INFLAMATORIOS NO PLASMA DE
INDIVIDUOS VIVENDO COM HTLV-1

Orientadora: Juliana Echevarria Lima

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) estabelece uma infeccao
persistente em humanos e é capaz de promover o aparecimento de quadros graves em pacientes,
como a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e doencas inflamatdrias ndo-
neoplésicas como a mielopatia associada a infeccéo pelo HTLV-1/paraparesia espastica tropical
(MAH/PET). A MAH/PET é uma doenca desmielinizante de progressao lenta, negligenciada e
socialmente devastadora. Cerca de 8% dos pacientes apresentam rapido declinio do quadro
neuroldgico, que leva a fraqueza espastica de membros inferiores. O tratamento para essas
condigdes graves induzidas pelo virus ainda é limitado, o que afeta desfavoravelmente o
prognostico dos pacientes. O desenvolvimento de lesdo neurolégica promove o aumento dos
niveis de mediadores inflamatérios como IFN-gama, TNF-alfa, GM-CSF e IL-1-beta, além de
guimiocinas como CXCL9 e CXCL10, que podem ser detectados no liquor de pacientes com
MAH/PET. A fim de melhorar o entendimento do surgimento e progressdo da doenca
neuroldgica, nos propomos a estudar alteragdes em componentes do plasma de individuos
portadores de MAH/PET e assintomaticos (ACs), através da avaliacdo dos niveis de proteinas
totais, D-aminoacido oxidase (DAO), interleucina 6 (IL-6), CXCL10, metaloproteinase-2
(MMP-2), atividade de lactato desidrogenase (LDH) e nitrito em amostras de individuos
vivendo com HTLV-1 (ACs e MAH/PET) e ndo infectados. No plasma de individuos vivendo
com HTLV-1, ACs e MAH/PET, foram encontrados niveis mais altos de CXCL10 comparados
aos niveis encontrados em individuos ndo infectados. Embora os niveis de DAO sejam
semelhantes entre os individuos vivendo com HTLV-1 AC e MAH/PET, foi encontrada uma
correlacdo negativa entre estes niveis e de CXCL10. Por outro lado, foram detectados niveis
mais baixos de atividade LDH nos individuos vivendo com HTLV-1, ACs e MAH/PET.
Também foram identificadas diferencas nas concentragdes de nitrito no plasma, com niveis
mais elevados sendo encontrados em pacientes vivendo com HTLV-1 ACs, quando em
comparacdo aos portadores de MAH/PET. Os niveis de MMP2 e nitrito se correlacionam
negativamente com o grau de incapacidade motora dos pacientes, sugerindo uma possivel
associagdo com o tempo do dano neurolégico. Acreditamos que este estudo possa contribuir
para o entendimento de alteragdes proteicas apresentadas no plasma de individuos MAH/PET
e suas possiveis correlagdes com o desenvolvimento e avanco da doenca neuroldgica.

Palavras-chave: HTLV-1, MAH/PET, plasma, progressao, mediadores inflamatorios
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ABSTRACT
Giovanna Perez Mello Santos

STUDY OF POSSIBLE INFLAMMATORY BIOMARKERS IN PLASMA SAMPLES
OF INDIVIDUALS LIVING WITH HTLV-1

Orientador: Juliana Echevarria Lima

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

The human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) establishes a persistent infection in humans,
and is capable of promoting the emergence of severe conditions in patients, such as adult T cell
leukemia/lymphoma (ATLL), and non-neoplastic inflammatory diseases, such as HTLV-1
associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). HAM/TSP is a neglected and
socially devastating, demyelinating disease with slow progression. About 8% of patients show
quick decline in neurological condition, which leads to spastic weakness of lower limbs.
Treatment for these severe conditions caused by the virus is still limited, affecting patient
prognosis unfavorably. Development of neurological lesion promotes increase in levels of
inflammatory mediators such as IFN-gamma, TNF-alpha, GM-CSF and IL-1-beta, along with
chemokines such as CXCL9 and CXCL10, which can be detected in cerebrospinal fluid of
patients with HAM/TSP. We aimed to contribute to the further understanding of neurological
disease onset and progression on HTLV-1 patients by studying alterations in specific plasma
components of individuals with HAM/TSP and asymptomatic carries (ACs), by evaluating total
protein levels, D-amino acid oxidase (DAO), interleukin 6 (IL-6), CXCL10, matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2), nitrate and lactate dehydrogenase (LDH) activity in plasma
samples of individuals living with HLTV-1 (ACs and HAM/TSP) and uninfected controls. In
plasma from individuals living with HTLV-1 (ACs and HAM/TSP), higher levels of CXCL10
were found, when compared to those found in uninfected controls. Although DAO levels were
similar between patients with HTLV-1, a negative correlation was found between these and
CXCL10 levels. On the other hand, lower levels of LDH activity were detected in individuals
living with HTLV-1, ACs and HAM/TSP. Differences in plasma nitrite concentrations were
also identified, with higher levels being found in asymptomatic HTLV-1 patients, when in
comparison to HAM/TSP patients. MMP-2 and nitrite levels are negatively correlated with the
degree of motor disability of the patients, suggesting a possible association with the duration of
neurological damage. We believe that this study may contribute to the understanding of protein
alterations presented in the plasma of HAM/TSP patients and their possible correlations with
the development and progress of neurological disease.

Key-words: HTLV-1, HAM/TSP, plasma, progression, inflammatory mediators
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Giovanna Perez Mello Santos

ESTUDO DE POSSIVEIS BIOMARCADORES INFLAMATORIOS NO PLASMA DE
INDIVIDUOS VIVENDO COM HTLV-1

Orientador: Juliana Echevarria Lima

Resumo em linguagem leiga da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

O virus linfotrépico de células T humano do tipo 1 (HTLV-1) estabelece uma infeccao
persistente em humanos e é capaz de promover o aparecimento de quadros graves em pacientes,
como a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e doencas inflamatérias como a
mielopatia associada a infeccdo pelo HTLV-1/paraparesia espastica tropical (MAH/PET). A
MAH/PET é uma doenca de progressao lenta negligenciada socialmente devastadora, causando,
entre outros quadros, fraqueza nos membros inferiores. O tratamento para essas condi¢fes
graves induzidas pelo virus ainda é limitado, o que afeta desfavoravelmente a qualidade de vida
dos pacientes. O desenvolvimento de MAH/PET promove o aumento de substancias que podem
ser detectadas no liquor e no plasma desses individuos. A fim de melhorar o entendimento do
surgimento e progressao da doencga neuroldgica, nos propomos a estudar alteracbes em
componentes do plasma de individuos portadores de MAH/PET e individuos vivendo de
HTLV-1 que ndo apresentam quadro aparente de doenca. Foram constatadas alteracGes
significativas nos niveis de alguns componentes com papel importante em processos
inflamatorios, sugerindo relacdo dessas moléculas com mecanismos da doenca, e possibilidade
de utilizagdo como indicadores do desenvolvimento de MAH/PET.
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1. INTRODUCAO

1.1. HTLV-1

Em 1977, 16 casos de leucemia de celulas T com caracteristicas em comum, como
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e ndcleo em forma de flor, levantaram duivida sobre a
origem desse quadro. 13 dos 16 pacientes estudados haviam nascido na mesma regiéo do Japao
(Uchiyama et al., 1977). Ao final da década de 1970, ap0s o estudo de uma amostra de células
de um paciente portador de linfoma cutaneo de células T, o pesquisador norte-americano Robert
C. Gallo e sua equipe isolaram e identificaram o primeiro retrovirus humano com capacidade
de causar cancer, que foi denominado HTLV-1 (Human cutaneous T-cell lymphoma virus, ou
virus de linfoma cuténeo de células T humano) (Poiesz et al., 1980). Apo6s a identificagdo do
HTLV-1, foi constatado que o virus era o agente etioldgico observado nos casos dos pacientes
japoneses em 1977 (Gallo, 2005). Essa descoberta se tornou marco inicial no estudo de
retrovirus humanos, e também foi importante para solidificar o conceito de oncogénese viral.
Posteriormente, em 1981, o grupo do Dr. Gallo isolou um virus semelhante que foi denominado
HTLV-2, a partir de células de um paciente com leucemia de células pilosas. Em 1985, apos a
identificacdo da presenca de anticorpos especificos para o virus de linfoma cutaneo de células
T humano em pacientes portadores de paraparesia espastica tropical, o virus passou a ser
chamado de Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1, virus linfotropico de células
T humano do tipo I), nome utilizado até hoje (Gallo, 2005). Mais recentemente, também foram
isolados HTLV-3 e HTLV-4, em 2005, a partir de individuos na Africa (Mahieux e Gessain,
2011).

Atualmente, ha pouco conhecimento sobre a real prevaléncia e distribuicdo global do
virus, principalmente em areas muito populosas da Asia e Africa. Em todo o mundo, estima-se
que existam entre 5 a 10 milhdes de pessoas infectadas por HTLV-1 (Gessain e Cassar, 2012).
Esses dados atualizados foram baseados apenas na quantidade de 1,5 bilhGes de individuos
originarios de areas endémicas com dados epidemiologicos confidveis disponiveis, o0 que
excluiu areas altamente populosas como China, Iindia e o Leste da Africa. Assim, o niimero real
de individuos infectados por HTLV-1 tem alta probabilidade de ser maior que o estimado
(Gessain e Cassar, 2012). Estudos epidemiol6gicos apontam que 0 maior nimero de casos esta
concentrado na Africa, Japdo, Caribe e América do Sul. O Japo e o continente Africano sdo
consideradas as duas regides com maior numero de individuos infectados, seguidas da América

do Sul, considerada foco importante de doencas associadas ao HTLV-1. No Brasil, sdo



estimados 800 mil individuos infectados por HTLV-1, sendo considerado um dos paises com o

maior numero absoluto de casos (Rosadas et al., 2020).

O HTLV-1 é um virus pertencente ao género Deltaretrovirus, com uma particula viral
esférica e envelopada (Figura 1), medindo entre 100 e 140 nm de diametro. As glicoproteinas
gp21 e gp46 estdo localizadas no envelope viral e sdo importantes para a ligacdo do virus ao
receptor da célula e para a fuséo do envelope com a membrana da célula. O capsideo proteico,
formado pelas proteinas p15, p19 e p24, contém o genoma viral, que apresenta duas copias de
RNA de fita simples de polaridade positiva (ligado em um RNA transportador para sinalizar a
sintese de DNA), protease, transcriptase reversa, integrase e RNAse H (Poiesz et al., 1980,
1981; Gallo, 2005; Brites et al., 2021). O virus estabelece uma infeccdo persistente em

humanos.
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos componentes morfologicos de HTLV-1/2 (Brites et
al., 2021).

Além de possuir genes estruturais comuns a outros retrovirus, como gag, que codifica
as proteinas p19, p24 e p15; pol, que codifica a transcriptase reversa, RNase H e integrase; pro,
que codifica a protease viral; e env, que codifica as glicoproteinas da membrana lipidica externa;
0 HTLV-1 também possui uma regido denominada pX, posicionada entre env e a extremidade
3’ LTR, que codifica 4 sequéncias de leitura aberta (open reading frames, ORF). Os mRNA
transcritos a partir da regido pX codificam proteinas reguladoras (Tax e Rex) e acessorias
(p12/p8, p13, p21 e p30), assim como a proteina HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper). Essas

proteinas, em especial Tax, Rex e HBZ, tém, entre outras funcdes, papel na replicacdo e



proliferacdo viral e na imortalizacdo de células infectadas (Zhao e Matsuoka, 2012; Fuzii et al.,
2014; Gross e Thoma-Kress, 2016).

A infeccdo de uma nova célula ocorre pela ligacdo de receptor Glut-1 em associacéo a
neuropilina-1 ou heparan sulfato com a proteina de superficie viral gp46/gp21, promovendo
fusdo e a entrada na célula. Em seguida, o material genético viral sofre a transcri¢do reversa
(através da enzima viral transcriptase reversa), sendo transcrito em DNA de fita dupla que pode

se integrar ao genoma celular apds migrar para o nacleo (Martin et al., 2016).

As principais células infectadas pelo virus sdo linfécitos T CD4", mas também foi
relatada presenca do virus em células dendriticas, linfocitos B e mondcitos de individuos
infectados (Cook et al., 2013; Gross e Thoma-Kress, 2016; Nascimento et al., 2011). Em
linfécitos T, foi vista uma alteracdo na forma das células infectadas, que se tornam maiores e
irregulares (Bangham et al., 2015) (Figura 2). A persisténcia e propagacao da infec¢cdo ocorre,
principalmente, pela multiplicagdo exacerbada das células infectadas, por divisdo mitdtica e
proliferacdo clonal. Assim, associado a infeccdo de novas células pelo contato célula-célula,

mantém-se uma alta a carga pro-viral (Gross e Thoma-Kress, 2016).
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Figura 2 — Integracdo do HTLV-1 ao genoma da célula infectada e transmissao. Na celula

infectada, o pro-virus ja integrado ao genoma do hospedeiro é transcrito em RNA, que por sua



vez é traduzido para formar as proteinas estruturais e regulatdrias do virus. Além disso, a
infeccdo leva a ativacdo celular com inducdo da expressdo de moléculas de adesdo em sua
superficie. Esse efeito favorece a transmissdo do virus, que, geralmente, ocorre através do

contato célula a célula (Bangham et al., 2015).

1.2. Transmissao entre individuos e diagnostico

A transmissdo do HTLV-1 ocorre por via horizontal, por relagfes sexuais ou contato
invasivo com sangue de individuos infectados (materiais contaminados, transfusdo sanguinea
ou transplante de 6rgdos) ou vertical, de mae para filho por via intrauterina, durante o parto ou
através da amamentacdo, sendo essa mais comum em regides endémicas (Percher et al., 2016;
Rosadas et al., 2018).

E entendido que a amamentagdo prolongada, por meio da qual s&o transferidas células
infectadas de mae para filho, tem como risco a infeccdo da crianca pelo HTLV-1. Estudos
demonstraram relacdo direta entre o tempo de amamentacéo e o risco de infec¢do por HTLV-1
em bebés de maes portadoras do virus. Ainda que sejam necessarios maiores estudos sobre 0s
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da infecgdo a partir do leite materno quanto dos
mecanismos envolvidos no agravamento do quadro, € vista uma relacdo entre a infec¢do durante
a infancia e o desenvolvimento de quadros graves associados a infeccdo por HTLV-1 em

pacientes (Rosadas et al., 2018).

Um estudo realizado em novembro de 2018 estimou que dos aproximados 800,000
individuos infectados por HTLV-1 no Brasil, 3.024 novos casos ocorreriam devido a
transmissdo vertical, em maior parte por meio da amamentacdo (evitdvel através de
amamentacdo alternativa), com uma parcela menor dos casos atribuida a infec¢do durante o

parto (ndo evitavel) (Rosadas et al., 2018).

Como é feito para o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) e outros virus,
a testagem para o HTLV-1 é realizada em bancos de sangue no pais desde 1993. Porém,
diferentemente de como ocorre com HIV-1 e uma diversidade de outros microrganismos
patogénicos, ndo é obrigatorio o diagndstico para HTLV-1 durante o pré-natal no Sistema Unico

de Saude (SUS), o que amplia o risco da transmissao vertical do virus no Brasil.



O diagndstico do HTLV-1 é feito em duas etapas: triagem, onde sdo utilizados testes
soroldgicos como ELISA para detectar a presenca de anticorpos anti-HTLV em amostras do
individuo, e confirmacéo, para qual normalmente ¢é utilizado Western Blot (Verdonck et al.,
2007). Um exemplo de teste confirmatorio de HTLV-1 por Western Blot pode ser observado

na figura 3.
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Figura 3 — Confirmacéao soroldgica de HTLV-1 por Western Blot. (1) Controle HTLV-1
positivo; (2) Controle HTLV-2 positivo; (3) Controle HTLV-1/2 negativo; (4-6) Amostras de
plasma demonstrando alta reatividade a GD21, p19, p24, p26, p28, p32, p36 e rgp46-1 (MTA-
1, peptideo sintético especifico para HTLV-1) (Cassar et al., 2017).

Devido a associacdo da infecgdo por HTLV-1 ao desenvolvimento de comorbidades
graves como a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e a mielopatia associada ao
HTLV/paraparesia espastica tropical (MAH/PET), sdo utilizados métodos para diagndstico do
estagio e risco de agravamento dessas doencas, normalmente por meio do estudo da carga pro-
viral ou nivel de proteinas especificas no liquido cefalorraquidiano. Novos estudos estdo sendo

realizados, visando tornar esse diagnostico mais simples e eficaz, ao serem utilizadas amostras



de plasma de individuos infectados por HTLV-1 e portadores de ATLL ou MAH/PET para
identificar novos marcadores para prever o risco da doenca (Valentin et al., 2001; Higuchi et
al., 2005; Kirk et al., 2011; Ishihara et al., 2015; Guerrero et al., 2020).

1.3. Doencas associadas a infeccéo pelo HTLV-1

A identificacdo do HTLV-1 marcou a descoberta da primeira e unica causa viral
conhecida para a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL). A infeccdo por HTLV-1
estd também associada ao desenvolvimento de doencas inflamatdrias ndo-neoplésicas
neurodegenerativas, em especial a mielopatia associada ao HTLV/paraparesia espastica tropical
(MAH/PET) (Watanabe, 1997). Essas doencas, que apresentam alta morbidade e mortalidade,
tém tratamento ainda limitado, o que afeta desfavoravelmente o progndstico dos pacientes
(Bangham et al., 2015; Ishihara et al., 2015; Pasquier et al., 2018). Além disso, entre as outras
doencas inflamatorias associadas a infeccdo por HTLV-1 estdo a uveite e dermatite infecciosa.
A maioria dos individuos vivendo com o HTLV-1 permanece como portadores assintomaticos
durante toda ou grande parte da vida (Watanabe, 1997; Bangham, 2000; Cook et al., 2013). No
entanto, se sugere que a infeccdo pelo HTLV-1 esteja associada a um aumento da
susceptibilidade a infec¢des respiratorias, como tuberculose, ISTs, como sifilis, e hepatite C.

Os mecanismos exatos pelos gquais o virus promove o desenvolvimento dessas doencas
ndo sdo completamente conhecidos, e também ndo se sabe por que essas doencas podem
apresentar um longo periodo de laténcia. Aqui, serdo discutidas algumas caracteristicas
conhecidas da MAH/PET.

MAH/PET, a mais comum manifestacdo neuroldgica associada ao HTLV-1, é uma
mielopatia cronica lentamente progressiva, provocando, entre outras condicdes, fraqueza
espéastica de membros inferiores, que se agrava conforme ha a evolugdo da doenca. No inicio
do processo de doenca, as leptomeninges, vasos sanguineos e parénquima da medula espinal
sdo infiltrados com linfocitos T CD4" CD8", linfdcitos B e macréfagos infectados por HTLV-
1, iniciando o processo inflamatorio no sistema nervoso central que resulta em lesbes
(Watanabe, 1997; Cook et al., 2013). Mais tarde, ha uma predominancia de linfocitos T
citotoxicos CD8", cuja atividade (liberagdo de citocinas inflamat6rias e citotoxicidade)

promove a degeneracdo axonal e desmielinizacdo (Fuzii et al., 2014). As lesdes causam



disturbios motores, parestesia e neuropatias, disturbios na bexiga e esfincter intestinal, e
disfuncéo eretil (Araujo e Silva, 2006; Izumo, 2010; Poetker et al., 2011).
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Figura 4 — Mecanismo sugerido de dano tecidual em MAH/PET. A expressao da proteina
viral Tax ativa as células T infectadas, que atravessam a barreira hematoencefalica e adentram
0 sistema nervoso central. IFNy secretado pelas células T infectadas estimula astrocitos a
secretarem CXCL10, que recruta mais células T que expressam o receptor CXCRS3,
estabelecendo um foco de inflamacdo, que se auto propaga. Células T CD4 infectadas estdo
representadas em amarelo, e as ndo infectadas, em verde. As células T infectadas expressando
Tax, tornam-se CCR4-positivas, receptor da quimiocina CCL22, e mais resistentes a morte
(Bangham et al., 2015).

1.4. Mediadores inflamatérios e a MAH/PET

E importante ressaltar que é sugerido que o desenvolvimento de lesdo neuroldgica
promova o aumento dos niveis de mediadores inflamatorios como IFNy, TNFa, GM-CSF e IL-
1B (Tattermusch e Bangham, 2012). A presenca de células ativadas e a liberagédo de citocinas

promove a ativacao da microglia e a injuria neuronal. Alguns desses mediadores podem ser



detectados no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com MAH/PET, como por
exemplo, IFNy e IL-6 (Nishimoto et al., 1990; Kuroda & Matsui, 1993; Nakamura et al., 1993;
Umehara et al., 1994), metaloproteinase 9 (MMP-9; Giraudon et al., 1997), as quimiocinas
CXCL9 e CXCL10, e neopterina (Sato et al., 2013). A fim de elucidar a importancia de estudos
que correlacionam niveis de mediadores inflamatorios no plasma ou LCR a presenca ou
desenvolvimento de doencas relacionadas a infeccdo pelo HTLV-1, aqui serdo citadas analises
de diversas moléculas que ja tiveram essa relacao descrita.

Kirk e colaboradores (2011) demonstraram, atraves de analise protebmica do plasma de
pacientes portadores da MAH/PET, niveis elevados de f2-microglobulina e Calgranulina B
quando comparado aos niveis encontrados no plasma de individuos assintométicos (ACs) ou
néo infectados. Esses achados se correlacionaram positivamente com a gravidade apresentada
pelos pacientes.

A Calgranulina B, também conhecida como S100A9 ou MRP14 (myeloid-related
protein 14), é expressa, principalmente, em neutrdfilos e em mondcitos ap6s a ativacdo da
proteina quinase C. Em conjunto a Calgranulina A ela pode formar um heterodimero chamado
Calprotectina, que tem papel central na sinalizacdo de ions célcio durante a inflamacdo. O
contato com endotélio ativado induz a secrecdo de Calgranulina B por mondcitos, enquanto que
0 contato com endotélio em estado de repouso suprime essa secre¢do. A concentracdo de
Calgranulina B no soro estd correlacionada com atividade de doenca em condicBes
inflamatdrias como artrite reumatdide (Odink et al., 1987), doenca inflamatdria intestinal

(Rugtveit et al., 1994) e inflamacao cronica das vias aéreas (Roth et al., 1992).

Estudos imunohistoquimicos prévios mostraram que a deteccdo de Calgranulina B
indicaria atividade inflamatoria ativa inicial das lesbes em MAH/PET. Para Kirk e
colaboradores (2011), os mondcitos séo ativados por contato com endotélio em pacientes com
MAH/PET e seriam 0s responsaveis pelo aumento nos niveis da Calgranulina B no soro, sendo
proposto o uso da proteina como biomarcador para a doencga (Kirk et al., 2011). Em individuos
com esclerose multipla, a Calgranulina B é expressa em macrofagos em les@es ativas iniciais,
mas nao lesOes ativas tardias ou inativas (Abe et al., 1999). Observou-se, a partir da analise de
amostras de tecido de pacientes com MAH/PET, que a expressdo de Calgranulina B so ocorria
em lesdes inflamatdrias crbnicas ativas (com lesbes do parénquima com mudancgas
inflamatdrias e degenerativas marcantes em ambos funiculos laterais) de pacientes com a
doenga por um curto periodo (2,5 anos), estando quase ou completamente ausente em lesfes

crénicas inativas (com degeneracdo uniforme de ambos funiculos laterais, e algumas células



inflamatorias nos espagos subaracndideo e perivascular) de pacientes com a doenca tardia (8 a
20 anos) (Abe et al., 1999). Além disso, a expressdo da Calgranulina B foi encontrada em
macrofagos e células microgliais das regides toracica e lombar da medula espinhal de pacientes
com MAH/PET (Abe et al., 1999).

Outra proteina alterada em individuos com MAH/PET, a B2-microglobulina (B2M), foi
isolada primeiramente a partir da urina de pacientes com faléncia renal. Trata-se de uma
proteina de baixo peso molecular (11.800 Da) encontrada na membrana plasmatica da maior
parte de células nucleadas, sendo componente invaridvel da cadeia leve do sistema de antigenos
leucocitarios humanos classe 1 (HLA-1) (Peterson et al., 1972; Poulik et al., 1979). A B2M ¢
ligada ndo-covalentemente a cadeia pesada de HLA, e é essencial para sua especificidade
soroldgica. Sob circunstancias normais de filtracdo renal, niveis elevados de B2M sérica
indicam alta producao ou liberacdo de B2M. A ativacdo do sistema imune leva a liberacdo de
B2M a circulacdo por linfocitos T e B, e a proteina € mais tarde eliminada por filtracdo
glomerular e reabsorc¢éo tubular (Schardijn e van Eps, 1987). Por estar presente na maior parte
das células nucleadas e ser quase totalmente absorvida e catabolizada pelo tabulo proximal, a

B2M serve como indicador de ativacdo imune e fungédo do tabulo proximal (Wu, 2006).

Desde a década de 1970, pesquisadores demonstraram interesse em avaliar 0s niveis de
B2M na urina de pacientes transplantados renais e portadores de leucemia. Nilsson e seus
colaboradores (1974) concluiram que culturas celulares derivadas de tecidos tumorais
produziam B2M em maior quantidade comparada aos niveis encontrados em células de origens
diferentes. Entretanto, células derivadas de linfoma de Hodgkin secretam menos B2M do que
células de origem hematopoiética normais. A determinacdo de B2M no soro e urina também foi
utilizada experimentalmente para diagnéstico de disfuncdo renal em neonatos apds asfixia
perinatal (Fernandez et al., 1989). Recentemente, o estudo de B2M sérica foi utilizado para
analisar o progndstico de pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (Wu et al., 2014). Atualmente, a
concentrag¢do de B2M no soro € utilizada como marcador de doenga renal crdnica, e como uma
medida de atividade e progressédo de algumas doencas neoplasicas (mieloma multiplo, leucemia,
linfoma) (Pagana e Pagana, 2007; Wu, 2006) ou infec¢do por HIV-1 (Boffa, 1994). Também
foi vista eficiéncia na utilizagdo de B2M como marcador progndéstico em linfoma de células T
angioimunoblastico (Shang et al., 2018). Muitas neoplasias, como carcinoma colorretal,
melanoma e carcinoma cervical, apresentam falha na expressédo de HLA-I na superficie celular,
que pode ser causada por mutagdes em B2M, levando ao escape do reconhecimento imune por

CTLs (Garrido et al., 2010; Hicklin et al., 1998). Essa associagédo foi observada e confirmada
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por Challa-Malladi e colaboradores em 2011, durante estudo de linfoma difuso de grandes

células B.

Sadamori (1995) estudou a utilidade de marcadores séricos como indicadores de
atividade da doenca em pacientes com ATLL, e encontrou relacéo entre a doenca e o nivel de
B2M. Niveis séricos de B2M também foram utilizados por Zhang e colaboradores (2005) para
monitoramento do avango da doenga em estudo de terapia para ATLL. Foi notado que o
aumento na concentracdo de B2M no plasma de pacientes com MAH/PET estava fortemente
correlacionado com reducdo da capacidade motora (analise do tempo que 0s pacientes levavam
para atravessar a pé uma distancia de 10 metros), causada pelo avanco da doenca (Kirk et al.,
2011). Sob andlise comparativa realizada entre amostras de sangue de grupos de individuos
vivendo com HTLV-1 portadores de ATLL, ou MAH/PET, e ndo infectados, foi notado que,
entre todos 0s grupos analisados, os valores de B2M eram maiores para as amostras de pacientes
com ATLL (Giusti et al., 1996). Sugere-se que tanto para pacientes com MAH/PET quanto com
HIV-1 e HIV-2, é provavel que uma concentracdo elevada de B2M no soro seja resultado da

ativacdo crénica de um grande numero de linfocitos T (Kirk et al., 2011).

Os receptores do fator de necrose tumoral 1 (TNFR-1/CD120a) e 2 (TNFR-2/CD120b),
assim como o TNFRSF8 (ou CD30), sdo receptores pertencentes a superfamilia TNF
encontrados ancorados a membrana celular, também podendo ser encontrados na sua forma
soltvel. Quando ativados por ligacéo a citocinas TNF-like como TNF-a e linfotoxina alfa, eles
exercem papel na regulacdo da proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de
células-alvo. Segundo Guerrero e seus colaboradores (2020), individuos vivendo com HTLV-
assintomaticos, ou portadores da ATLL (dos tipos aguda, linfomatosa, indolente e crénica) nao
tratada ou em remissao apresentam diferentes concentracdes, entre esses grupos, de STNFRs no
plasma. Nesse estudo foi notado um aumento nas concentracbes de sTNFR1, sTNFR2 e
STNFRSF8 (CD30s) no plasma dos pacientes com ATLL em comparagdo com pacientes
assintomaticos. Expressdo elevada de sTNFR2 e sTNFR1 foi observada, especialmente, em
pacientes com ATLL aguda quando comparados com os individuos assintomaticos. Para
CD30s, foi encontrado aumento no plasma de pacientes com ATLL aguda e cronica em
comparacdo a portadores assintomaticos. Entretanto, os niveis de STNFR2 e CD30s em
pacientes assintomaticos e com ATLL em remissdo eram semelhantes (Guerrero et al., 2020).
A expressdo elevada de CD30 contribui para a ativagao constitutiva de NF-xB, que por sua vez
é capaz de ativar Tax1, induzindo a proliferacdo desregulada de células infectadas por HTLV-

1 e contribuindo para a evolucdo do quadro de ATLL (Higuchi et al., 2005). Desta forma, esses
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achados sugerem que o CD30s poderia ser utilizado como biomarcador para ATLL a partir de
amostras de pacientes vivendo com HTLV-1. Além disso, Nishimura e seus colaboradores
demonstraram a presenca de um polimorfismo no gene do TNFR2 em pacientes vivendo com
HTLV-1. Esse achado foi correlacionado com o aumento da suscetibilidade para o
desenvolvimento de MAH/PET (Nishimura et al., 2000).

A SPARC (do inglés secreted protein acidic and rich in cysteine), também chamada de
osteonectina, € uma proteina matriz celular ligante de coladgeno, sendo necessaria para que 0
colageno dos 0ssos se torne calcificado. Entretanto, essa proteina pode influenciar em outras
fungdes bioldgicas, como a sintese e remodelacdo da matriz extracelular e supressdo tumoral.
SPARC é encontrada em maiores quantidades no compartimento extracelular, sendo expressa
em niveis significantes no SNC (em especial, por células gliais) de adultos. Em estudo realizado
por Ishihara e colaboradores (2015), utilizando amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) e
de plasma de pacientes vivendo com HTLV-1 assintomaticos ou com MAH/PET, indicou que
os niveis de SPARC tanto no LCR quanto no plasma encontram-se reduzidos em pacientes com
MAH/PET. Segundo os autores, ha uma correlacdo entre essa diminuicdo e a reducdo do
namero de células gliais, provocada pela degeneracdo gradual da medula espinhal vista em
pacientes com essa condicdo (Ishihara et al., 2015). Entretanto, Ohyashiki e seus colaboradores
(2008) sugerem em seu trabalho que a SPARC, em ATLL, exerce nas células um papel
importante na proliferacdo celular e a sua auséncia promove o aumento da susceptibilidade das

células a morte celular.

A apolipotroteina A-11 (ApoA-I1) é o segundo componente mais abundante de HDL.
O papel de ApoA-Il em processos inflamatorios foi observado por Thompson e colaboradores
(2008), que relataram a influéncia da ApoA-11 no processo no qual HDL aumenta a resposta de
monacitos ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano por meio da supresséo da atividade inibitoria
de altas concentracdes de LBP (proteina ligadora de LPS). Anteriormente, em estudo realizado
com camundongos transgénicos super expressando ApoA-I1, foi demonstrado que o HDL era
convertido em particulas pré-inflamatorias capazes de induzir a transmigracdo de monaocitos
pela parede arterial. Esse fendmeno foi associado a um aumento no desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas (Castelanni et al., 1997). A partir da analise por SELDI-TOF-MS (surface-
enhanced laser desorption ionization time-of-flight mass spectomety) de amostras de plasma de
pacientes HTLV-1 positivos com MAH/PET ou assintomaticos foi identificada a presenca de

um alto pico de ApoA-II associado aos individuos assintomaticos (Kirk et al., 2011).
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A molécula de adesdo celular vascular-1 (Vascular cell adhesion molecule-1, VCAML),
também conhecida como CD106 ou VCAM-110, é uma molécula de adeséo endotelial membro
da superfamilia de imunoglobulinas, expressa em células endoteliais ativadas apds exposi¢édo a
citocinas inflamatorias. Ela medeia o rolamento e adesdo de linfocitos, mondcitos, eosindfilos
e basdfilos recrutados ao endotélio vascular, a partir da interagdo com a beta-1 integrina VLA-
4 (lademarco et al., 1992). A infeccdo por HTLV-1 regula positivamente a expressdo de VLA-
4 em linfdcitos (Dhawan et al., 1993). VCAM-1 pode mediar a formacao de sincicios induzida
por HTLV-1, servindo como uma molécula acesséria ou potencial correceptor para fusdo
celular induzida por HTLV-1, sendo levantada a hipdtese de que VCAM-1 serviria como
receptor para o virus (Hildreth et al., 1997).

Seu papel no recrutamento leucocitario justifica seu uso no monitoramento do sistema
imunoldgico em diversas doencas (Schlesinger e Bendas, 2015). Moléculas de adesdo celular
soluveis (CAMs) resultam de splicing alternativo do mRNA ou protedlise da proteina ligada a
membrana (Navarro-Hernandez et al., 2009). Niveis elevados de CAMs, inclusive VCAM-1,
sdo encontrados em pacientes com infec¢des, cancer, doencas inflamatorias e autoimunes, como
consequéncia da ativacdo endotelial, e em alguns casos tém valor como marcador prognéstico

ou diagnostico para estas doencas (Meager et al., 1996; Navarro-Hernandez et al., 2009).

A alta concentracdo de VCAM-1s foi identificada como indicador da progressdo da
doenca e de previsdo de mortalidade em sangue periférico e pulméo de pacientes com fibrose
pulmonar idiopatica (Richards et al., 2012; Agassandian et al., 2015). Também foi
documentado que a expressao aumentada de VCAM-1s em hemorragia intracerebral pode estar
relacionada a processos fisioldgicos e patoldgicos da condi¢do, com envolvimento de VCAM-
1 na apoptose neuronal, que sucede a hemorragia intracerebral em modelo de estudo animal
usando ratos adultos (Zhang et al., 2015). O papel de VCAM-1s na patogénese, e a consequente
presenca de altas concentracGes da molécula no sangue, também foi visto em artrite reumatoide,
estando relacionado a sua fungdo na resposta inflamatoria (Navarro-Hernandez et al., 2009).
Altos niveis de VCAM-1s em amostras de endométrio e soro de pacientes com endometriose,
em comparacao a controles sem endometriose, também demonstraram o potencial de VCAM-

1s para o diagndstico dessa doenca (Kuessel et al., 2017).

Ligantes de superficie endotelial como VCAM-1 também podem estar envolvidos na

metastase de células tumorais (lademarco et al., 1992). Em analise visando medir os niveis de
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VCAM-1s e outras moléculas de adesdo vascular em pacientes com cancer de bexiga, mama,
gastrointestinal, de ovario, renal, linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin e mieloma, as
concentracdes de VCAM-1s estavam elevadas no sangue de pacientes com todos os tipos de
cancer estudados quando comparadas aos controles (Banks et al., 1993). Outras anélises in vitro
posteriores a identificacdo da molécula confirmaram o papel de VCAM-1 na adesdo de células
tumorais como melanomas, osteosarcomas, carcinomas de células renais, leucemias e linfomas
(Taichman et al., 1991; Juneja et al., 1993).

No contexto da infeccdo pelo HTLV-1, foi observada a inducdo de VCAM-1 pela
proteina viral Tax em linfécitos T infectados. Nessas células a VCAM-1 é capaz de promover
a adesdo célula-célula, contribuindo para a proliferacdo (Valentin et al., 2001). Em estudo com
amostras de sangue de 34 pacientes com HTLV-1, dos quais 17 tinham ATLL e outros 17 eram
assintomaticos, ndo foi encontrada diferenca significativa nos niveis de expressdo de VCAM-1

entre os dois grupos (Jafarian et al., 2017).

Ishihara e colaboradores (2015), em estudo comparativo com amostras de LCR e plasma
de pacientes com HTLV-1 separados em assintomaticos e portadores de MAH/PET,
identificaram que VCAM-1s esta regulada positivamente na regido inflamatoria na medula
espinhal de pacientes com MAH/PET. Essa correlacdo entre a maior expressao de VCAM-1s e
pacientes com MAH/PET também foi observada ao serem analisadas as amostras de plasma. A
concentracdo de neopterina no LCR é um dos marcadores utilizados atualmente para medir a
gravidade em MAH/PET, mas ndo € capaz de descrever especificamente a degeneracdo da
medula espinhal vista na doenca, apresentando altas concentracdes em uma diversidade de
doencas neuroldgicas, além de requerer um procedimento invasivo para a retirada de amostras.
Em contrapartida, VCAM-1s tem caracteristicas mais distintivas para PET/MAH que
neopterina, alem da possibilidade de medicgéo através de amostras de plasma (Ishihara et al.,
2015). A concentracdo de VCAM-1s no plasma como marcador para o estabelecimento e
gravidade da doenca pode contribuir para o diagndstico agil e menos invasivo de PET/MAH,

que ¢ essencial para o controle da doenca, especialmente em seus estagios iniciais.

CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 10), também conhecida como IP-10, faz
parte de um subgrupo de quimiocinas CXC ndo-ELR que regulam a migracao de linfocitos T
efetores Th1l-polarizados aos sitios de inflamag&o durante a resposta imune adaptativa (Murphy,
2003). CXCL10 atua através da ligacdo ao receptor CXCR3, e sua indugdo depende

predominantemente da regido c-terminal desse receptor. CXCL10 é capaz de promover
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atividade quimiotatica de células CXCR3+, induzindo apoptose, regulando o crescimento
celular e proliferacédo, assim como angiogénese em doencas infecciosas e inflamatdrias e cancer
(Liu et al., 2011). CXCL10 é considerada um marcador para lesdes inflamatdrias cronicas, e €
tida como uma das principais moléculas envolvidas na patogénese de MAH/PET. Foi
constatada a presenca abundante de CXCL10 no LCR de pacientes com MAH/PET, e essa
concentracdo foi correlacionada com o grau de avanco da doenca (Nomoto et al., 1991;
Narikawa et al., 2005; Sato et al., 2013). CXCL10 produzido por astrécitos na medula espinhal
de pacientes MAH/PET recruta células CXCR3" a medula espinhal (Tamaki et al., 2019). Como
mencionado anteriormente, IFNy secretado por linfocitos T infectados por HTLV-1 estimula a
secrecdo de CXCL10 pelos astrécitos, recrutando mais linfocitos T que expressam o receptor
CXCR3, estabelecendo um foco de inflamagdo que se auto propaga, e levando a lesdo
(Bangham et al., 2015). Sato e colaboradores (2018) constataram uma correlacéo entre niveis
elevados de CXCL10 no LCR e atividade elevada da doenca, que levava a um pior prognéstico
desses pacientes. Ainda ha, porém, uma escassez de estudos sobre a analise de CXCL10 no

plasma de pacientes com doencas associadas a infeccdo por HTLV-1.

A D-aminoécido oxidase (DAO ou DAAO) € uma enzima que catalisa a desaminacao
oxidativa dependente de dinucleétido de flavina e adenina (FAD) de D-aminoé&cidos (grupo
amino a direita segundo a projecdo de Fisher). Devido a alta seletividade por isémeros D, a
enzima é responsavel pela manutencdo dos niveis de D-aminoécidos no organismo. Em
mamiferos, DAO esta presente em regides como rins, figado, e, mais abundantemente, no
cérebro e medula espinhal. A enzima tem papel descrito em uma diversidade de fungdes, que
incluem a regulacdo da secrecdo de hormonios, da hipertensdo arterial, do aprendizado e da
memoria (Pollegioni et al., 2007; Khoronenkova e Tishkov, 2008). DAO ja foi relacionada a
processos fisiopatologicos em algumas doencas do sistema nervoso central, como, por exemplo,
na esquizofrenia (Papagni et al., 2011), na doenca de Alzheimer (Fisher et al., 1991 e 1998) e
na doenca de Parkinson (Kawazoe et al., 2007). DAO ¢é responsavel pela degradacéo de D-
serina, co-agonista dos receptores N-metil D-aspartato (NMDARS), que por sua vez tiveram
relacdo sugerida em mecanismos de neurodegeneracdo em estudo sobre esclerose lateral
amiotrofica (Kondori et al., 2018). MAH/PET também é uma doenca neurodegenerativa do
sistema nervoso central, mas anélises de DAO em individuos com essa condi¢do ndo haviam
sido descritas anteriormente.

Metaloproteinases de matriz (MMPs), como a MMP-2, sdo importantes em processos

fisiolbégicos normais e também podem contribuir em processos patoldgicos associados a
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degradacéo descontrolada de tecido, tendo envolvimento na regulagéo da composigédo da matriz
extracelular e interacdo célula-célula via integrinas. A regulacdo de MMPs depende da atuacao
de inibidores de metaloproteinase, TIMPs. Um estudo envolvendo células gliais de
camundongos co-cultivadas com linfécitos T infectados por HTLV-1 revelou que a expressao
de MMPs e TIMPs em células gliais infectadas poderia ser desbalanceada, devido a alteracbes
na expressdo de TNF-a e IL-1o induzidas pela infeccdo (Giraudon et al., 1997). Estando
envolvidas na regulagdo da composicdo da matriz extracelular e na interacdo celula-célula,
alteracdes no balanco de MMPs e TIMPs pode levar a um descontrole em ambas as funcdes,
alterando a homeostase do sistema nervoso central e potencialmente atuando na patogénese de
MAH/PET. Estudos sobre concentracbes de MMP-2 no plasma de individuos com HTLV-1

ndo haviam sido realizados até o presente.

Nitrito (NO2"), bem como nitrato (NO3’), € um produto oxidativo do metabolismo de
oxido nitrico (NO), e, portanto, sua presenca depende da producdo de NO (Giustarini et al.,
2008). NO media muitas funcdes fisioldgicas (sendo necessario, por exemplo, para manter a
resposta vascular adequada ao aumento da necessidade de circulagdo de sangue durante
exercicio), mas tem curta meia-vida na presenca de outras moléculas. Assim, a quantificacdo
de nitrito no plasma costuma ser realizada como indicador da atividade de NO no organismo.
Os niveis de nitrito sdo capazes de refletir mudancas agudas na atividade de éxido nitrico-
sintase (NOS) (Kleinbongard et al., 2006). A atividade elevada de NOsintase teve papel como
mediador em neuroinflamacdes reportado em doengas neuroldgicas, como a esclerose maltipla
(Ljubisavljevic et al., 2014), mas ha uma caréncia de estudos sobre seus possiveis papéis em
MAH/PET.

2. JUSTIFICATIVA

No intuito de melhorar o entendimento do surgimento e da progressdo de doencas
neuroldgicas, a deteccdo de algumas proteinas vem sendo estudada tanto no plasma quanto no
LCR. Como ja mencionado, proteinas como a Calgranulina B, B2M, SPARC, sTNFRs, ApoA-
I, VCAM-1 e CXCL10 vém sendo analisadas como potenciais biomarcadores para doengas
associadas a infeccdo por HTLV-1. Atualmente, a carga pré-viral, normalmente medida a partir
de PBMC, ¢ o principal parametro para analise do risco de desenvolvimento de doencas
relacionadas ao HTLV-1, em especial para MAH/PET, mas este dado muitas vezes se sobrepde
entre individuos assintométicos e aqueles que desenvolveram quadros de doenga. A busca e
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andlise de biomarcadores especificos se mostra, entdo, necessaria para garantir agilidade e
precisdo no monitoramento do desenvolvimento e avanco dessas doencas, contribuindo para o
favorecimento do progndstico de pacientes afetados. Alem disso, a falta de disponibilidade de
vacinas, a dificuldade no tratamento e a gravidade dos quadros associados a infec¢do, torna
evidente a necessidade de maiores estudos sobre 0s mecanismos envolvidos na patogénese e

possiveis marcadores para um tratamento mais eficaz.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O estudo a ser realizado tem como objetivo analisar, a partir de amostras de plasma de
pacientes vivendo com HTLV-1 portadores de MAH/PET ou assintomaéticos, e individuos néo
infectados pelo HTLV-1, substancias com potencial para auxilio na identificacdo do avango da

doenca neuroldgica.

3.2. Objetivos especificos

- Detectar os niveis de DAO no plasma de individuos infectados pelo HTLV-1 (ACs e
MAH/PET) e ndo infectados;

- Avaliar os niveis de CXCL10, IL-6 e MMP-2 no plasma de individuos infectados pelo
HTLV-1 (ACs e MAH/PET) e ndo infectados;

- Analisar os niveis da enzima lactato desidrogenase (LDH) no plasma de individuos
infectados pelo HTLV-1 (ACs e MAH/PET) e n&o infectados;

- Dosar o nivel de proteinas totais no plasma de individuos infectados pelo HTLV-1 (ACs
e MAH/PET) e néo infectados;

- Analisar os niveis de nitrito no plasma de individuos infectados pelo HTLV-1 (ACs e
MAH/PET);

- Correlacionar os dados obtidos com o grau de incapacidade motora estabelecido pela

escala IPEC2 e com a carga pro-viral.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Populacéo estudada e obtencdo de amostras

Estudo experimental de coorte exploratério, analisada parte da coorte do Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas da FIOCRUZ, aprovado pelo comité de ética sob
numero CAAE: 46962821.1.0000.5262. Todos os individuos incluidos no presente estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram incluidos no estudo
individuos de ambos os sexos, maiores de 18 anos, portadores de infeccdo pelo HTLV-1, e que
concordaram em participar do estudo e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

Desta forma, o estudo foi baseado nos seguintes grupos:
(1) Individuos vivendo com HTLV-1 assintomaticos (n=10)
(2) Individuos vivendo com HTLV-1 portadores de MAH/PET (n=26)

(3) Individuos ndo infectados pelo HTLV-1 saudaveis pareados em idade e sexo com 0s
individuos dos demais grupos (n=11)

Os pacientes foram avaliados por um neurologista e os dados registrados no protocolo
de acompanhamento clinico utilizado pelo Centro de Referéncia em HTLV. Na avaliacdo
clinica foi analisado o desenvolvimento de doenca associada ao HTLV-1 e a progressao
MAH/PET, indicada pela escala IPEC-2 (em anexo). As amostras de plasma foram obtidas a
partir de sangue coletado em tubo com EDTA, separadas por centrifugacéo (1000 g/10 minutos)

e mantidas a -20 °C até o momento do uso.

Os dados clinicos e laboratoriais dos individuos infectados por HTLV-1 foram extraidos
do sistema de prontuarios eletronicos do INI/FIOCRUZ, mantendo-se a confidencialidade e
privacidade. O diagnostico de HAM/TSP foi realizado por neurologistas do Laboratorio de
Pesquisa Clinica em Neuroinfec¢fes (LAPCLIN-NEURO) do INI conforme critérios da
Organizacdo Mundial de Saude (Bangham et al., 2015).

4.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢do de D-aminoacido Oxidase (DAO)

A deteccdo de DAO em amostras de plasma foi realizada por ELISA, seguindo as

especificacbes do fabricante (ELISA Kit for D-Amino Acid Oxidase; Cloud-Clone Corp., Katy,
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TX, EUA). Anterior a realizacdo do ensaio, os componentes foram reconstituidos, a curva
padrdo foi preparada (1,56 -100 ng/mL), assim como o0s reagentes de detecgédo, e as amostras
foram diluidas 20 vezes, seguindo a orientacdo do fabricante. O experimento foi realizado, em
placa de 96 pocos pré-sensibilizada, pronta para uso, com a adi¢do de 100 uL nos pogos da
curva, branco e amostras. Apos 1h a 37°C de incubac&o, liquido foi removido e em seguida, 100
uL do reagente de detecgdo A, previamente preparado, foram adicionados aos pogos. Apos 1h
a 37°C de incubagdo foram realizadas 3 lavagens com 350 uL da solugdo de lavagem. Em
seguida, foram adicionados 100 puL do reagente de detec¢ao B, previamente preparado. Apds
30 minutos a 37°C de incubagéo, foram realizadas 5 lavagens nas mesmas condic¢des. Foram
adicionados 90 pL da solu¢do de substrato (3, 3°, 5, 5’ tetrametilbenzidina, TMB) a placa. Apds
10 minutos a 37°C de incubacdo, a reagdo foi interrompida pela adigdo de 50 pL de Stop Solution
(fornecida pelo kit). A leitura foi realizada imediatamente em espectrofotdmetro de microplacas

(SpectraMax®, Molecular Devices, CA, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.

4.3. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de CXCL10, IL-6 e MMP-2

As detecgdes de CXCL10 e IL-6 foram realizadas através de ELISA, segundo protocolo
do fabricante (Human IP-10 e Human IL-6 Standard TMB ELISA Development Kit; PeproTech,
Cranburry, NJ, EUA). Placas de 96 pocos independentes foram preparadas com 50 uL de
anticorpo de captura anti-CXCL10 humano ou anti-IL-6 humano diluidos em PBS na
concentracdo de 0,25 ug/mL e 0,5 pg/mL, respectivamente. As placas foram incubadas
overnight a 4°C, em seguida, foram realizados 4 ciclos de lavagem com PBS + Tween-20 0,05%
(Sigma-Aldrich). Ambas as placas receberam uma solucdo de bloqueio (PBS + + 1% de
albumina bovina - BSA; Sigma-Aldrich) e foram incubadas por 1h a temperatura ambiente.
Previamente, as amostras de plasma foram descongeladas e diluidas 1:4 em PBS + BSA 1%.
Também foram preparadas as curvas padrdo de CXCL10 e IL-6 nas concentrac¢des de 3,9 a 250
pg/mL e 2000 pg/mL, respectivamente. Apds o bloqueio as placas foram submetidas a 4 ciclos
de lavagem, para em seguida receberem as amostras e curva padrdo (50 pL). Apds 2h a
temperatura ambiente, foram realizados 4 ciclos de lavagem. Logo ap6s, foram adicionados 50
pL dos anticorpos de deteccdo biotinilados, numa concentragdo de 0,50 pg/mL (CXCL10) e 0,1
ug/mL (IL-6). Apds 2h a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas 4 vezes.
Em seguida, foram adicionados 50 pL/poco de conjugado Estreptavidina-HRP (horseradish
peroxidase) (R&D; diluido em PBS + BSA 1%, 1:40 v/v). A placa foi incubada em temperatura

ambiente por 30 minutos, seguido de 4 ciclos de lavagem. Posteriormente, 50 ul/pogo de
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substrato 3, 3°, 5, 5’ tetrametilbenzidina (TMB; R&D) foram adicionados. Ao final de 10 a 20
minutos, foi adicionada solucéo de parada (HCI 1M) e, imediatamente, as placas foram lidas
em um espectrofotdbmetro de microplacas no comprimento de onda de 450 nm com correcdo a
620 nm.

Para a deteccdo de MMP-2, foi realizado ELISA conforme protocolo do fabricante
(Total MMP-2 Quantikine ELISA Kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Para tal, foram
primeiramente preparados os reagentes, curva e amostras (diluidas 1:20). Em placa de 96 pocos
pré-sensibilizada com anticorpo especifico para MMP-2, foram adicionados 50 pL de diluente
(fornecido pelo kit). Foram entéo adicionados 50 puL da curva padrdo e amostras. Ap6s 2h a
temperatura ambiente sob agitacdo, foram realizados 4 ciclos de lavagem com 200 pL de
solucdo de lavagem (fornecida pelo kit). Em seguida, foram adicionados 200 uL de anticorpo
de detecgdo a placa. Apos 2h a temperatura ambiente sob agitacdo, foram realizados mais 4
ciclos de lavagem. Posteriormente, foram adicionados 200 uL de substrato a placa, que foi entdo
incubada durante 30 minutos protegida da luz. Ao final, foi adicionada solucdo de parada e a
placa foi lida em um espectrofotdbmetro de microplacas no comprimento de onda de 450 nm

com correcdo a 570 nm.

4.4 Analise da atividade da Lactato Desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase € uma enzima que participa de processos como a geracao de
energia em células animais. Ela catalisa a oxidacdo reversivel do lactato para piruvato, tendo o
NAD+ como cofator e encontra-se presente nas mais variadas células do corpo. A dosagem de
LDH foi realizada segundo protocolo do fabricante do kit (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity
Assay Kit; Invitrogen/Thermo Fisher, Eugene, OR, EUA). Para tal, 25 pL da solugéo de mista
(substrato + solucdo tampéo, ambos fornecidos pelo kit) foram misturados com 25 pL de cada
amostra ou de controle positivo (fornecido pelo kit), e incubados em temperatura ambiente por
30 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados 25 pL de solugéo de parada. A

absorbancia foi lida em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 490 nm e 680 nm.
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4.5. Analise de proteinas totais

Os niveis de proteinas totais no plasma foram avaliados por fluorimetria, utilizando o
equipamento e kit Qubit™ Protein Assay (Invitrogen/Thermo Fisher). Para tal, foram
preparados tubos contendo 20 pL de cada uma das amostras, aos quais foram adicionados 150
uL de Qubit™ Protein Buffer. A esses tubos, foram entao adicionados 30 pL de Qubit™ Protein
Reagent diluido anteriormente. Ap6s mistura em vortex por 5 segundos, os tubos foram

inseridos para leitura em fluorometro Qubit™ previamente calibrado.

4.6. Analise dos niveis de Nitrito

A producédo de 6xido nitrico foi mensurada através da andlise dos niveis de nitrito,
utilizando o método de Griess (Green et al., 1982). Para tal, foi preparada uma curva de nitrito
de sddio (Sigma-Aldrich; 3,125 - 100 uM) em tampéo salina-fosfato (PBS). 50 uL de amostras
ou nitrito de sddio foram adicionados e misturados a 50 puL de solucdo de Griess (Sigma-
Aldrich) em uma placa de 96 pocos. Apo6s 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz

foi realizada a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.

4.7. Andalises estatisticas

A anélise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8. As variaveis
guantitativas foram avaliadas quanto a distribuicdo normal de valores com o teste de
Kolmogorov Smirnov. As variaveis com dispersdo normal foram avaliadas por testes
paramétricos (teste t de Student), e as variaveis assimétricas foram avaliadas por testes ndo-
paramétricos (MannWhitney, Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunns). Os nimeros e
percentuais de células foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico 25%-75%
(1Q25-75). O grau de incapacidade de pacientes com MAH/PET foi avaliado pela escala IPEC-
2 (Anexo) e seus valores foram apresentados em funcdo do tempo de doencga (em anos). Os
dados referentes a escala IPEC-2 e a carga pro-viral foram retirados do banco de dados do INI.
A correlacdo entre estas variaveis foi calculada pelo teste de Spearman, e foram considerados

significativos valores de p <0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise dos niveis de proteinas totais no plasma

Os niveis totais de proteinas no soro sdao normalmente ditados pela sintese proteica no
figado, e podem indicar condi¢cBes de nutricdo do paciente, ou ajudar no diagnostico de
determinadas doencas (em especial aquelas que envolvem lesdes no figado) (Dufor et al., 2000).
Na Figura 5 observamos que os grupos estudados, NI, A e MAH, apresentaram niveis
semelhantes de proteinas totais no plasma, com medianas de 2,085, 2,270 e 2,270 (g/dL),
respectivamente. N&o foi vista relacdo entre os niveis de proteinas totais no plasma e a presenca

de infeccdo por HTLV-1, ou ainda o desenvolvimento de MAH/PET.
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Figura 5 — Niveis de proteinas totais (g/dL) no plasma. Foram analisadas amostras de
individuos ndo infectados (NI), pessoas vivendo com HTLV-1 assintomaticas (A) e portadores
de MAH/PET (MAH). Os dados referentes aos niveis de proteinas totais (g/dL) de 30 amostras
de plasma (NI, n=2; A, n=9; MAH, n=19) oriundas do INI/FIOCRUZ, obtidos através da
analise das amostras de plasma por fluorimetria utilizando equipamento e kit Quibit™. Cada
ponto identifica um individuo diferente.
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5.2. Comparacdo entre os niveis de DAO

Nossos resultados indicam que ndo ha diferenca significativa entre os niveis de DAO
no plasma de individuos vivendo com HTLV-1 assintomaticos (mediana = 69,66 ng/mL) e
aqueles portadores de MAH/PET (mediana = 75,40 ng/mL). Entretanto, podemos sugerir que
esses pacientes apresentem um aumento nos niveis de DAO, pois segundo outros trabalhos que
utilizaram o0 mesmo kit para mensurar a enzima no plasma, individuos saudaveis tém niveis de
DAO em torno de 23.9+11.2 ng/mL (Lin et al., 2017).
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Figura 6 — Deteccdo dos niveis de DAO no plasma de individuos ndo infectados (NI), com
HTLV-1 assintomaticos (A) e portadores de MAH/PET (MAH). Os resultados obtidos de
amostras de plasma (NI, n=1; A, n=9; MAH, n=19), oriundas de pacientes do INI/FIOCRUZ.
Detecgdo da DAO (ng/mL) realizada por ELISA segundo as orienta¢fes do fabricante. Cada

ponto identifica um individuo diferente.

5.3. Niveis plasmaticos de CXCL10 e IL-6 em pessoas vivendo com HTLV-1

Durante o presente estudo, foi observada diferenca significativa entre os niveis de
CXCL10 no plasma de individuos néo infectados (mediana = 65,87 pg/mL) quando comparados
aos niveis encontrados tanto em pessoas vivendo com HTLV-1 assintomaticas (mediana =
195,2 pg/mL) quanto portadores de MAH/PET (mediana = 186,1pg/mL). Além disso, foi vista
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correlacdo entre os niveis de CXCL10 e os niveis de DAO encontrados durante o presente
estudo, com uma tendéncia de maiores niveis de DAO sendo encontrados em individuos com

menores concentraces de CXCL10 no plasma (Figura 7).
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Figura 7 — Alteracao dos niveis de CXCL10 no plasma de individuos vivendo com HTLV-
1. (A) Dados da deteccdo de CXCL10 (pg/mL) em amostras de plasma de individuos nédo
infectados (NI, n=5), pessoas vivendo com HTLV-1 assintomaticas (A, n=10) e portadores de
MAH/PET (MAH, n=26). Deteccdo de CXCL10 realizada por ELISA segundo as orientagdes
do fabricante. *p<0,05 diferenca entre os grupos considerada significativamente. (B) Analise
de correlacdo de Spearman entre os niveis de DAO e CXCL10 no plasma de individuos com

HTLV-1. Cada ponto identifica um individuo diferente.

IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria com acéo pleiotropica, e, quando presente em
niveis desregulados, estd associada a inflamacgéo cronica (Kaplanski et al., 2003; Kaur et al.,
2020). Durante a analise de IL-6 no plasma de individuos vivendo com HTLV-1 realizada no
presente estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os niveis de IL-6 no plasma de
individuos vivendo com HTLV-1 assintomaticos (mediana = 201,9 pg/mL) e aqueles
portadores de MAH/PET (mediana = 210,8 pg/mL, Figura 8).
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Figura 8 — Deteccdo de IL-6 no plasma de individuos vivendo com HTLV-1. Dados da
deteccdo de IL-6 (pg/mL) em amostras de plasma de individuos vivendo com HTLV-1
assintomaticos (A; n=10) e portadores de MAH/PET (MAH; n=26). Detecc¢éo de IL-6 realizada

por ELISA segundo as orientagdes do fabricante. Cada ponto identifica um individuo diferente.

5.4. Niveis plasmaticos de MMP-2 em pessoas vivendo com HTLV-1

Durante analise dos niveis de MMP-2 no plasma de individuos vivendo com HTLV-1,
ndo foi observada diferenca significativa entre os niveis de MMP-2 no plasma de pacientes com
HTLV-1 assintomaticos (mediana = 190,3 ng/mL) e aqueles portadores de MAH/PET (mediana
= 192,8ng/mL). Porém, foi encontrada uma tendéncia de correlacdo negativa entre os niveis
plasmaticos de MMP-2 e a escala IPEC2, ou seja, foram encontrados niveis mais altos de

MMP2 no plasma de pacientes com menor incapacidade motora.
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Figura 9 — Niveis de MMP-2 no plasma de individuos vivendo com HTLV-1. (A) Dados da
deteccdo de individuos vivendo com HTLV-1 assintométicos (A; n=10) e portadores de
MAH/PET (MAH; n=26). Valor de referéncia fornecido pelo fabricante do kit igual a 201 + 38
(Ref. Media + desvio padrdo; n=4). Deteccdo de MMP2 realizada por ELISA segundo as
orientacOes do fabricante. (B) Analise de correlacdo de Spearman entre os niveis de MMP2 e
indice da Escala IPEC no plasma de individuos vivendo com HTLV-1. Cada ponto identifica

um individuo diferente.

5.5. Analise dos niveis de atividade LDH e nitrito no plasma

LDH, enzima catalisadora da oxidacdo reversivel de piruvato a lactato, esta presente de
forma abundante em todo o organismo humano, no meio intracelular. Niveis elevados de LDH
no sangue podem indicar lesdo celular acentuada. Na figura 10 foram reunidos os dados obtidos
quanto a atividade de LDH nas amostras de plasma estudadas. A analise das amostras de plasma
revelou maiores niveis de LDH em individuos ndo infectados (mediana = 1,826) quando
comparado a aqueles encontrados nas amostras de individuos vivendo com HTLV-1
assintomaticos (mediana = 1,211) e portadores de MAH/PET (mediana = 1,011).
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Figura 10 — Comparacdo dos niveis de atividade LDH no plasma. Nesta analise foram
utilizadas amostras de plasma de individuos nédo infectados (NI; n=11), vivendo com HTLV-1
assintomaticos (A; n=9) e portadores de MAH/PET (MAH; n=19). Os valores encontrados no
gréfico sdo da densidade Optica obtidos no teste colorimétrico. Cada ponto identifica um

individuo diferente.

Além da atividade relacionada a LDH, mensuramos no plasma a concentracao de nitrito.
Foi encontrada diferenca significativa entre as concentra¢des de nitrito no plasma de individuos
vivendo com HTLV-1 assintomaticos (mediana= 55,82 puM) e portadores de MAH/PET
(mediana= 34,91uM). Também foi vista correlacdo entre os niveis plasmaticos de nitrito e a
escala IPEC2, com niveis mais altos de nitrito sendo encontrados no plasma de pacientes com

menor incapacidade motora.
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Figura 11 — (A) Diferenca entre os niveis de nitrito no plasma de individuos portadores da
MAH/PET. Nesta analise foram utilizadas amostras de plasma de individuos vivendo com
HTLV-1 assintomaticos (A; n=9) e portadores de MAH/PET (MAH; n=19). (B) Anélise de
correlagio de Spearman entre os niveis de NO2” no plasma e o indice da Escala IPEC de

individuos vivendo com HTLV-1. Cada ponto identifica um individuo diferente.

6. DISCUSSAO

Durante o estudo, buscou-se contribuir para o enriquecimento de achados prévios sobre
a circulacdo de mediadores inflamatorios no plasma de individuos com HTLV-1. A
identificacdo de biomarcadores para doencas associadas a infec¢cdo por HTLV-1 é uma
estratégia essencial para garantir uma melhora no prognostico de pacientes afetados. Em
especial para MAH/PET, a identificacéo precoce do desenvolvimento da condi¢do pode auxiliar

em estratégias que teriam impacto direto na melhora da qualidade de vida desses individuos.

Estudos em busca de biomarcadores para MAH/PET ainda sdo escassos, mas estudos
semelhantes sobre esclerose multipla, amplamente disponiveis, podem auxiliar na elucidacéo
de potenciais moléculas de interesse. A esclerose multipla apresenta algumas semelhangas com
a MAH/PET, ja que ambas sdo doencas inflamatdrias cronicas do sistema nervoso central,
afetando a medula espinhal, e que tém como caracteristica principal a fraqueza motora gradual

dos membros inferiores. A fim de discussdo, alguns dos resultados obtidos durante as analises
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apresentadas previamente nesse trabalho foram comparados a achados semelhantes sobre

pacientes com esclerose multipla.

Algumas doencas cronicas do figado causam aumento em imunoglobulinas, o que
reflete num nivel elevado de proteinas totais. Niveis elevados de proteinas totais no plasma
também s&o observados em pacientes com doengas autoimunes, doencas inflamatérias cronicas
e paraproteinemia (Marshall, 2012). Alguns estudos que buscam explorar alteracbes em
proteinas no plasma de pacientes com HTLV-1 assintomaticos e com MAH/PET vém sendo
realizados recentemente, com muitos deles atribuindo niveis alterados de determinadas
proteinas ao desenvolvimento de doencas associadas a infec¢do por HTLV-1. A analise do nivel
de proteinas totais no plasma realizada no presente estudo ndo revelou diferencas significativas
entre as concentracBes de proteinas totais no plasma de individuos nédo infectados e aqueles
vivendo com HTLV-1. Além disso, foi revelado que ndo haviam diferencas significativas entre
0s niveis de proteinas totais entre pacientes assintomaticos e aqueles portadores de MAH/PET.
Estudo de Almaiman (2020) corrobora nossos achados. Ele descreveu um estudo de caso sobre
individuo, diagnosticado para HTLV-1, que doava sangue com frequéncia (de 6 em 6 meses
durante mais de 5 anos), comparando os dados, da analise do sangue do doador, anteriores ao
diagndstico. Foi constatado que o0s niveis de proteinas totais do individuo estudado
diagnosticado com HTLV-1 estavam préximos aos niveis encontrados antes da infeccao, e que
se assemelhavam a niveis obtidos em individuos saudéveis. Dados semelhantes sobre as
concentracdes de proteinas totais no plasma foram encontrados em pacientes com esclerose
maultipla, pois os autores do estudo ndo detectaram diferencas entre esses individuos e controles

saudaveis (Aksungar et al., 2008).

A enzima DAO &, principalmente, expressa no cérebro e medula espinhal, regides de
importancia nos processos patologicos induzidos em MAH/PET. A relagdo de DAO com
doencas do sistema nervoso central esté ligada ao seu papel na desaminacdo oxidativa de D-
serina, co-agonista de NDMARs. Os NDMARs estdo envolvidos no desenvolvimento cerebral
e na migracéo de células neuronais, e alteragdes em seu funcionamento ja foram relacionadas a
processos patogénicos em esquizofrenia (Papagni et al., 2011) e esclerose lateral amiotrofica
(Kondori et al., 2018). Durante nosso estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre
os niveis de DAO no plasma de individuos vivendo com HTLV-1 assintomaticos e aqueles
portadores de MAH/PET. No entanto, os niveis encontrados nos individuos vivendo com

HTLV-1 se mostraram elevados quando comparados com niveis previamente encontrados em
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individuos saudaveis (Lin et al., 2017). Concentracdes elevadas de DAO, como as encontradas
nas amostras analisadas, podem ser correlacionadas a degradacédo aumentada de D-serina. A D-
serina pode ser liberada de astrocitos e atua como co-agonista, junto com o glutamato, em
NDMARs (interacdo no sitio de ligacéo de glicina), promovendo uma super estimulacdo destes
receptores (Volterra e Meldolesi, 2005). Esse fendmeno de super estimulagcdo de NMDARs
leva a toxicidade, afetando importantes processos fisioldgicos do sistema nervoso central
(Volterra e Meldolesi, 2005). Katsuki e colaboradores (2004), demonstraram que adi¢do de D-
serina exdgena promove a morte de neurdnios corticais de ratos. Além disso, foram encontrados
niveis aumentados de DAO no soro de pacientes com comprometimento cognitivo leve e
Doenca de Alzheimer. Para estes pacientes, a gravidade dos déficits cognitivos se correlacionou
positivamente com os niveis aumentados de DAO. Também foi identificado um aumento dos
niveis de D-serina no soro desses pacientes, em estudo que sugere que dano causado no SNC
também esteja relacionado ao catabolismo da D-serina que promove a geracdo de perdxido de
hidrogénio (Orzylowski et al., 2021). Dentro deste contexto, temos o fato de que entre 50 a 80%
dos individuos com MAH/PET apresentam alteracdes inespecificas na massa branca cerebral,
detectaveis em exames de ressonancia magnética nuclear, mas em sua maioria sem sintomas
clinicos (Puccioni-Sohler et al., 2012). Além disso, comparado aos individuos ndo infectados,
um maior percentual de individuos portadores do HTLV-1 apresenta depressdo moderada ou
grave, principalmente, os pacientes com MAH/PET (Gascon et al., 2017). Os individuos
infectados também podem apresentar quadros de ansiedade, que associados a depressdo e ao
déficit cognitivo comprometem a qualidade de vida do individuo (Rocha-Filho e Gongalves,
2018). Champs e colaboradores (2019) observaram uma correlagdo positiva entre o
comprometimento cognitivo ¢ a presenca de mediadores inflamatérios (TNFa, 1L-6, 1gG) no

liquido cefalorraquidiano dos individuos com MAH/PET.

CXCL10, quimiocina ligante de CXCR3, é considerada um marcador para lesdes
inflamatdrias cronicas, e sua relagdo com processos patogénicos em MAH/PET vem sido
estudada recentemente. CXCR3 direciona a migragéo de linfocitos T ao sistema nervoso central
a partir da sinalizagdo por CXCL10. O uso de CXCL10 como marcador para MAH/PET ja
havia sido estudado com amostras de liquor, sendo observada uma correlagéo entre a atividade
da doenca e niveis elevados de CXCL10. Foi constatado, anteriormente, que pacientes
portadores de MAH/PET com alta atividade da doenca apresentavam maiores niveis de
CXCL10 no liquor, o que levaria a um progndstico desfavoravel. Por outro lado, menores niveis
de CXCL10 demonstraram uma baixa atividade da doenca, refletindo em um melhor
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progndstico (Sato et al., 2018). Estudos prévios também haviam demonstrado CXCL10 como
um marcador de resposta terapéutica em pacientes HAM/TSP, com concentrages mais baixas
de CXCL10 no liquor sendo associadas a uma melhora no prognostico (Tamaki et al., 2019).
Os niveis elevados de CXCL10 encontrados nas amostras de plasma de pacientes com HTLV-
1 estudadas podem sugerir um direcionamento elevado de linfocitos T infectados ao sistema
nervoso central, a partir da sinalizagéo elevada de CXCR3 por CXCL10. Porém, diferente do
que foi visto em estudos prévios com amostras de liquor, durante a presente analise ndo foi
possivel observar diferenca significativa entre os niveis plasmaticos de CXCL10 entre
individuos com HTLV-1 assintomaticos e aqueles portadores de MAH/PET. Entretanto,
encontramos uma correlagdo negativa entre DAO e CXCL10, sugerindo que a atividade de
DAO pode estar associada a um periodo mais precoce do desenvolvimento da doencga enquanto
gue os niveis de CXCL10 mais elevados sdo encontrados em pacientes com maior grau de
incapacidade motora. Para melhor correlacionar estes resultados seria necessario um numero

maior de pacientes com avalia¢do da Escala IPEC-2.

Niveis alterados de IL-6 foram associados a inflamacdo cronica (Kaplanski et al., 2003;
Kaur et al., 2020). Estudos prévios demonstraram a presenca de maiores concentragdes de IL-
6 no soro e liquor de pacientes com MAH/PET, quando comparadas as concentragcdes presentes
em amostras de individuos com HTLV-1 assintométicos e controles saudaveis, e esses niveis
se assemelhavam a aqueles de pacientes com esclerose multipla (Nishimoto et al., 1990). Nas
analises realizadas com plasma de individuos vivendo com HTLV-1 no presente estudo,
diferente dos dados encontrados anteriormente, ndo foi encontrada diferenca significativa entre
0s niveis de IL-6 no plasma de individuos vivendo com HTLV-1 assintométicos e aqueles
portadores de MAH/PET.

Como mencionado anteriormente, metaloproteinases de matriz como a MMP-2 sdo
importantes para a regulacdo de processos fisiologicos normais, tendo papel inclusive no
controle da migragdo celular atraves da barreira hematoencefélica. Foi demonstrado que a
patogénese de MAH/PET depende da quebra da barreira hematoencefalica, ainda que esse
mecanismo ndo seja totalmente entendido (Afonso et al., 2008). Niveis elevados de MMP-2
foram encontrados ap6s autopsia do cérebro de individuos com esclerose multipla, e esses
niveis elevados em esclerose multipla foram novamente constatados em amostras de plasma
(Avolio et al., 2003) e tiveram sua expressao elevada em mondcitos descrita (Bar-Or et al.,
2003). Teorias prévias sugeriam que niveis aumentados de MMP-2 corresponderiam a estagios

avancados crénicos de esclerose multipla (Avolio et al., 2003). Diferentemente, durante o
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presente estudo foram encontrados menores niveis de MMP-2 no plasma de pacientes com
maior grau de incapacidade motora. A correlagdo negativa entre os niveis plasmaticos de MMP-
2 e a escala IPEC2 pode ser associada ao grau de lesdo no sistema nervoso central, sugerindo
que o aumento do grau de incapacidade motora pode estar relacionado com a atividade da
MMP-2. Maiores estudos sdo necessarios para entender essa associa¢ao, que sugere correlacdo

com 0 mecanismo de quebra da barreira hematoencefalica.

Niveis elevados de LDH no sangue apontam para lesdo celular acentuada, e foram
previamente comprovados em pacientes com ATLL, outra doenca associada a infeccdo pelo
HTLV-1 (Lymphoma Study Group, 1991; Nishioka et al., 2005; Tsukasaki e Tobinai, 2013).
Nossa analise revelou maiores niveis de LDH no plasma de individuos ndo infectados
saudaveis, em comparacao aos niveis encontrados em individuos vivendo com HTLV-1, tanto

assintomaticos quanto portadores de MAH/PET.

Os niveis de nitrito, aqui estudados, dependem do metabolismo de NO, que por sua vez
media diversas funcdes celulares como a neurotransmissdo e regulacéo de respostas imunes. O
NO pode contribuir para dano tecidual ao causar vasodilatacdo, que pode ocorrer em conjunto
a distarbios na permeabilidade da barreira hematoencefalica. A atividade elevada de NOsintase
teve papel como mediador em neuroinflamacdes reportado em doencas neuroldgicas, como a
esclerose maltipla (Ljubisavljevic et al., 2014). Durante analise das concentrac@es de nitrito em
amostras de plasma de individuos vivendo com HTLV-1, constatamos que 0s niveis em
pacientes assintomaticos eram mais elevados quando em comparacao a aqueles encontrados em
pacientes portadores de MAH/PET. A correlacdo encontrada entre niveis plasmaticos de nitrito
elevados no plasma de pacientes com menor incapacidade motora, medida pela escala IPEC2,
ndo corresponde a dados reportados previamente para esclerose multipla, onde maiores niveis
de NO no liquor sugerem maior deficiéncia clinica. Alguns estudos que visavam correlacionar
a concentracdo de nitrito no plasma com a capacidade de exercicio de individuos demonstraram
que em adultos saudaveis o estresse fisiologico levava a um aumento de NOS endotelial, que
ultrapassava os niveis de consumo e causava um aumento visivel nos niveis de nitrito (Rassaf
et al., 2007; Dobrosielski et al., 2010). Em idosos, 0s niveis de nitrito falhavam em aumentar
apos exercicio, sugerindo uma inabilidade ou deficiéncia na producdo de NOS endotelial
durante estresse fisiologico (Dobrosielski et al., 2010). Os niveis mais baixos de nitrito em
pacientes com MAH/PET, e ainda aqueles com maior incapacidade motora, podem também

estar relacionados a alteragdes na capacidade de produgdo de NOS, como observado em idosos.
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No entanto, também ndo podemos descartar a falta da analise dos niveis de nitrato, que podem

alterar a interpretacdo destes dados.

Um dos dados atualmente utilizado para monitorar o possivel avango do quadro em
pacientes com HTLV-1 é a carga pré-viral. Durante o presente estudo, os dados disponiveis nos
prontuérios do INI/FIOCRUZ foram analisados, mas ndo foi encontrada correlacdo entre a

carga pro-viral e os niveis plasmaticos das substancias estudadas.

7. CONCLUSAO

Atraveés da andlise de niveis de proteinas totais, DAO, CXCL10, IL-6, MMP-2, LDH e
nitrito no plasma de pacientes com HTLV-1, esperamos colaborar com a possivel identificacéo
de biomarcadores associados ao desenvolvimento de MAH/PET. Em individuos com HTLV-1,
foram observadas alteracdes significativas nas concentrac@es plasmaticas de CXCL10, DAO,
LDH e nitrito, sugerindo relacdo dessas moléculas com a patogénese e utilidade no uso como
biomarcadores de evolucdo da doenga. Os dados obtidos a partir do estudo foram reunidos na

figura 12.
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Figura 12 — Correlagdes entre os dados obtidos durante o estudo. A figura reiine analises
realizadas a partir de amostras de plasma de individuos com HTLV-1 assintométicos (AC),
portadores de MAH/PET e néo infectados (s/D) sobre a carga pré-viral (CPV), escala IPEC2
(E.D), e as concentracdes de DAO, NO2- e CXCL10.
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Escala IPEC-2

Escore motor: Marcha( )
Normal
Anormal mas deambula de forma independente
Anormal e dependente de suporte unilateral eventual
Anormal e dependente de suporte unilateral permanente
Anormal e dependente de suporte bilateral eventual
Anormal e dependente de suporte bilateral permanente
Anormal, dependente de suporte bilateral permanente e uso ocasional de cadeira de rodas (CR)
Uso permanente de CR, & capaz de levantar e permanecer em pé sem suporte
Uso permanente de CR, usa os bragos para se levantar, permanece em pé sem suporte
Uso permanente de CR, precisa de ajuda de terceiros para se levantar e permanece em pé com
suporte
. Uso permanente de CR, ndo consegue se levantar, realiza movimentos voluntarios com os membros
inferiores quando sentado
11. Uso permanente de CR, ndo consegue se levantar, ndo apresenta movimentos voluntarios nos
membros inferiores

0000 O L0 N, e D

—
o

Escore motor: Corrida( )
0. Corre
1. Incapaz de correr

Escore motor: Subir escadas ( )
0. Sobe escadas
1. Sobe escadas somente segurando no corrimao
2. Incapaz de subir escadas

Escore motor: Pular ( )
0. Pula com um ou dois pés
1. Pula somente com os dois pés
2. Pula somente com suporte para as maos
3. Incapaz de pular

Escore de espasticidade: Clénus () — Ao apoiar os pés, eles tremem? Se sim, marcar (2)
0. Ausente
1. Somente induzido pelo examinador
2. Espontaneo

Escore de espasticidade: Espasmos flexores/extensores ( ) - Suas pernas ficam rigidas, esticando ou
dobrando involuntariamente?

0. Ausente

1. Presente

Escore sensitivo: Parestesias ( )
0. Ausente
1. Presente, eventualmente (>2 vezes semana)
2. Presente, permanentemente

Escore sensitivo: Dor lombar ( )
0. Ausente
1. Presente eventualmente (>2 vezes semana)
2. Presente permanentemente

Escore sensitivo: Dor de membros inferiores ( )
0. Ausente
1. Presente eventualmente (=2 vezes semana)
2. Presente permanentemente

Escore esfincteriano: Controle vesical ( )
0. Total
1. Urgéncia
2. Incontinéncia ou retencdo eventuais
3. Uso permanente de cateter de demora ou uso regular de cateter de alivio

Escore esfincteriano: Continéncia fecal ( )
0. Normal
1. Constipagéo
2. Incontinéncia ou retencéo total com necessidade de extragcdo manual ou enemas

Escore total: 131
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Anexo — Escala IPEC-2. Estados clinicos: 0 = Normal ou Assintomatico; 1-10 = LEVE; 11-
21 = MODERADA,; 22-31 = GRAVE; Piora ou melhora = Diferenca minima clinicamente
relevante de alteragcdo: + 5 pontos (ou cerca de 15%).
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