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RESUMO
Juliana Pinheiro dos Santos Abreu

Avaliacio da resposta antimicrobiana de pessoas vivendo com HTLV-1 contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus multirresistente.

Orientadora: Juliana Echevarria Lima

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacido no RCS Trabalho de Conclusio de Curso.

A infecgdo pelo Virus Linfotropico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1) ¢
endémica no Brasil e esta associada com o desenvolvimento de doencas inflamatorias, como a
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (MAH/PET). Trata-se de uma
doencga neuro-inflamatoria cronica, induzida por linfocitos T infectados com infiltragdo ativa e
secre¢do de citocinas inflamatorias, o que resulta em morte neuronal e perda da bainha de
mielina. Lesoes no sistema nervoso central (SNC) induzem a perda progressiva da capacidade
motora dos membros inferiores, podendo ocasionar como consequéncia a dependéncia da
cadeira de rodas e reduzindo assim a qualidade de vida. A infeccdo pelo HTLV-1 parece
promover um desequilibrio na resposta imune contra outros patdogenos e estd associada a maior
suscetibilidade a doengas outras infecciosas. Um exemplo sdo as infec¢des urinarias causadas
por E. coli e a dermatite infectiva causada por S. aureus. Assim, objetivo deste trabalho foi
estudar como a resposta imune humoral de pessoas vivendo com HTLV-1 se comporta frente a
infecgOes bacterianas e se ha alguma alteragdo na mesma associada aos quadros de persisténcia
de coinfecgdes. Para tal, investigou-se a presenca e funcionalidade de imunoglobulinas (Ig)
antimicrobianas através de amostras de soro e células de sangue periférico obtidas de individuos
HTLV-1" (assintomaticos-AC e MAH/PET) e de individuos néo infectados (NI), bem como as
populagdes de linfocitos B. Nao foi observado diferencas significativas entre as frequéncias de
subpopulagdes de linfécitos B em individuos AC se comparados aos MAH/PET. Verificou-se,
utilizando ensaio de ELISA, que pessoas vivendo com HTLV-1 apresentaram maiores niveis de
IgG e IgA totais em comparagdo aos individuos ndo infectados. Além disso, a IgM total se
encontra elevada em pacientes MAH/PET se comparado a AC. Também foi observado que
individuos assintomaticos possuem maior nivel de IgG anti-S aureus se comparado aqueles que
possuem MAH/PET. Identificou-se que pacientes MAH/PET tem o nivel elevado de IgG contra
antigeno bacteriano de Gram-negativas (anti-TolC) se comparados a AC, enquanto os niveis de
IgM se encontram reduzidos em pessoas HTLV-1* se comparados aos NI. Os resultados de
ensaios funcionais apontaram que as bactérias incubadas com o soro sdo mais fagocitadas.
Entretanto, as Igs obtidas de pessoas vivendo com HTLV-1 parecem apresentar menor
capacidade de opsonofagocitose para E. coli se comparados as obtidas de individuos nao
infectados. Além disso, a adi¢do de soro de pacientes HTLV-1* e NI exibiram a mesma
capacidade de opsonofagocitose para S. aureus. Entretanto, a incubagdo com soro de doadores
NI apresentou maior capacidade de inibir o crescimento de S. aureus se comparado as pessoas
HTLV-17. Enquanto a incubagdo com soro de pacientes com MAH/PET ndo reduziu
significativamente o crescimento de S. aureus. Por fim, nossos resultados sugerem que pessoas
vivendo com HTLV-1 apresentam os niveis elevados de Imunoglobulina total e contra antigenos
bacterianos, que pode ser resultante da infeccdo viral cronica e da exposicdo constante a
microrganismos. Todavia, a capacidade efetora das imunoglobulinas de pessoas vivendo com
HTLV-1 foi menor que a de individuos ndo infectados, corroborando o estado suscetivel destes
pacientes.
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ABSTRACT
Juliana Pinheiro dos Santos Abreu

Evaluation of the antimicrobial response from HTLV-1 infected individuals against
Escherichia coli and Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.

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
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Human T-Cell Lymphotropic Virus type 1 (HTLV-1) infection is endemic in Brazil and
is linked with pro-inflammatory conditions including HTLV-1-associated myelopathy/tropical
spastic paraparesis (HAM/TSP). HAM/TSP is a chronic neuro-inflammatory disease, induced
by infected T lymphocytes with active infiltration and secretion of inflammatory cytokines,
which results in neuronal death and demyelination. Injuries in the central nervous system (CNS)
induce the progressive loss of motor capacity of the lower limbs, wheelchair dependency and
decrease the quality of life. HTLV-1 infection appears to promote an imbalance in the immune
response against other pathogens and is associated with higher susceptibility to infectious
diseases, such as, E. coli urinary infections and infective dermatitis caused by S. aureus.
Therefore, this work aimed to study the humoral immune response of people living with HTLV-
1 against bacterial infections and its association with cases of persistence of co-infections. Thus,
we investigated the presence and functionality of antimicrobial immunoglobulins, comparing
serum and blood cells samples fromHTLV-1-infected individuals (HAM/TSP and
asymptomatic carries-AC) with uninfected donors (NI). We did not observe significant
differences between the frequencies of B lymphocyte subpopulations in AC individuals
compared to MAH/PET. The results showed that people living with HTLV-1 presented higher
total IgG and IgA levels compared to uninfected individuals. Furthermore, total IgM is elevated
in HAM/TSP patients compared to AC. It was observed that AC individuals have a higher levels
of IgG anti-S aureus compared to HAM/TSP patients. However, HAM/TSP patients exhibeted
an elevated level of IgG against Gram-negative antigen (anti-TolC) compared to AC, while IgM
levels are reduced in HTLV-1* people compared to NI. Following, we established assays to
investigate the effector functions of immunoglobulins, such as the opsonophagocytic capacity
of monocytes using E. coli and S. aureus and bacterial survival assays with S. aureus. The
results showed that the E. coli opsonization induced an improvement in phagocytosis. However,
serum from HTLV-I-infected patients promoted a lower opsonophagocytosis than NI
individuals serum. Moreover, the addition of serum from HTLV-1* and NI patients exhibited a
similar ability to opsonophagocytosis of S. aureus. However, opsonophagocytic killing assays
showed that only serum from NI donors significantly reduced S. aureus growth. Finally, our
results suggest that HTLV-1-infected individuals have high levels of total immunoglobulin and
against bacterial antigens, which may result from chronic viral infection and constant exposure
to microorganisms. However, the effector capacity of immunoglobulins in people living with
HTLV-1 was lower than that of uninfected individuals, corroborating the susceptible status of
these patients.



Keywords: HTLV-1, opportunistic bacterial infections, immunoglobulins,
opsonophagocytosis.
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RESUMO PARA LEIGOS

Juliana Pinheiro dos Santos Abreu

Avaliacido da resposta imune contra bactérias de pessoas vivendo com HTLV-1 no
combate a Escherichia coli e Staphylococcus aureus multirresistente.

Orientadora: Juliana Echevarria Lima

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

A infec¢ao pelo Virus Linfotropico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1) ¢
encontrada na populacdo brasileira e estd associada com o desenvolvimento de doengas
inflamatérias, como a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical
(MAH/PET). Trata-se de uma doenga que causa a destrui¢ao do sistema nervoso central (SNC),
que pode causar dor e perda de movimento das pernas. A doencga pode levar a dependéncia do
uso da cadeira de rodas e reduz a qualidade de vida do paciente. Além disso, os portadores do
HTLV-1 podem apresentar infec¢des oportunistas causadas por outros virus, bactérias etc. Um
exemplo dessas doencas sdo as infec¢des urinarias de repeticdo causadas pela bactéria
Escherichia coli e a dermatite infectiva causada pela bactéria Staphylococcus aureus. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi estudar como a resposta imunitéria, ou seja, resposta de
defesa de pessoas vivendo com HTLV-1 se comporta no combate as infecgdes bacterianas e
comparar essa resposta com a de pessoas nao infectadas. Em nossos resultados observou-se que
pessoas vivendo com HTLV-1 tém mais anticorpos, que sdo componentes da resposta de defesa,
totais e contra bactérias se comparado as pessoas nao infectadas. Os anticorpos podem se ligar
a bactéria, facilitando a sua identifica¢do e eliminagdo. Contudo, os anticorpos dos pacientes
com HTLV-1 funcionam de uma forma menos eficiente do que os encontrados em pessoas nao
infectadas. Assim, nossos resultados sugerem que esse prejuizo na resposta contra as bactérias
testadas favoreca o quadro de infec¢des bacterianas frequentes nesses pacientes, principalmente
aqueles com MAH/PET.
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1. Introducao

1.1. HTLV-1
1.1.1. Historico e Epidemiologia do HTLV-1

O virus linfotrépico de células T humanas do tipo I (HTLV-1) é um retrovirus humano
capaz de causar doencas inflamatérias e neoplasias. Na década de 1970 estavam sendo
caracterizados novos tipos de neoplasias linfoides através de andlises de moléculas de
superficies. Assim, em 1977 o grupo de Uchiyama se deparou com amostras de 16 pacientes
que apresentavam uma doenca de cardter linfoproliferativo com um perfil que divergia daquele
documentado na literatura, o que os fez deduzir que acharam um novo tipo de neoplasia de
células T e a denominaram com o nome de leucemia de células T do adulto (ATL). Os pacientes
portadores dessa doenca possuiam células leucémicas com caracteristicas de linfocitos T,
quando a maior parte das doengas leuc€micas reportadas eram causadas por neoplasias de
células B (Uchiyamam, Yodoi, et al., 1977). Além disso, na época ainda nao se sabia que o

agente etioldgico da ATL era um virus (Uchiyamam, Yodoi, et al., 1977).

Em 1979, o médico e pesquisador Robert C. Gallo e seu grupo foram capazes de isolar
um retrovirus humano capaz de causar cancer de uma amostra de células advinda de um
paciente portador de linfoma cutaneo de células T. Em seguida, o virus foi caracterizado e foi
provada a sua relacdo como agente causador da leucemia de células T do adulto pela presenca
de anticorpos especificos contra o HTLV-1 identificado por Gallo e seu grupo. Mais tarde,
também foram identificados anticorpos especificos para o0 mesmo virus em portadores de
paraparesia espdstica tropical, uma doenca neurodegenerativa identificada por Gessain et al
(1985) em pacientes caribenhos. Dessa forma, o HTLV-1 também foi associado como agente
etiolégico, o virus foi entdo renomeado de virus linfotropico de células T humanas do tipo 1
(Gallo, 2005). Desse modo, o isolamento do HTLV-1 foi um importante passo para quebrar o
paradigma de que os retrovirus ndo eram capazes de causar neoplasias em humanos, e assim

abrir portas para uma melhor compreensao e caracterizacdo dos oncovirus humanos.

Ap6s o isolamento do HTLV-1, outros tipos de HTLV foram identificados como o
HTLV-2, isolado pelo grupo de Gallo em 1981 de um paciente de um paciente com leucemia
de células pilosas, e o HTLV-3 e HTLV-4, que foram isolados a partir de individuos
assintomdticos na Africa Central (Mahieux, Gessain, 2009). Contudo, o virus HTLV-1

prevalece sendo de maior importancia clinica, ja que ele estd associado a doengas como o



linfoma/leucemia de células T do adulto (ATLL), a mielopatia associada ao HTLV-
1/paraparesia espdstica tropical (MAH/PET), uveite, entre outras doengas inflamatdrias

(Eusebio-Ponce, Anguita, et al., 2019; Hoshino, 2012).

Estima-se que haja cerca de 5 a 10 milhdes de pessoas vivendo com o HTLV-1 (HTLV-
1*) ao redor do mundo, destas aproximadamente 1 milhdo estdo localizadas no Brasil
(Marcusso, Van Weyenbergh, et al., 2019). Todavia, esse nimero € subestimado uma vez que
apenas 2 /3 dos paises do mundo foram investigados acerca da presenca de pessoas infectadas
pelo virus (Marcusso, Van Weyenbergh, et al., 2019). Além disso, a maioria desses estudos
focou na prevaléncia entre doadores de sangue, mulheres gravidas e pacientes hospitalizados,
sugerindo que o numero de infectados na populacdo em geral pode ser diferente do estimado
(Eusebio-Ponce, Anguita, et al., 2019). Os paises onde ha maior prevaléncia do HTLV-1 sdo o
Japao (Gessain, Cassar, 2012), diversos paises da Africa, como por exemplo Nigeria, Senegal
e Republica Democratica do Congo (Fleming et al., 1986; Williams et al., 1993, 1994; Jeannel
et al., 1993; Gessain, Cassar, 2012) e alguns paises da América Latina, tais quais Brasil, Peru
e Bolivia (Eusebio-Ponce, Candel e Anguita, 2019). Apesar de haver diagnostico para o virus
entre doadores de sangue, no Brasil a triagem pré-natal nao ocorre em todo o territério (Paiva,
Assone, et al., 2018), e no restante do mundo apenas o Japao realiza esta triagem (Kowada,
2023). As chances de pessoas vivendo com HTLV-1 desenvolverem doengas € relativamente
baixa, cerca de 5 a 10 % dos individuos infectados (Ernzen, Panfil, 2022), ou seja, a maioria
dos seus portadores sdo considerados carreadores assintomaticos (AC), e convivem com o virus
sem diagnostico, dificultando ainda mais o rastreamento da prevaléncia desse virus tanto em

um panorama mundial, como no Brasil.

1.1.2. Caracteristicas do HTLV-1

O HTLV-1 € um retrovirus humano que pertence a familia Retroviridae no género
Deltaretrovirus, sua particula viral tem sua estrutura composta de um envelope formado por
dupla camada lipidica e as proteinas gp21 e gp46, que estdo associadas a entrada do virus na
célula (Brites, Grassi, et al., 2021). O seu capsideo viral proteico contém o genoma viral, que €
composto de 2 fitas simples de RNA de polaridade positiva, protease, transcriptase reversa,
integrase, ¢ RNAse H, enzimas que facilitam a replicacdo viral. A transcriptase reversa €

responsavel pela transcricdo do RNA fita simples em DNA de fita dupla, que se integra ao



genoma da célula hospedeira, tornando-se o0 DNA proviral (Figura 1; Brites, Grassi, et al.,

2021).
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Figura 1. Estrutura representativa do HTLV-1. O HTLV-1 € um virus com genoma viral composto de duas
fitas simples de RNA de polaridade positiva, ele € envolto por uma dupla camada lipidica com as proteinas do
envelope gp46 e a gp21, dentro do capsideo além do genoma também estdo as proteinas p55, pl0 e p32, que
codificam para transcriptase reversa, protease e integrase (Adaptado de Brites et al., 2021).

O genoma da particula viral € composto por genes estruturais, como por exemplo, 0s
genes gag (que codifica proteinas do core), pol (que codifica a transcriptase reversa, RNAse,
endonuclease e protease) e env (que codifica a gp46 e a gp21, proteinas do envelope), limitado
por uma sequéncia de repeti¢do de terminal longa (LTR). Além disso, o HTLV-1 em particular
possui uma regido denominada de pX, localizada entre env e a extremidade 3’-LTR, na qual
sdo encontradas sequéncias de leitura aberta (open reading frames, ORF), que codificam
mRNA para proteinas reguladoras e acessorias, denominadas: Tax, Rex, p12, p21, p30, pl3 e
HBZ (Figura 2) (Seiki et al., 1983). Essas proteinas tém, entre outras fungdes nas células
infectadas, papel na replicacdo, propagagdo viral, na inducdo de instabilidades genéticas e
consequentemente, surgimento de mutagdes (Zhao e Matsuoka, 2012; Fuzii et al., 2014; Gross
e Thoma-Kress, 2016). Em especial, as proteinas Tax e HBZ t€m papel na patogénese das

doencas associadas a infeccdo. A expressdao de Tax estd associada a inducdo da proliferacao



celular persistente, o que leva a expansao de cé€lulas infectadas, ela também estd associada a
desregulacdo da resposta imune em pacientes MAH/PET. Ja a expressdao de HBZ parece estar
associada a reducdo da replicacdo viral e das respostas imunes, além de aumentar a
infectividade do HTLV-1, bem como esta associada a transformacao celular (Brites, Grassi, et
al., 2021). Ademais, alguns achados sugerem que a expressio de HBZ pode ser
compartimentalizada ou ocorrendo em conjunto com a expressao de Tax, facilitando a evasdo

do sistema imune e contribuindo para a patogénese da MAH/PET (Brites, Grassi, et al., 2021).

HTLV-1 regido pX
r
T
SLTR 3 LR
L3 RUS U3 RJUS

it I

A S [ SU_T™ |
’Rll):oso:r:1'al @]
rameshifts
3E)
eze}--
HBZ us.

Figura 2. Representacio esquematica do genoma viral. Os nomes de genes virais e proteinas sdo dadas em
letras maidsculas e mindsculas, respectivamente. as pontas de flecha vermelhas indicam locais de clivagem de
proteinas. Na imagem também estd representada a regido pX, que é exclusiva do HTLV-1 e codifica para proteinas
reguladoras e acessorias: Tax, Rex, p12, p21, p30, p13 e HBZ (baseado em Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).

1.1.3. Replicacao e infeccao viral

O HTLV-1 infecta principalmente linfécitos T CD4*, porém também tem capacidade de
infectar outras c€lulas do sistema imune, tais quais linfécitos T CD8*( Koyanagi et al., 1993;
Walter et al., 1994; Hanon et al., 2000; Nagai et al., 2001), linf6citos B (Koyanagi et al., 1993;
Walter et al., 1994 ) células dendriticas (Jones, Petrow-Sadowski, et al., 2008; Pique, Jones,
2012), mondcitos (Koyanagi et al., 1993 Walter et al., 1994) e macréfagos (Gessain, Saal et al
1990; Walter et al., 1994), porém em menor nimero (Hoshino, 2012). Em estudos ex vivo
realizados com uma coorte de pacientes assintomaticos, portadores de ATLL e MAH/PET, foi
encontrado o HTLV-1 integrado ao genoma de linfécitos T CD4*, CDS8*, linfécitos B,
mondcitos e macrofagos destes pacientes (Koyanagi et al., 1993). Estudo realizado in vitro
demonstrou que células dendriticas podem ser infectadas por particulas livres do virus, podendo
tornar-se produtivamente infectadas e desempenhar um papel central na disseminacao do virus
no organismo (Pique, Jones, 2012; Jones, Petrow-Sadowski, et al., 2008). A variedade de alvos

celulares do HTLV-1 se deve a capacidade de ligacdo das glicoproteinas do envelope de



interagir com receptores de superficie que estdo presentes em uma grande variedade de células,
sendo esses: o transportador de glicose GLUT]1, o proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) e

a neuropilina-1 (NRP-1) (Martin et al., 2016).

Desse modo, as proteinas do envelope viral interagem com os receptores da célula-alvo,
promovendo a aproximacdo, adesdo e fusdo entre o envelope viral e a membrana da célula,
resultando na liberacdo do genoma e as proteinas virais no citoplasma (Figura 3).
Posteriormente a entrada, o RNA viral € transcrito em DNA de dupla-fita pela acdo da
transcriptase reversa e € direcionado ao nucleo da célula. No nucleo, o DNA viral € integrado
ao genoma da célula pela atividade da integrase viral, resultando na estrutura denominada como
provirus. Posteriormente, a sequéncia do provirus € transcrita e traduzido pela maquinaria da

célula, gerando assim novas proteinas virais que se unem para a formacgao de novas particulas

virais (Figura 3). A principal forma de propagacdo do virus é a proliferacdo de células

infectadas (Martin, et al., 2016).
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Figura 3. Representacio esquematica do ciclo do HTLV-1. Apés a interagdo das proteinas do envelope viral
com os receptores da célula alvo ocorre a entrada do genoma do virus no citoplasma (A), apds a entrada, o genoma
de fita simples RNA é convertido em DNA de fita dupla pela transcriptase reversa (B, C). Apds, o genoma é
direcionado ao ntcleo (D) e € integrado ao genoma do hospedeiro pela atividade da integrasse viral (E, F). O
prévirus € entdo transcrito pela RNA polimerase celular (G) e modificado pds-transcricionalmente (H). O mRNA
viral completo é exportado do nucleo para o citoplasma (I). As proteinas virais s@o entdo traduzidas pela
maquindria celular do hospedeiro (J), e s@o transportadas para a membrana plasmadtica junto com o genoma (K).
Essas proteinas virais e o genoma se reinem em um local de brotamento para formar uma particula viral imatura
(L). A particula em brotamento se desprende da superficie celular (M) e passa por um processo de maturacao pela
acdo da protease viral para formar uma particula viral madura (N) (Adaptado de Martin et al., 2016).



1.1.4. Transmissdo do virus

O HTLV-1 pode ser transmitido por meio do contato sexual, por contaminagdo
sanguinea ou por meio da amamenta¢do (Eusebio-Ponce, Anguita, ef al., 2019). Apesar de ser
transmitido por transfusio sanguinea, foi demonstrado que produtos acelulares do sangue, como
o plasma, ndo sao infecciosos (Pique, Jones, 2012). Isso se dd provavelmente por dois motivos,
o primeiro € o fato de que as particulas virais livres sdo pouco infecciosas: apenas 1 em cada
103-10° virions tem capacidade infecciosa (Kalinichenko, Komkov, et al., 2022). Assim, essa
rota de transmissao € muito rara com algumas excecdes. Apenas alguns tipos celulares, como
por exemplo, as células dendriticas podem ser susceptiveis mesmo com baixa capacidade
infecciosa como demonstrado em estudos in vitro utilizando particulas livres (Pique, Jones,
2012). O segundo motivo € a baixa viremia da infec¢do, isso ocorre pois o mecanismo de
persisténcia do HTLV-1 € pela expansao clonal, principalmente (Pique, Jones, 2012). Estudos
realizados em sangue periférico de individuos infectados demonstraram que h4 alta quantidade
de clones com o mesmo sitio de integracao, derivados de uma célula infectada com o prévirus
integrado ao seu genoma (Pique, Jones, 2012). Sendo assim, por conta da baixa eficiéncia da
infec¢do pelo virion a rota de transmissao do HTLV-1 se d4, principalmente, pelo contato célula
a célula. Assim, a infec¢do pode ocorrer de 3 diferentes formas: sinapse viral, biofilme viral e

baseado em conduites celulares (Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).

A sinapse viral ocorre entre duas células proximas, uma infectada pelo HTLV-1 e uma
célula alvo. Ela se inicia quando a proteina do envelope Env se liga a molécula de HSPG, que
recruta NRP-1. Apds uma alteracdo conformacional o complexo Env/HSPG/NRP-1 facilita a
associacdo da proteina de fusdo viral gp21 ao receptor GLUT-1, promovendo a fusdo do virus
com a membrana celular (Figura 4) (Ghez, et al., 2010; Yasunaga, Matsuoka, 2014; Fujisawa,
2017). A interagdo € estabilizada pela ligacdo da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1)
e o antigeno-1 associado a funcao linfocitaria (LFA-1) (Starling, Jolly, 2016). Por conseguinte,
ocorre a polarizacdo do centro organizador de microtibulos (MTOC) desencadeado pela via de
sinalizagdo Ras-MEK-ERK, que ativa a reorganizacdo do citoesqueleto (Figura SA). Tais
eventos levam ao acumulo de Gag, Env e RNA viral no meio intercelular e promovem a
transferéncia do virus (Barnard, Igakura, ef al., 2005; Nejmeddine, Negi, et al., 2009; Igakura,
Stinchcombe, et al., 2003). A proteina viral Tax também tem papel nesse mecanismo e atua

sinergicamente com a ICAM, ativando a via de sinalizacdo CREB, aumentando a expressao da



proteina de ligacdo ao GTP, que regula a reorganizacido do citoesqueleto e migracdo celular

(Chevalier, Turpin, et al., 2014; Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).
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Figura 4. Representacio esquematica da entrada do HTLV-1 na célula. Modelo da entrada do HTLV-1 na
célula proposto por Ghez et al., (2010). O HTLV-1 se liga a HSPG, que recruta NRP-1, apds ocorre uma mudanga
conformacional no complexo HTLV/HSPG/NRP-1, facilitando a associag@o da proteina de fusdo viral ao receptor
GLUT-1, e promovendo a fusdo do virus com a membrana celular (Esquema baseado em Ghez, et al., 2010;
Yasunaga, Matsuoka, 2014; Fujisawa, 2017).

Células apresentadoras de antigenos (APC’s), como células dendriticas, podem ser os
primeiros alvos do HTLV-1 durante a transmissdo por relacdo sexual via mucosa (Alais,
Mahieux, et al., 2015; Rocamonde, Carcone, et al., 2019). Estudos in vitro revelaram que as
células dendriticas podem produzir particulas infecciosas e infectar linfocitos T. A interacdo
entre a célula hospedeira e a célula alvo também € estabilizada pela ligacao entre ICAM e LFA-
1 e dependente de HSPG e NRP-1 (Figura SB). Essa infeccdo pode ser do tipo trans ou cis. A
infeccao do tipo trans ocorre quando células dendriticas capturam o virus livre e logo apds o
transferem para células T alvo antes de se tornarem infectadas. J4 a transmiss@o do tipo cis
ocorre quando o virus € internalizado pelas células dendriticas, integrado ao genoma da célula,
produz novas particulas virais, e infecta a célula T posteriormente (Jones, Petrow-Sadowski, ef

al., 2008; Martin-Latil, Gnadig, et al., 2012).

Foi reportado que o HTLV-1 € o tnico virus (Kalinichenko, Komkov, et al., 2022) até
o momento com capacidade de formar uma estrutura denominada como biofilme viral (Figura
5C). Assim, esse biofilme é formado por matriz extracelular na superficie de células infectadas
e promove o actimulo de virions. Nao se sabe ainda como exatamente ocorre esse mecanismo
de transmissao, se as particulas virais se fundem com a membrana plasmaética da célula alvo ou

se sdo internalizadas e, em seguida, entram no citoplasma. Contudo sabe-se que a proteina Tax



possui um papel central na producdo desse biofilme (Pais-Correia, Sachse, et al., 2010; Maali,

Journo, et al., 2020; Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).

O HTLV-1 também pode infectar outras células via conduites celulares, ou seja,
prolongamento celulares como nanotubos que permitem a comunicacio entre células distantes
(Figura 5D). Sendo assim, essa estratégia de infeccdo permite a transmissdo do virus entre
células mais distantes pela conexdo através da emissdo desses conduites. A proteina viral p8
tem um importante papel na formacao desses conduites, pois ela € capaz de aumentar o nimero
e tamanho destes prolongamentos. Além disso, ela aumenta os contatos intercelulares, assim
elevando a eficiéncia da transmissdo do HTLV-1 para uma célula alvo ndo infectada (Gerdes,
Bukoreshtliev, et al., 2007; Fukumoto, Andresen, ef al., 2009; Van Prooyen, Gold et al., 2010;
Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).
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Figura 5. Representacao esquematica dos mecanismos de transmissao célula a célula do HTLV-1. Na figura
(A) estd representada a sinapse viral que ocorre entre células préximas. Em (B) estd representada a sinapse viral
que ocorre entre células mediada por APC’s. Em (C) estd uma representagdo do biofilme viral formado de matriz
extracelular. Em (D) estd representado a infec¢@o por conduites que ocorre entre células distantes (Baseado em
Kalinichenko, Komkov, et al., 2022).



1.2. Doencas associadas ao HTLV-1
1.2.1. Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia espastica tropical (MAH/PET)

A Mielopatia associada ao HTLV-1 € uma doenca de cariter crOnico e progressivo que
pode se desenvolver em pessoas vivendo com HTLV-1. Ela leva a perda progressiva da
capacidade motora dos membros inferiores, diminuindo a qualidade de vida e podendo levar a
dependéncia de cadeira de rodas. A chance de desenvolver a doenga € relativamente pequena,
estima-se que entre 0,25% (no Japao; Kaplan et al., 1990) — 5,3% (no Brasil; Romanelli et al.,
2013) entre os doadores de sangue, contudo ela possui grande interesse clinico, ja que causa

lesdes irreversiveis ao sistema nervoso central (SNC) (Orland et al., 2003).

Ademais, ndo se tem nenhuma vacina ou antiviral contra o HTLV-1, e o tratamento atual
da MAH/PET ¢ eficaz apenas para melhora dos sintomas e aumento da qualidade de vida
(Araujo et al., 2020). O tratamento € feito para modular ou suprimir o sistema imune através
do uso de corticoides, ele € eficaz especialmente nos primeiros anos da doenca, onde o processo
inflamatério no SNC € intenso (Arimura et al., 2007; Nagai et al 2013; Saito et al., 2004;
Tamaki et al., 2019). No Japao o uso de interferon o (IFNa) tem sido utilizado para o tratamento
da MAH/PET (Arimura et al., 2007). Entretanto, o tratamento ndo € eficaz em parar o curso
natural da doenca e as lesdes no SNC continuardo a ocorrer. Também se faz uso de
medicamentos que amenizem outros sintomas da doenca, os pacientes podem apresentar

quadros de dor intensa, constipa¢do e comprometimento urindrio (Bangham, et al., 2015).

Apesar da doenga ser considerada de cardter progressivo, onde ela usualmente se inicia
na fase adulta e o pico de desenvolvimento dos sintomas € por volta de 40-50 anos, hé casos na
literatura de pessoas que desenvolveram a doenca meses apds serem infectadas pelo virus. Esse
tipo de progressao rapida de desenvolvimento da doencga estd associado com a intensificacao
dos sintomas em um curto periodo (Nagai et al., 1998; Coler-Reilly et al., 2016). Além disso,
outro fator de risco para a rdpida progressao dos sintomas € a carga proviral (Nakagawa et al.,

1995; Olindo et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Representacao esquematica da progressao da doenca. A progressio da doenga varia entre os
pacientes. A progressdo da doenga pode ser de maneira muito lenta, lenta continua, lenta descontinua ou de
progressdo rapida. Inicialmente os sintomas da MAH/PET se apresentam como fraqueza ou rigidez nos membros
inferiores, progredindo para uma marcha espdéstica, podendo levar a dependéncia de bengala ou andadores (muito
lenta), e, por fim, em casos graves leva a dependéncia de cadeira de rodas (progressao rapida) (Esquema baseado
em Yamano, Sato, 2012).

Os principais sintomas clinicos da doenca sdo a disfuncdo motora e sensorial dos
membros inferiores e disturbios esfincterianos da bexiga e intestino. Inicialmente, a disfun¢do
motora se apresenta como uma fraqueza ou rigidez dos membros inferiores, progredindo para
uma marcha espdstica, e por fim, nos casos mais graves, o paciente se torna dependente de
cadeira de rodas. Eles também podem apresentar consequéncias do distirbio sensorial nos
membros inferiores, tais quais parestesias, dor e dorméncia (Yamauchi, Araya, et al., 2021). O
grau de acometimento motor dos pacientes pode ser avaliado pela escala de incapacidade
neuroldgica do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (EIPEC-2) (Lima, Bica e Araijo,
2005) ou pela Escala de Incapacidade de Osame (Osame et al., 1990). Os pacientes podem
apresentar constipacdo ou bexiga neurogénica, aumento de frequéncia, noctiria (ou diurese
noturna), incontinéncia urindria ou podem apresentar reten¢do culminando na necessidade de

uso de cateter (Yamauchi, Araya, et al., 2021).
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Ainda ndo se entende completamente o mecanismo que leva ao desenvolvimento da
MAH/PET, contudo a hipétese mais aceita é do modelo bystander, onde células T CD4*
infectadas pelo HTLV-1 sdo ativadas e migram para a regido da medula espinhal, mais
comumente para regido tordcica (Umehara et al., 1993). L4 as células T CD4" atravessam a
barreira hematoencefélica e secretam citocinas inflamatérias no local, levando a ativagdo de
astrdcitos, que passam a produzir e secretar quimiocinas (CXCL9, CXCL10 e CXCL11). As
quimiocinas promovem tanto o recrutamento tanto de linfécitos T citotéxicos CD8* quanto de
linfécitos T CD4*, além de fagdcitos (Enose-Akahata et al., 2012; Bangham et al., 2015; Souza
et al., 2021). A intensa resposta imune local promove a morte neuronal e perda da bainha de

mielina (Figura 7) (Jacobson, et al 1990; Nagai, Yamano et al, 2001; Fuzii et al., 2014).
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Figura 7. Modelo esquematico proposto para manutencio da inflamacio cronica na medula espinhal de
pacientes MAH/PET. Os linfécitos T CD4*CCR4* liberam IFN-y, que estimula os astrocitos a produzirem
CXC10. A quimiocina promove o recrutamento de células T CXCR3* produtoras de IFN-y, assim promovendo o

processo inflamatdrio cronico no local (Adaptado de Charles RM Bangham et al., 2015).

O infiltrado de células durante a MAH/PET € caracterizado pela presenca de linfécitos
do tipo Thl (Goon et al., 2002; Narikawa et al., 2005), que expressam citocinas pro-
inflamatdrias, tais quais Interferon-gama (IFN-y), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e

interleucina-1p (IL-1B) (Umehara et al., 1993). Também j4 foi demonstrado que as células T
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CD4"CCR4" infectadas pelo HTLV-1 expressam moléculas comuns de linfécitos Thl, como
T-bet, INF-y e Chemokine C-X-C-Motif Receptor 3 (CXCR3) (Araya et al., 2014). Foi
demonstrado que a maior expressao de IFN-y tem um papel fundamental na manutencao da
doenga, a hipdtese é que essa citocina estimula astrdcitos a produzirem a quimiocina C-X-C
motif chemokine ligand 10 (CXCL10), que induz a migragao de células T CXCR3", essas
células entdo irdo produzir mais IFN-y, resultando na migragdo continua de células e
promovendo a manutencdo da inflamag¢do no local (Ando et al., 2013; Bangham et al 2015;

Yamano, Coler-Reilly, 2017).

Posto isso, foi demonstrado que a infec¢do pelo HTLV-1 também pode estar relacionada
a alteracOes de fungdes e frequéncias de células imunes. Uma maior frequéncia de células B foi
encontrada no LCR de pessoas MAH/PET (Enose-Akahata, Azodi, et al., 2018) e de células B
secretoras de anticorpos anti-HTLV-1 foram detectadas tanto no sangue periférico quanto no
LCR de pacientes MAH/PET (Enose-Akahata, Azodi, et al., 2018). Além disso, estudos
demonstram que a resposta humoral de individuos com HTLV-1 pode diferir da de individuos
nao infectados (Belec, Jean Georges, et al., 1996). Outrossim, cerca de 47% dos pacientes
HTLV-1+ apresentam hipergamaglobulinemia (Belec, Jean Georges, et al., 1996). A
hipergamaglobulinemia pode ser resultado de infecgdes virais e € caracterizada pelo nivel
elevado de imunoglobulinas no sangue, assim causando um desequilibrio na resposta imune

(Snyder, 2018).

1.2.2. Doencas associadas a infec¢ao pelo HTLV-1

Além da MAH/PET, outra doenga associada ao HTLV-1 que levanta grande interesse
clinico € a Leucemia de Células T do adulto (ATL), que configura um processo carcinogénico.
O risco de desenvolver a doenga € de cerca de 2% a 7% entre os individuos infectados no Japao
(Schierhout, McGregor et al., 2020). Ela é uma doenca de cardter linfoproliferativo
extremamente agressiva, que afeta principalmente células T CD4". Geralmente, a ATL ¢ fatal
e pode causar uma grave imunossupressao (Rosadas, Taylor, 2022). Assim como a MAH/PET,
ainda ndo se compreende totalmente os mecanismos que levam ao desenvolvimento da ATL.
A doencga parece surgir como consequéncia da proliferacdo clonal e de transformagdes
progressivas nas células infectadas pelo HTLV-1, que adquirem um fendtipo cancerigeno
(Eusebio-Ponce, Anguita, et al., 2019). Ademais, estudos apontam que proteinas virais tais

quais Tax e HBZ desempenham um importante papel no processo oncogénico, promovendo a
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persisténcia viral, estimulacdo do crescimento e desenvolvimento de neoplasias (Philip, Zahoor,

etal.,2014).

Além da MAH/PET, o HTLV-1 foi associado a outras doencas de carater inflamatério,
tais quais uveite, dermatite, polimiosite e artrite, sindrome de Sjogren, tireoidite, alveolite
linfocitica, ele também parece estar associado a maior susceptibilidade a doencas infecciosas,
tais quais tuberculose e estrongiloidiase (Eusebio-Ponce, Anguita, et al., 2019). A infeccdo pelo
virus parece promover um desequilibrio na resposta imunoldgica frente a outros patégenos.
Estudo realizado por Grassi e colaboradores (2016), revelou uma maior incidéncia de
tuberculose em portadores do HTLV-1 (3,3/1000 habitantes) se comparados a individuos nao

infectados (1,1/1000 habitantes).

Além de maior suscetibilidade aos casos, a presenca da infeccdo do HTLV-1 parece
também estar relacionada a um pior prognostico dos sintomas e dificuldade em resolver
processos infecciosos. Um estudo realizado por Porto e colaboradores (2004) demonstrou que
individuos HTLV-1" t€m maior suscetibilidade para a infeccdo com Schistosoma mansoni
comparado a pessoas nao infectadas. Além disso, nesses pacientes observa-se uma maior taxa
de falha no tratamento contra a infeccdo por esse platelminto, contudo os autores também
observaram que os individuos co-infectados apresentavam uma menor taxa de excrecdo de
ovos, sugerindo uma menor carga parasitdria (Porto, Santos, et al., 2004). Ja em estudos
realizados em quadros de coinfeccdo entre HTLV-1 e Strongyloides stercoralis foi demonstrado
uma maior taxa de carga parasitdria, infecc@o cronica e doenga grave (Newton, Limpuangthip,
et al., 1992; Robinson, Lindo, ef al., 1994; Dixon, Yanagihara, et al., 1989; Goon, Bangham,
2004).

7z

A infec¢dao pelo HTLV-1 também é muito associada com o surgimento de lesdes
dermatoldgicas. Um estudo feito por LaGrenade e seu grupo no ano de 1990 com criangas da
Jamaica, demonstrou que de 14 criangas apresentando dermatite infectiva, caracterizada como
um quadro grave de doenca eczematosa cronica com presenca de crostas (Gongalves, Proietti,
etal.,2010; McGill, Vyas, et al., 2012), todas eram soro-positivas para HTLV-1. Corroborando
esses dados, o estudo realizado por Okajima e seu grupo avaliaram a presenga de doencas de
pele em uma coorte de 193 pacientes vivendo com HTLV-1 pelo periodo de 2 anos, os
resultados demonstraram que 76% dos individuos assintomdticos e 88% dos pacientes
MAH/PET possuiam algum tipo de doenca de pele, apontando uma possivel relacdo entre a

infecgdo pelo HTLV-1 e complicagdes dermatoldgicas (Okajima, Oliveira, et al., 2013).
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1.3. Infec¢oes bacterianas
1.3.1. Infeccao urinaria causada por E. coli

As infecc¢des do trato urindrio (ITU) sdo resultado da colonizagdo de microrganismos
no mesmo, entre as mais comuns estdo as infeccdes causadas por bactérias, que afetam cerca
de 150 milhdes de pessoas por ano no mundo todo (Flores-Mireles, Walker et al., 2015). As
ITUs podem ser causadas tanto por bactérias Gram negativas, quanto por bactérias Gram
positivas. No Brasil as ITUs sdo as mais comuns infec¢des nosocomiais e estdo relacionadas
com o aumento da morbidade em hospitais. A bactéria mais comumente encontrada nestas
infeccdes foi a E. coli (Almeida, Simdes e Raddi., 2007), bactéria Gram-negativa e com perfil

de resisténcia a antibioticos (Almeida, Simdes e Raddi., 2007; Raeispour, Ranjbar., 2018).

As bactérias Gram-negativas apresentam esta denominacdo pois ndo retém o corante
violeta utilizado no método de Gram, técnica utilizada para separar os tipos bacterianos com
base na morfologia de sua parede celular (Breijyeh, Jubeh, B e Karaman, 2020). Assim, a parede
das bactérias pode ser dividida em trés camadas: 1) a membrana externa, que possui
lipopolissacarideos (LPS), estd relacionada a protecdo da bactéria e é capaz de induzir uma
resposta imune (Figura 8A; Silhavy, Kahne e Walker, 2010); 2) o espago periplasmético, um
espaco aquoso, que contém muitas proteinas (Silhavy, Kahne e Walker, 2010); 3) a membrana
interna, que estd relacionada com a funcao estrutural, transporte e biossintese (Breijyeh, Jubeh
e Karaman, 2020). Assim, gracas a essa morfologia tnica das bactérias Gram-negativas, elas
estdo comumente associadas a resisténcia e altas taxas de morbidade e mortalidade (Breijyeh,
Jubeh e Karaman, 2020). Portanto, o tratamento das infec¢Oes urindrias se mostra um grande
desafio, pois 0 uso de antibidticos pode alterar a microbiota e culminar no surgimento de

bactérias resistentes (Flores-Mireles, Walker, et al., 2015).

H4 diversos mecanismos pelos quais as bactérias podem apresentar resisténcia, como
por exemplo, a expressdo de bombas de efluxo, que reduzem as concentragdes intracelulares de
antibidticos (Reuter et al., 2020). Esses transportadores se caracterizam por serem capazes de
excretar uma gama de antimicrobianos e assim conferir resisténcia a multiplos antibidticos para
o microrganismo (Schuldiner, 2018). Um desses transportadores mais conservados entre as
bactérias Gram-negativas € a bomba de efluxo formada pelo complexo AcrAB-TolC (Figura
8B), que ¢ altamente eficiente na eliminacdo de antimicrobianos presentes no espaco

periplasmatico (Blair, Richmond, Piddock et al., 2014).
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Figura 8. Representacio visual do LPS e da proteina TolC encontrados em bactérias Gram-negativas. (A)
Representacdo da estrutura do LPS, que estd presente na membrana externa de bactérias Gram-negativas e,
portanto, pode entrar em contato com o sistema imune e induzir resposta. (B) Representacio da estrutura da bomba
de efluxo formada pelo complexo AcrAB-TolC, que € capaz de transportar vetorialmente uma gama diversificada
de compostos com pouca similaridade quimica, conferindo resisténcia a um amplo espectro de antibidticos.
Baseado em Schuldiner, 2018 e com a imagem criada com o site Biorender.

1.3.2. Infeccao de pele causada por S. aureus

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e estd em constante contato com o0 meio
externo, podendo ser considerada a primeira linha de defesa do corpo. A microbiota da pele, ou
seja, as colonias de microrganismos comensais no local, desempenham um papel importante
em manter a pele em homeostase, ao ajustar o pH, impedir a colonizacio de outros
microrganismos que sejam prejudiciais ao corpo e estimular o sistema imune para assim
promover a imunocompeténcia (Parlet, Brown e Horswill., 2019). Entre a microbiota da pele,
as bactérias do género Staphylococcus sao um dos seus colonizadores mais comuns (Parlet,
Brown e Horswill., 2019). O género Staphylococcus € composto por cocos que possuem uma
espessa camada de peptideoglicana, que retém o cristal violeta no método de coloracdo de
Gram, assim classificando esse género como bactérias Gram-positivas (Sizar, Leslie e Unakal,

2023).

Uma grande parte das bactérias do género Staphylococcus sdo comensais, contudo ha
também patdgenos oportunistas, sendo a Staphylococcus aureus a espécie que recebe o maior
destaque. Apesar dessa bactéria estar em relativamente menor quantidade na pele em

comparacao com outras espécies dentro do género Staphylococcus, ela é responsavel por cerca
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de 70% dos casos de infeccdes de pele e esta relacionada a surtos de infec¢des nosocomiais e
associadas a comunidade (Parlet, Brown e Horswill., 2019; Andrade, et al., 2020). A infeccdo
causada por essa bactéria estd associada desde pequenas lesdes de pele até as mais graves, como
no caso de furtinculos e abcessos, que apesar de ndo apresentarem um risco a vida podem causar

muita dor (Cheung, Bae e Otto, 2021).

A bactéria persiste tanto em infecgdes nosocomiais quanto comunitarias por conta de
seu perfil de resisténcia a antibidticos, sendo a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) endémica em hospitais e € a principal bactéria envolvida em infec¢des nosocomiais.
Além do perfil de resisténcia que prejudica o seu tratamento e promove a persisténcia, a
Staphylococcus aureus possui diversos mecanismos de escape do sistema imune, entre eles
podemos destacar o papel da proteina A (SpA), que é encontrada na parede celular da bactéria
e pode ser secretada (Kobayashi, DelLeo, 2013). A SpA tem afinidade pela por¢ao Fc das
imunoglobulinas e ao se ligar a elas consegue impedir o processo de opsonizacdo da bactéria,
assim diminuindo sua chance de ser fagocitada (Figura 9A-C). Além disso, a SpA também se
liga a regido Fab do receptor de células B, a IgM ancorada na membrana, agindo como um

superantigeno e promovendo a apoptose (Figura 9B; Cheung, Bae e Otto, 2021).
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Figura 9. Mecanismos de escape associados a proteina SpA encontrada em S. aureus. (A) Representacio da
ligagdo da proteina A (SpA) a porcdo Fc das imunoglobulinas e consequente sequestro dos anticorpos, assim
diminuindo a fagocitose. (B) Proteina SpA se liga a por¢do Fc das células B agindo como um superantigeno e
promovendo apoptose, também culminando com a diminui¢do da fagocitose. (C) Representagdo do processo de
fagocitose normal, onde a bactéria opsonizada com o anticorpo se liga pelo anticorpo ao receptor Fc de uma célula
fagocitica, no caso da imagem um neutréfilo (PMN). Figura adaptada de Kobayashi, DeLeo, 2013.
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1.4. HTLV-1 e infeccoes bacterianas causadas por E. coli e S. aureus

Cerca de 16 condicdes clinicas diferentes de coinfecc@o foram relacionadas a infec¢ao
pelo HTLV-1 e entre elas estdo as infec¢des do trato urindrio (ITUs) (Rosadas, Taylor, 2022).
Um estudo feito com doadores de sangue nos Estados Unidos demonstrou que pessoas vivendo
com HTLV-1 tém maior chance de desenvolver infec¢do da bexiga e rins, com uma média de
1,75 casos no periodo aproximado de 4 anos, se comparado a individuos nao infectados, cuja
média € de 0,63 casos no mesmo periodo (Murphy, Wang, et al., 2004). Em outro estudo com
cerca de 115 pessoas vivendo com HTLV-1 realizado no Hospital Universitario Professor
Edgard Santos (Bahia, Brasil), foi demonstrado que dentro do grupo de pacientes HTLV-1*
cerca de 48,2% nao apresentavam ITU, dentro dos positivos para ITU 8,5 % dos pacientes eram
assintomdticos, enquanto cerca de 43,3% eram MAH/PET (Castro et al., 2005). A maior
frequéncia de casos em pacientes com MAH/PET provavelmente estd relacionado com a
disfun¢do motora decorrente da doenga (Salameh, Mohajer e Daroucihe., 2015). Nesse mesmo
estudo foi observado que a E. coli foi a bactéria mais frequentemente isolada nas culturas
(50%), seguida de Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp. Esse achado ndo € surpreendente
visto que a E. coli € o agente etiol6gico com maior frequéncia em casos de infeccdes urindrias

(Flores-Mireles, Walker, et al., 2015).

Outra bactéria comumente encontrada em casos de coinfeccdes em pacientes vivendo
com HTLV-1 € a Staphylococcus aureus. Como ja mencionado, o HTLV-1 parece ter relagdao
com complicagdes dermatoldgicas (La Grenade et al., 1990; Okajima, Oliveira, et al., 2013).
Nos estudos realizados por Lagrenade o agente etiologico mais comum era a S. aureus, positivo
em 10 dos 11 swabs coletados da pele das criancas com dermatite infectiva (LaGrenade et al.,
1990). Outros casos de dermatite infectiva em individuos vivendo com HTLV-1 tiveram
amostras para a realizacdo de cultura, as quais tiveram resultado positivo para S. aureus
(Maragno, Casseb, et al., 2009; Cassar, Einsiedel, et al., 2013). Essa associacdo da dermatite
infectiva com a presenga de S. aureus € tao prevalente, que a presenca de cultura positiva em
lesdes de pele ou narina inferiores para essa bactéria é considerada um critério menor para o
fechamento do diagnéstico da dermatite infectiva em pessoas vivendo com HTLV-1 (La
Grenade, Manns, et al., 1998). Acreditava-se que os casos de dermatite infectiva associada ao
HTLV-1 s6 ocorriam durante a infancia, contudo foram relatados casos deste quadro em
adultos. Atualmente, ja estd estabelecido que a dermatite infectiva também se inicia na fase
adulta (Bittencourt, Maria, 2005; Maragno, Casseb, et al., 2009; Cassar, Einsiedel, et al., 2013;
Bravo, 2020).
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1.5. Resposta imune contra infeccoes bacterianas

O sistema imunitério é responsdvel por manter o corpo em homeostase e em casos de
perturbacao, como a infec¢do por um patdgeno, por exemplo, ele age como uma linha de defesa.
Uma gama de mecanismos pode ser desencadeada para devolver o corpo ao seu estado
homeostatico (Sattler, 2017). Os mecanismos podem ser divididos em dois tipos, os inatos,
desencadeados por diferentes tipos celulares, que possuem estruturas capazes de reconhecer
moléculas conservadas em microrganismos, os chamados receptores de reconhecimento de
padrao (PRR). J4 o outro tipo € conhecido como imunidade adaptativa, desencadeado por
células B e/ou T, que realizam o reconhecimento especifico dos de antigenos através de seus

receptores (Medzhitov, 2007).

As bactérias podem ser reconhecidas por PRRs, que sdo expressos tanto por células
imunes como por outros tipos celulares, como € o caso dos queratindcitos. Essas células
epiteliais podem reconhecer a S. aureus através dos receptores do tipo Toll (TLR), mais
especificamente TLR-1, 2 e 6, que reconhecem lipopeptideos, dcido lipoteicdico e
peptidoglicana (Miller, 2008; Krishna, Miller, 2012). J4 a E. coli também € reconhecida pelos
TLRs presentes em células do estroma e hematopoiéticas na bexiga, contudo sdo os TLR-4 e
TLR-5, que reconhecem o LPS e flagelina bacterianos, respectivamente (Bdckhed, Soderhill,
etal., 2001, Andersen-Nissen, Hawn, et al., 2007). Apds o reconhecimento por TLRs, as células
irdo produzir e secretar citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas capazes de atrair neutréfilos,
as primeiras células fagociticas a chegarem no local da infeccdo. As células fagociticas sao
capazes de englobar particulas e compartimentalizadas em uma estrutura conhecida como

fagossomo (Deshpande, Wadhwa, 2022).

Os neutrofilos sao células fagociticas originadas na medula 6ssea e que apresentam vida
curta na circulagao. Neutrdfilos imaturos sdo caracterizados pela expressdao de CXCR4™, eles
sao retidos na medula gracas a presenca de seu ligante a quimiocina CXC-chemokine ligand 12
(CXCLI2) secretada por células estromais. Posteriormente, a sinalizagdo via CXC-chemokine
receptor 2 (CXCR?2) junto a diminui¢do da expressdo de CXCR4" promove a migragdo de
neutréfilos maduros para o sangue periférico. Na circulagdo essas células expressam altos niveis
de CD62L, CXCR2 e baixos niveis de CXCR4. Quando esses neutrofilos entram em

senescéncia, eles aumentam expressdo de CXCR4" e se dirigem para a medula, onde apos
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entrarem em apoptose sdo eliminados por macréfagos subsequentemente (Jaillon, Ponzetta, et

al., 2020).

Durante a resposta inflamatéria citocinas como IL-1a, IL-1p, TNFa e IL-6 induzem a
regulacdo positiva de moléculas de adesdao no endotélio e em neutréfilos. Esse fendmeno
modifica a circulacao de células sobre o endotélio, promovendo o rolamento, adesado e posterior
transmigrag@o para o sitio de infeccao realizada pelos neutrdfilos. A sinalizacdo desencadeada
pelos PRRs também induz a secrecdo de quimiocinas que atraem neutr6filos, como CXCLI1,
CXCRL2, CXCL5 e CXCLS, promovendo a saida do neutréfilo da medula éssea (Ley,
Laudanna, et al., 2007; Krishna, Miller, 2012). No local da infecc¢do, os neutréfilos podem
lancar mao de diversos mecanismos para eliminar as bactérias. Um deles € a expressiao de
receptores para a por¢cao Fc das imunoglobulinas (FcxR), que irdo induzir a fagocitose mediada
por anticorpos. No fagossomo as bactérias serdo eliminadas pela presenca de espécies reativas
de oxigénio, peptideos antimicrobianos, atividade de proteases e hidrolase, ou/e pelo sequestro

de nutrientes (Ley, Laudanna, et al., 2007; Krishna, Miller, 2012).

E vilido ressaltar que além de neutréfilos outras células da imunidade inata também
agem no local da infec¢do, como os mondcitos. Mondcitos sdo células fagociticas também
originadas na medula dssea, posteriormente eles adentram o sangue e circulam pelo corpo.
Processos infecciosos promovem o recrutamento de mondcitos para os tecidos onde fazem uso
de diversos mecanismos antimicrobianos para lidar com as bactérias (Espinoza, Emmady,
2023). Os mondcitos podem ser classificados de acordo com a expressio de CD14
(glicoproteina de membrana acesséria do TLR-4) e de CD16 (FcyRIII). A populagdo majoritaria
(cerca de 90%) ¢ classificada como mondcitos classicos (CD14"CD16"), enquanto a menor
populagdo (cerca de 10%) se divide em intermediarios (CD147"CD16") e ndo classicos
(CD14"CD16"") (Ziegler-Heitbrock, Hofer, 2013). Os mondcitos tém uma menor capacidade
fagocitica se comparados aos neutréfilos (Steigbigel, Lambert e Remington, 1974), contudo
eles sdo capazes de se diferenciar em macréfagos, que possuem alta capacidade fagocitica e
células dendriticas (Espinoza, Emmady, 2023). As células dendriticas possuem véarios
receptores de reconhecimento de padrdao que promovem a sua ativagdo. Além disso, as proteinas
derivadas dos agentes infecciosos podem ser processadas, associadas as moléculas de superficie
conhecidas como complexo principal de histocompatibilidade (MHC) I ou II, e posteriormente,

apresentadas para células da imunidade adaptativa, os linfécitos T. (Medzhitov, 2007).
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As células T com TCRap podem ser CD4* ou CD8*, que interagem com MHC de classe
IT e I, respectivamente. As células T CD8* sdo células citotoxicas que, geralmente, estdo
envolvidas na resposta organismo contra patégenos intracelulares e células tumorais (Wong,
Pamer, 2003). Assim, como a maioria das cepas de E. coli sdo patégenos extracelulares (Kaper,
Nataro, Mobley, 2004) e a S. aureus também € descrita majoritariamente como um patégeno
extracelular, com excecdo de algumas cepas que podem possuir um aspecto intracelular que
corrobora com o escape da resposta imune (Hommes, Surewaard, 2022). Desta forma, as células
T citotoxicas ndo sdo eficientes para lidar com essas bactérias. Ja as células T CD4" também
chamadas de linfécitos T auxiliares podem se diferenciar em diversas subpopulagdes,
caracterizadas pela expressao de diferentes moléculas de superficies e pela producdo e secrecao
citocinas. Seu papel € modular as respostas de outros tipos de células imunes, como por
exemplo, as células B, que estdo relacionadas com a resposta imune humoral, cuja atividade é
altamente eficiente no combate a patégenos extracelulares de origem bacteriana, tais quais a E.

coli e S. aureus (Wik, Skalhegg, 2022, Janeway et al, 2001).

As células B sdo células da imunidade adaptativa que podem ser ativadas de forma T
independente. A ativac¢do ocorre pelo reconhecimento de antigenos polissacarideos, como o
LPS de bactérias Gram negativas, por PRRs presente nessas células e pelo reconhecimento de
antigenos pelo receptor de reconhecimento de células B (BCR), podendo ativar células B
policlonalmente ou oligoclonalmente. A ativagdo oligoclonal depende de reconhecimento por
BCR de uma concentracdo de antigeno pelo menos 10°-10° menor que a concentracdo
necessdria para ativacdo policlonal (Fleming, Castro-Dopico e Clatworthy, et al., 2022,

Janeway et al, 2017).

As células B também podem ser ativadas por uma resposta T dependente, esta ativacao
ocorre nos o6rgaos linfoides secundérios, onde os BCR’s reconhecem antigenos soldveis
(Figura 10A). Resumidamente, apds a ligacdo via BCR, a célula endocita o complexo
BCR+antigeno, processa o antigeno soluvel até formarem peptideos e assim os apresentam para
células T CD4* via MHC II. A interacdo também envolve o engajamento das moléculas CD40
(na célula B) e CD40-ligante (na célula T) e a secrecdo de citocinas, que levam a ativacao das
células B (Figura 10B). Apds a ativacdo, hd a formacao de uma estrutura transiente chamada
de centro germinativo, que é uma estrutura polarizada dividida em zona clara e escura. Assim,
o linfécito B naive adentra inicialmente a zona escura do centro germinativo onde ocorrerd a
proliferacdo e diferenciacdo de células B. Além disso, se dd o processo de hipermutacio

somatica, que consiste no rearranjo de genes V que codificam as imunoglobulinas, resultando
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na maturacdo de afinidade para um determinado antigeno (Figura 10C). Posteriormente, as
células B saem da zona escura e adentram a zona clara, caso tenham produzido imunoglobulina
de baixa afinidade a célula nao recebera mais estimulos e entrard em apoptose. Ja se a
imunoglobulina produzida for de alta afinidade, a célula B passard por um processo de sele¢ao
feito por células dendriticas foliculares (FDC) e linfécitos T foliculares helper (Tth), que
auxiliam na maturacio da afinidade e emitem sinais de sobrevivéncia para a célula. Além disso,
a sinalizacdo gerada pela interacdo CD40-CD40L e a presenca de citocinas induz a troca de
classe de anticorpo. Ao sair do centro germinativo as células B encontram-se diferenciadas em
células de memoria (CD27%), que possuem vida longa, podem ser reativadas e se expandir apds
reexposi¢do a um antigeno especifico ou em plasmablastos secretores de imunoglobulina (Ig)
de alta afinidade (Mesin, Ersching e Victora, 2016; Young, Brink, 2021; King, Orban, et al.,
2021) (Figura 10D).
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Figura 10. Modelo esquematico da ativacao de células B pela resposta T dependente. (A) O antigeno solivel
€ reconhecido pela célula B via BCR. (B) Posteriormente, esse antigeno é processado e apresentado via MHCII
para um linfécito T, que ird auxiliar na ativacdo da célula B naive. (C) Por conseguinte, ha a formagao do centro
germinativo, onde as células B irdo proliferar e passar pelo processo de hipermutacdo somdtica na zona escura.
(D) Ap6s sair da zona escura, células B sdo selecionadas, interagem com FDC e Tth. Caso seu receptor apresente
alta afinidade para o antigeno, posteriormente, a célula B passard pela troca de classe de anticorpo com o auxilio
do linfécito T e poderd sair do centro germinativo como célula B de meméria ou plasmablasto secretor de
anticorpos. Figura baseada em Kiippers, 2003.
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As imunoglobulinas sdo proteinas divididas em diferentes isotipos: IgD, IgM, IgG, IgA
e IgE (King, Orban, ef al., 2021). Elas podem apresentar diversas funcdes e entre elas estd a de
neutralizacdo, ou seja, a ligacdo a moléculas que promovem a entrada do patégeno na célula
(Dorner, Radbruch, 2007); e a opsonizag¢do, que consiste no processo de se ligar e recobrir a
superficie da bactéria, facilitando o seu reconhecimento através de FcRs (Thau, Asuka e
Mahajan, 2023). A opsonizagdo induz a fagocitose, citotoxicidade dependente de anticorpos e

ativacdo da via cldssica do sistema complemento (Abbas et al., 2019).

A IgM € considerada uma imunoglobulina de fase aguda, ou seja, ela vai estar presente
no inicio da infecc¢do bacteriana e tem papel de neutralizar ou opsonizar o microrganismo. No
caso das infec¢Oes bacterianas a IgA, que desempenha um papel maior na protecdo das
mucosas, podendo agir no processo de neutralizacio da bactéria. Geralmente, essa
imunoglobulina apresenta em forma dimérica e estd dividida em 2 subclasses: IgA1, que é mais
abundante no corpo, e [gA2. Por fim, a IgG € um anticorpo de vida longa que persiste por longos
periodos no corpo e tem capacidade opsonizante e de neutralizacdo, ela € dividida em 4
subclasses. A IgG1, que € a subclasse mais abundante no corpo humano e tem grande
capacidade efetora, além de ser especialmente eficiente no processo de opsonizacdo. A IgG2,
que tem uma capacidade efetora relativamente menor que as outras subclasses. A IgG3, que é
a imunoglobulina com maior eficiéncia na ativagdo do complemento. E por fim a IgG4, que
ndo tem muita capacidade opsonizante e € proposta como um inibidor de respostas efetoras

(Sivick, Mobley, 2010; Justiz, Jamal, et al., 2023,).

2. Justificativa

Ja foi demonstrado que a infec¢do pelo HTLV- 1 pode estar relacionada a alteracdes de
funcdes e frequéncias de células imunes. Uma maior frequéncia de células B foi encontrada no
LCR de pessoas MAH/PET (Enose-Akahata, Azodi, et al., 2018) e de células B secretoras de
anticorpos anti-HTLV-1 foram detectadas tanto no sangue periférico quanto no LCR de
pacientes MAH/PET (Enose-Akahata, Azodi, et al., 2018). Além disso, estudos demonstram
que a resposta humoral de individuos com HTLV-1 pode diferir da de individuos ndo
infectados. Durante o percurso da doenga, pacientes podem apresentar quadros de
hipergamaglobulinemia, que pode ser resultado de infecgdes virais e € caracterizada pelo nivel

elevado de imunoglobulinas no sangue, assim causando um desequilibrio na resposta imune
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(Snyder, 2018). Também ja foi demonstrado que pessoas vivendo HTLV-1 sdo mais suscetiveis
a quadros de coinfeccdes com outros patégenos (Goon, Bangham, 2004; Rosadas, Taylor,
2022). Assim, esses individuos sofrem com casos recorrentes de ITUs causadas por E. coli
(Murphy, Wang, et al., 2004; Castro et al., 2005), e dermatite infectiva causada por S. aureus
(La Grenade et al., 1990; Okajima, Oliveira, et al., 2013). Consideramos a hipétese de que
alteracoes na producdo e nas caracteristicas das imunoglobulinas estejam diretamente
correlacionadas com a incidéncia de infec¢des oportunistas, com destaque para infecg¢des
causadas por E. coli e S. aureus. Desse modo, o presente estudo visa investigar alguns
componentes da resposta imune associados a infec¢des bacterianas comparando amostras
obtidas de pessoas vivendo com HTLV-1 (AC e MAH/PET) e individuos ndo infectados. Esses
resultados também podem contribuir com mais dados acerca das co-infec¢gdes em individuos
vivendo com HTLV-1 e E. coli e S. aureus, ja que os dados na drea sdo escassos € na maioria
das vezes tem um maior enfoque na presenca e frequéncia destas infeccdes do que em alteragdes

na resposta imune. (Belec, Jean Georges, et al., 1996).

3. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € investigar a presenca e qualidade de anticorpos contra
antigenos bacterianos em pessoas vivendo com HTLV-1, sejam assintomaticas ou MAH/PET,
bem como comparar a resposta mediada por imunoglobulinas destes individuos com individuos

ndo infectados.

3.1. Objetivos especificos

e Investigar a frequéncia das subpopulagdes de células B e de neutréfilos em pessoas
vivendo com HTLV-1 comparando pacientes AC e MAH/PET;

e Quantificar e comparar os niveis de IgG, IgA e IgM totais em pessoas vivendo com
HTLV-1 (AC e MAH/PET) e individuos nao infectados;

e Quantificar e comparar os niveis de anticorpos IgG e IgM, anti-TolC e anti-LPS em

plasma obtido de pessoas vivendo com HTLV-1 (AC e MAH/PET) e ndo infectadas;
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e Quantificar e comparar os anticorpos IgG anti-S.aureus no plasma de pessoas vivendo
com HTLV-1 (AC e MAH/PET) e ndo infectadas;

e Investigar a capacidade opsonofagocitose de neutréfilos e mondcitos (THP1) frente a
E. coli a partir da incubacdo das bactérias com plasma de individuos NI, AC e
MAH/PET;

e Investigar a capacidade opsonofagocitose de mondcitos (THP1) frente a S. aureus a
partir da incubacgdo das bactérias no plasma de individuos NI, AC e MAH/PET;

e Analisar a capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano frente a S. aureus apés
incubacdo com o plasma de pessoas HTLV-1* e compard-los com pessoas nao

infectadas.

4. METODOLOGIA

4.1. Populacio de estudo

A coorte desse estudo foi separada em 3 grupos: individuos que nao apresentam infec¢ao
pelo HTLV-1 (NI), assintomaéticos portadores de HTLV-1 (AC) e pessoas vivendo com HTLV-
1 e com mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espdstica tropical (MAH/PET). Os
pacientes HTLV-1* foram avaliados por neurologistas do Laboratério de Pesquisa Clinica em
Neuroinfec¢gdes do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundagdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro/RJ. Para o levantamento dos dados clinicos, tivemos
acesso aos prontudrios eletronicos desses pacientes, que sao mantidos pelo INI/FIOCRUZ. A
escala de incapacidade neuroldgica do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (EIPEC-
2, Anexo 1), foi utilizada para avaliar a progressao da MAH/PET, e confere um score de acordo
com o comprometimento neuroldgico do paciente. Todos os participantes do estudo assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o projeto foi aprovado no Comité de Etica
com CAAE: 46962821.1.0000.5262. As caracteristicas gerais dos voluntdrios estao

representadas na Tabela 1 e a caracterizagcao da coorte estd na se¢do dos resultados (Tabela 5).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos voluntarios.

C W [ emvac | b waweer
Numero de amostras
Média de idade -
i.i 00 00

4.2. Obtencao das amostras

As amostras foram adquiridas no periodo de 2021-2023. O sangue foi coletado em tubos
vacutainer de EDTA e/ou de Heparina. Para fazer a separacdo do plasma dos pacientes, as
amostras foram centrifugadas (Eppendorf centrifugue 5804) a 1620 g por 10 minutos. Em
seguida, com o auxilio de uma pipeta, o plasma dos pacientes foi cuidadosamente retirado,
colocado em microtubos, numerados e armazenados a -20°C. Para o estudo foram separadas
aliquotas de 50 pL do plasma, as quais foram inativadas no aparelho Digital Heatblock (VWR
scientific) a uma temperatura de 56°C durante 1 hora. Esses plasmas inativados foram utilizados
em experimentos de ELISA (Ensaio imunoenzimatico) para antigenos bacterianos, fagocitose
e sobrevivéncia de bactérias. Os demais experimentos foram realizados com aliquotas de soro

ndo inativadas por calor (1h a 56°C).

4.3. Imunofenotipagem

Para a fenotipagem das populagdes de células B e de neutréfilos, foram separados 200
uL do sangue total para fazer a identificacdo das populacdes de células B. Para tal, uma mistura
de anticorpos monoclonais capazes de promover a identificacdo dos subtipos de células B.
Foram utilizados anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos (Tabela 2) anti-CD24, -
CD19, -CD27, -CD38, -CD138 e -IgD. Apé6s a adi¢do dos anticorpos, a amostra foi incubada
por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, as hemécias foram lisadas com uma solugao
de lise comercial (ThermoFisher). Ap6s 10 minutos em temperatura ambiente, as amostras

foram lavadas 3 vezes com tampao salina-fosfato (PBS; Sigma-Aldrich/Merck), centrifugando-
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as a 400g por 5 minutos. As amostras foram ressuspendidas em 200 pL. de tampao de FACS

(PBS + 5% de Soro Fetal Bovino + 0,1% de Azida Sédica + EDTA 1 mM) e adquiridas no
citdmetro de fluxo LSRFortessa (BD).

Para a fenotipagem de neutréfilos, em um volume final de 100 puL de sangue periférico
foi adicionada uma mistura de anticorpos monoclonais capazes de promover a identificacdo dos
subtipos de neutréfilos. Foram utilizados anticorpos anti-CD56, -CD19, -CD3, -CD14, -CD16,
CD62L, -CD64, CXCR1 e CXCR4 conjugados com diferentes fluorocromos (Tabela 2). Apds
30 minutos a temperatura ambiente, as hemdcias foram lisadas com uma solucdo de lise e
fixacdo comercial (BD). Ap6s 10 minutos de incuba¢do em temperatura ambiente as células
foram lavadas 3 vezes, centrifugando-as com PBS a 400g por 5 minutos. As amostras foram

ressuspendidas em 200 pL de tampao de FACS e adquiridas no citdmetro de fluxo LSRFortessa.

O software FlowJo foi usado para andlise da citometria de fluxo. A estratégia de gating
utilizada para fazer a andlise da fenotipagem das células B estd representada na Figura 11,
baseada no protocolo de Rip, de Bruijn, et al, 2020. A estratégia de gating utilizada para fazer
a fenotipagem de neutréfilos estd representada na Figura 12, baseada no protocolo de Jaillon,

Ponzetta, et al., 2020.
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Figura 11. Representaciio da estratégia de gating para fenotipagem de células B. O sangue total de pacientes
MAH/PET e AC foram marcados com um mix de anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos especificos
para subpopulacdes de células B e, posteriormente, estas amostras foram analisadas por citometria de fluxo. A
estratégia de gating utilizada foi baseada no protocolo de Rip, de Bruijn, et al, 2020.
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Figura 12. Representacao da estratégia de gating para fenotipagem de neutroéfilos. O sangue total de pacientes
MAH/PET e AC foram marcados com um mix de anticorpos para identificacdo dos subtipos de neutréfilos e,
posteriormente, analisados por citometria de fluxo. A estratégia de gating utilizada foi baseada no protocolo de
Jaillon, Ponzetta, et al., 2020.

Tabela 2. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo.

Anticorpo
Anti-
CD24
Anti-
CD19
Anti-
CD27
Anti-
CD39
Anti-
CD138
Anti-IgD
Anti-
CD56
Anti-
CD19
Anti-CD3
Anti-
CD14
Anti-
CD16
Anti-
CD62L
Anti-
CD64
Anti-
CXCR1
Anti-
CXCR4

Fluorocromo Clone
APC Cy7 ML5
BV421 HIB19
PE 0323
PECy5 HIT2
BV605 MI15
PE Cy7 1A6-2
BV510 HCD56
BV510 HIB19
BV510 UCHT1
PE Cy5 61D3
BV785 3G8

PE Cy7 OREG56
BV421 10.1
FITC 8F-1-1-4
PE 12G5

Marca
BD Biosciences

BD Biosciences
eBioscience
BD Biosciences
Biolegend

BD Biosciences
Biolegend

Biolegend

Biolegend
BD Biosciences

Biolegend
Biolegend
Biolegend
eBioscience

Biogems
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4.4. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccao de imunoglobulinas totais e
especificas

4.4.1. ELISA para deteccao de IgG, IgA e IgM humana total

Em uma placa de 96 pocos, foi utilizado o plasma de pessoas ndo infectadas,
assintomadticas e portadoras da mielopatia associada ao HTLV-1 para sensibilizar a placa na
dilui¢do de 1:250 para a IgG e IgM total e 1:100 para a IgA total em PBS. Essa placa foi
incubada overnight a 4°C. Em seguida, a placa foi lavada com PBS 3 vezes e bloqueada com
PBS-BSA 1% pelo periodo de 2 horas. Apds o término da incubacdo a placa foi novamente
lavada 3 vezes nas mesmas condi¢des, e foi adicionado o anticorpo de detec¢do conjugado a
enzima HRP (anti-IgG humana 1:5000, anti-IgA humana 1:5000 ou anti-IgM humana 1:5000)
(Tabela 3). A placa foi incubada por 45 minutos a temperatura ambiente. e em seguida foi
lavada com PBS 3 vezes. Foram adicionados 50 puL/poco de substrato (TMB - 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina) (Scienco). Apds cerca de 5 minutos a reacdo foi parada com HCI 2M e foi
feita a leitura no espectrofotometro (SpectraMax Paradigm/Molecular Devices) a 450 nm. Os
resultados foram apresentados em densidade optica (D.O.).

Tabela 3. Anticorpos utilizados para os ELISA para deteccao de imunoglobulina humana
total.

Anticorpo N° de catdlago Diluicdo Marca

Anti-IgG humana conjugada a HRP | 2081-05 1:5000 = SouthernBiotech
Anti-IgA humana conjugada a HRP | 2053-05 1:5000 | SouthernBiotech
Anti-IgM humana conjugada a HRP | 2023-05 1:5000 | SouthernBiotech

4.4.2. ELISA para deteccao de IgG e IgM anti-LPS e anti-TolC

Foi utilizada uma placa de 96 pocos sensibilizada com 10 ng LPS (cepa O111:B4) ou
0,38 pg de proteina TolC recombinante (E. coli, cepa k12) dissolvidos em PBS. Apés a
incubacdo overnight em temperatura ambiente, a placa foi lavada com PBS-Tween-20 0,05%
(Sigma-Aldrich/Merck) 3 vezes. Em seguida, foi realizado o bloqueio das liga¢Oes inespecificas
com PBS-Tween-20 0,05% + BSA 1% + EDTA 0,5 mM (175 pL/pogo) por 2 horas em
temperatura ambiente. Apds o término da incubacido, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-
Tween-20 0,05%, para entdo, as amostras diluidas 1:640 serem adicionadas. A placa foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o término da incubagdo, a placa foi lavada
3 vezes com PBS-Tween-20 0,05%. Em seguida, foram adicionados os anticorpos de detecg¢ao

conjugados a HRP (anti-IgM humana 1:2000 ou anti-IgG humana 1:5000) (Tabela 4). Apds 1
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hora de incubacdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween-20
0,05%. Foram adicionados 50 pL/poco de ABTS (Sal de diamoénio 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Invitrogen/Thermo). A leitura foi feita em um espectrofotdmetro
(Multiskan Go da Thermo Scientific) a 405 nm a cada 5 minutos até um maximo de 45 minutos.

Os resultados foram apresentados em densidade 6ptica (D.O.).

Tabela 4. Anticorpos utilizados para os ELISA para deteccio de anticorpos contra
antigenos bacterianos.

Anticorpo Lote Diluicao Marca \
Anti-IgM humana conjugada a HRP 142323 | 1:2000 | Jackson Imunoresearch Ltd
Anti-IgG humana conjugada a HRP | 141861 | 1:5000 | Jackson Imunoresearch Ltd
Anti-IgG humana conjugada a HRP | 2040-05  1:4000 = Southern Biotech

4.4.3. ELISA para deteccio de IgG anti-S. aureus

Foi utilizado uma placa de 96 pocos na qual foi adsorvido 10° CFU da bactéria S. aureus
(ST30) lisada em 50 puL/pogo de tampdo de carbonato de sédio (0,1 M). Apds a incubacdo
overnight a 4°C, a placa foi lavada 4 vezes com PBS. Apds incubacido overnight a 4°C, as
ligacOes inespecificas foram bloqueadas com PBS-BSA 1%. Depois de 2 horas em temperatura
ambiente, a placa foi lavada 3 vezes com PBS. Em seguida, foram adicionadas as amostras nas
seguintes dilui¢cdes: 1:50, 1:200, 1:800, 1:3200, 1:12800 e 1:25600. Apds incubagdo a 4°C
overnight, a placa foi lavada 3 vezes com PBS. Logo apds, as ligagdes inespecificas foram
bloqueadas com PBS-BSA 1% por 2 horas. Apds, a placa foi lavada 3 vezes com PBS e foi
adicionado o anticorpo de detec¢do anti-IgG humana conjugada com HRP (Tabela 4) na
dilui¢do 1:4000. Apds 45 minutos em temperatura ambiente, a placa foi lavada 3 vezes com
PBS. Foram adicionados 50 pL/poco de TMB e cerca de 5 minutos depois a reagdo foi parada
com HCIl 2M. A leitura foi realizada no espectrofotdometro (SpectraMax Paradigm/Molecular
Devices) a 450 nm. Os resultados foram apresentados em densidade 6pitca (D.O.). Para
apresentacdo dos resultados, foi feita a O.D. Sum, que consiste no somatdério de todos os valores
das D.O. da curva de dilui¢do, seguida da razdo entre a O.D. Sum e o titulo de IgG total (obtida

no item 5.3).

Ademais, foi conduzido outro ensaio para detec¢do de IgG anti-S. aureus com duas
etapas adicionais ao protocolo anterior. Essas etapas adicionais foram baseadas na metodologia
de Guidry et al (1991) com o objetivo de reduzir as ligacdes inespecificas a SpA, que possui

afinidade com a por¢do Fc da imunoglobulina. Assim, apds a incubacdo overnight com a
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bactéria, a placa foi lavada 3x com PBS e, em seguida, foram adicionados 50 pL de soro de
uma pessoa nao infectada (diluido 1:250). Apds uma incubagdo overnight a 4°C, a placa foi
lavada 3 vezes com PBS e foram adicionadas as amostras. Depois de 2 horas a temperatura

ambiente 0 ensaio prosseguiu com a metodologia descrita acima.

4.5. Cultura de células da linhagem monocitica THP1

Para os ensaios de fagocitose e ROS utilizou-se a linhagem monocitica THP1, obtida
por isolamento de células do sangue periférico de um paciente com leucemia monocitica aguda
(Tsuchiya, Yamabe, et al., 1980). As células foram cultivadas em suspensdo em garrafas de
cultivo (CORNING®Flask 25 cm?) em meio RPMI-1640 (Gibco/Thermofisher) +
penicilina/estreptomicina (100 Ul/ml e 100 mg/ml, LCG Biotecnologia Ltda) com 10% de SFB
em incubadora (Series II Water Jacket da ThermoScientifc) a 37°C em atmosfera imida com

5% de COo.

4.6. Obtencao e purificacdo de neutrofilos

Para a obtencdo de neutréfilos foi coletado cerca de 20 ml de sangue de voluntarios.
Para a separacido em gradiente de densidade foi utilizado uma solucdo de Ficoll (Histopaque-
1077 da Sigma-Aldrich/ Merck), na propor¢do de 1:2 em relagdo ao sangue, centrifugando a
400 g por 30 minutos. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur os neutréfilos foram coletados e
separados em outro tubo. As células foram lavadas 2 vezes com tampao de lise de hemadcias
ACK (8,99 g de NH4Cl + 1,0 g de KHCOs3 + 37,0 mg de EDTA), centrifugando-as a 300 g por
10 minutos. Por fim, foi realizada mais uma lavagem com meio RPMI, centrifugando as células
a 300 g por 10 minutos. Em seguida, os neutréfilos foram ressuspendidos em meio RPMI sem
antibidticos e foi realizada a contagem de células na camara de Neubauer com o auxilio de um

microscopio (Fisher Micromaster S11033 da Thermo Fisher Scientific).

4.7. Cultivo de bactérias

A amostra de Staphylococcus aureus (ST30 CR 14-021), foi cedida pelo laboratério de
Biologia Molecular de Bactérias (BMB, Instituto de Microbiologia Paulo de Goes,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), oriunda de uma colecao de 600
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amostras clinicas isoladas de colonizagdo e infec¢do nasal, utilizadas durante a tese de mestrado
de Alice Slotfeldt Viana, 2019. Apés a realizacao de um antibiograma com essa amostra, ela se
mostrou resistente a oxacilina, o que a classifica como uma MRSA (Staphylococcus aureus
resistente a meticilina). A amostra utilizada neste estudo foi obtida a partir de uma tinica colénia
do cultivo primadrio e foi estocada em criotubos contendo 1 mL de TSB (BD Difco, Sparks,
MN, EUA) e 10% de glicerol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Para o cultivo das amostras, o
estoque foi retirado do freezer a -80°C, e, com o auxilio de uma al¢a microbioldgica, foi
semeada por esgotamento em placas de Petri com meio TSA (Tryptone Soya Agar, BD Difco).
Ap6s incubagdo a 37°C por 18 horas, uma alga microbioldgica foi esfregada na superficie das
coldnias em placa e a massa bacteriana foi transferida para 3 mL de caldo TSB (BD Difco). As
bactérias foram incubadas a 37°C por 18 horas sob agitacdo constante a 250 rpm (incubadora

com agitacdo orbital Quimis).

A amostra de Escherichia coli (ATCC 25922) foi cedida pelo Laboratério de Estudos
em Imunologia (LEI, Faculdade de Farmdcia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil), oriunda de uma cepa padrdo de E. coli da American Type Culture Collection
(ATCC). A amostra foi mantida em CTA (Cystine Tryptone Agar, HIMEDIA), um meio semi-
solido de cultura que mantém a bactéria em estase, a temperatura ambiente. Para o cultivo das
amostras, uma alca microbiologica foi inserida no meio CTA e a massa bacteriana foi
transferida para caldo TSB (Tryptic Soy Broth, ISOFAR). Ap6s 24 horas a 37°C, com o auxilio
de uma al¢a microbioldgica, uma massa bacteriana foi semeada por esgotamento em uma placa

de Petri com meio TSA e incubada a 37°C por 24 horas.

4.8. Ensaio de Fagocitose

Para os ensaios de Fagocitose a bactéria E. coli (ATCC 25922, MOI=10) ou a bactéria
S. aureus (ST30 CR14 021, MOI=10) foram, previamente, marcadas com a sonda fluorescente
Syto9 (75 nM) (Invitrogen/Thermo) por 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
as bactérias foram incubadas com soro inativado (1:20, 1:40 e 1:80) de doadores MAH/PET,
AC e NI por 15 minutos a 37°C. Em seguida, a E. coli ou S. aureus opsonizada e ndo opsonizada
foram incubadas com células fagociticas (Linhagem monocitica THP1 ou neutréfilos de
doadores NI) por 30 minutos a 37°C. A fagocitose foi avaliada por citometria de fluxo

FACScalibur (BD) e o software FlowJo foi usado para andlise (Figura 13).
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Figura 13. Representacio esquematica do ensaio de fagocitose. A figura representa um esquema de como foram
realizados os ensaios de fagocitose. A bactéria E. coli (ATCC-25922) ou S. aureus foi marcada com a sonda
SYTO9. Em seguida, as bactérias foram incubadas com soro inativado e, posteriormente, as bactérias opsonizadas
e ndo opsonizadas foram incubadas com mondcitos por 30 min. a 37 °C, em seguida a fagocitose foi avaliada por
citometria de fluxo.

4.9. Ensaio de Sobrevivéncia de bactéria

Foi preparada uma suspensdo bacteriana (D.0.=0,08) de S. aureus (ST30 C14 021,
MOI=5) em meio TSA, da qual cerca de 5x10° bactérias foram incubadas junto a um pool feito
com os soros de pessoas NI, AC e MAH/PET. Ap6s 15 minutos a 37°C, foram coletados 10 pL
desta suspensdo e adicionadas a 90 uL de suspensdo de células THP1 (1x10° células/mL). Apés
uma incubag¢do de 30 minutos a 37°C, as células foram lavadas com 1 mL de PBS,
centrifugando-as a 200g por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e semeado
diretamente na placa ou diluido 10 vezes. A partir dessas diluigdes foram feitos spots com
aproximadamente 10 uL. em uma placa de Petri contendo meio TSA. Apds cerca de 1 dia, foi

feita a contagem de unidades formadoras de colonias (CFU; Figura 14).
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Figura 14. Representacao esquematica do ensaio de sobrevivéncia. A figura representa um esquema de como
foram realizados os ensaios de sobrevivéncia. As bactérias foram incubadas com soro inativado e posteriormente
as bactérias opsonizadas e ndo opsonizadas foram incubadas com mondcitos por 30 minutos a 37 °C, em seguida
a solucdo foi lavada e o sobrenadante foi coletado para fazermos spots em placas de Petri. Apés um dia, foi feita
a contagem de unidades formadoras de coldnias.

4.10. Analise Estatistica

As andlises foram feitas utilizando o software Graphpad Prism, para a andlise da
distribuicao das amostras foi utilizado o teste de K-S. A anélise dos titulos de IgG e IgM anti-
LPS, IgG anti-TolC, IgG anti-S. aureus e 1gG total foi utilizado o teste ANOVA do tipo ndo
paramétrico através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste Dunn’s. Para andlise de

correlacdo foi utilizado o teste Spearman.

Ja para as andlises de fagocitose e de fenotipagem foi utilizado o software Flowjo para
obter a intensidade média de fluorescéncia (MFI) e a porcentagem de células marcadas, estes
dados foram exportados para o software Graphpad Prism para realizar as analises estatisticas,

através do teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

5. Resultados

5.1. Caracterizacao da populacio de estudo

No total foram coletadas amostras de 108 pessoas, as quais foram divididas em 3
populacdes do estudo: NI (18 amostras), AC (35 amostras) e MAH/PET (55 amostras). A
caracterizacdo dessas populagdes foi feita através de questiondrios ou prontudrios eletronicos

registrados no SIPEC da FIOCRUZ e esta registrada na tabela S.



Tabela 5. Caracteristicas da populacao de estudo.

Total de amostras
Idade (anos)?

NI
18
57 anos (+ 10 anos)

AC
35
61 anos (+ 13 anos)
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MAH/PET
55
61 anos (+ 13 anos)

Sexo®

Homens 5(27,8%) 16 (45,7%) 19 (34,5%)
Mulheres 13 (72,2%) 19 (54,3%) 36 (65,5%)
Carga pro-viral© 0 0.31% (1Q25.75 0,01 - 1,445) 1.69% (1Q25-751 - 3,45)
Escala de incapacidade®

Leve (1-10 pontos) 0 0 14 (26%)
Moderada (11-21 pontos) 0 0 25 (46,3%)
Grave (= 22 pontos) 0 0 15 (27,7%)
Bexiga neurogénica® 0 1(2,8%) 20 (36,3%)
Comorbidadesf

Hipertensao 3 (16,6%) 13 (37,1%) 13 (23,6 %)
Cardiopatia 0 1(2,8 %) 1(1,8%)
Diabetes 0 3 (8,6 %) 4 (7,3%)
Obesidade 0 7 (20 %) 1(1,8%)
Hipotireoidismo 2 (11,1 %) 1(2,8 %) 3 (5,4%)
Outros®

Lesdes dermatoldgicas 0 1(2,8 %) 12 (27,3 %)
ITU de repeti¢ao” 1(5,5%) 1(2,8 %) 12 (27,3%)
Coinfecgdes'

HCV 0 1(2,8%) 5 (9%)
HIV 0 1(2,8%) 0
Doenca de chagas 0 0 1(1,8%)

Legenda:  Valores estdo representados como média + desvio-padrao.

befel Og valores de porcentagem representados foram calculados baseados no niimero total de amostras
(NI-18, AC-35 e MAH/PET-55)

¢Carga pré-viral em PBMCs obtida por PCR quantitativa como descrito por Silva et al. (2007), realizada
como procedimento de rotina pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em Neuroinfec¢des do INI/FIOCRUZ. Valores
estdo representados como mediana e 1Q»s.75 (intervalo interquartilico 25%-75%).

4 A Escala de incapacidade neurolégica do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (EIPEC) foi
feita com 54 dos 55 pacientes portadores de MAH/PET, a escala ndo é aplicada em pacientes AC.

" Infec¢do do trato urindrio (ITU) de repeti¢do.

A maioria da coorte consiste em individuos do sexo feminino (NI-72,2%, AC-54,3% e
MAH/PET 65,5 %). A carga pro-viral é considerada um fator de risco para o desenvolvimento
dos sintomas (Nakagawa et al., 1995; Olindo et al., 2006), em nossa coorte foi observado que
a carga pro-viral dos pacientes AC (0,31%) é menor se comparada aos de pacientes MAH/PET
(1,69%). Ademais, entre os individuos MAH/PET foi aplicada a escala EIPEC para avaliar a
progressdo da doenga através do grau de incapacidade motora, sensitiva e esfincteriana dos
pacientes. O impacto neurolégico da doenca foi dividido em leve (1-10 pontos), moderado (11-

21 pontos), e grave (> 22 pontos) baseado em Souza et al (2021). Observamos que a maioria
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dos portadores MAH/PET da nossa coorte estd em um estdgio moderado da doenca (46,3%),

seguido de pacientes em estdgio grave (27,7%) e em estigio leve (26%, Tabela 5).

Pessoas vivendo com HTLV-1, especialmente aquelas acometidas pela MAH/PET
podem apresentar complicacdes no trato urindrio decorrentes da doenca, entre elas uma das
mais comuns € a bexiga neurogénica (lijima, Yamauchi et al., 2021). Essa incidéncia também
se repete em nossa coorte, ja que uma parte dos pacientes MAH/PET (36,3%) apresentam essa
disfung¢dao. Também é comum que eles apresentem infec¢des no trato urindrio de repeticao,
quadro que € observado em nossa coorte em pacientes MAH/PET (27,3%). Ademais, o quadro
de infeccdo pelo HTLV-1 também estd relacionado com o surgimento de complicacdes
dermatoldgicas (La Grenade et al., 1990; Okajima, Oliveira, et al., 2013), o que é observado
especialmente em portadores MAH/PET de nossa coorte que apresentam quadros de lesdes

dermatoldgicas (27,3%, Tabela 5).

Entre as populacdes de estudo foi observado que os pacientes, tanto AC e MAH/PET
eram portadores de outras comorbidades ndo relacionadas a doenca, tais quais: hipertensao,
cardiopatia, diabetes, obesidade e hipotireoidismo, sendo a hipertensdao a mais comum tanto em
pacientes AC (37,1%) quanto MAH/PET (23,6 %). Além disso, em nossa populacdo de
individuos ndo infectados alguns eram portadores de hipertensio (16,6%) e hipotireoidismo
(11,1%). Em nossa populacdo de pessoas HTLV-1" foi observado quadros de coinfec¢do com
o HCV (AC-2,8 % ¢ MAH/PET-9%), um individuo HIV-1* entre os pacientes AC e um
carreador da doenca de Chagas entre os portadores da MAH/PET (Tabela 5).

5.2. Avaliacao do fenétipo de células B em individuos MAH/PET e AC

Inicialmente, foi feita uma avalia¢do do fenétipo de células B em pacientes MAH/PET
e AC para melhor compreender como estdo as frequéncias destas populagdes. Ao comparar
individuos assintomaticos e pacientes que desenvolveram a MAH/PET pode-se compreender
mais claramente a qualidade da resposta humoral destes pacientes. Na figura 15A, estd
representada a frequéncia de linfocitos B totais, no entanto, ndo se observou nenhuma diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Contudo podemos observar uma tendéncia de
diminui¢do da frequéncia da populacio de células B em individuos MAH/PET se comparados
aos AC. Na frequéncia da populagdo plasmablastos (PB) + plasmdcitos (PC), mais uma vez nao

foi observada nenhuma diferenca entre os pacientes (Figura 15B).
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Figura 15. Similaridade na frequéncia de linfocitos B totais e plasmdcitos e plasmablastos nos pacientes AC
e MAH/PET. Avaliagdo do fenétipo de células B no sangue total de pacientes AC e MAH/PET feito por citometria
de fluxo apds marcagdo com um mix de anticorpos monoclonais contra moléculas encontradas nos linfécitos B
(anti-CD24, -CD19, -CD27, -CD38, -CD138 e -IgD). No grafico (A) estd representada a porcentagem de linfécitos
B totais. (B) Frequéncia de plasmablastos (PB) e plasmdcitos (PC) caracterizados pela expressdo de CD38* e
CD138* dentro da populacdo CD19*CD24*. Cada simbolo representa um individuo e a barra representa o valor
das mediana de cada grupo.

Em seguida avaliou-se as subpopulacdes dos linfécitos B circulantes no sangure
periférico: naive (CD19*CD24*CD27"¢IgD*), memoria imatura (CD19*CD24*CD27*IgD*) e
memoria class-switched (CD19*CD247CD27"¢IgD"*¢) em pacientes MAH/PET e AC (Figura
16). Nao foi observada nenhuma diferenca nas frequéncias das subpopulacdes de linfécitos B
de memoria naive (Figura 16A), de células B de memoria que ainda ndo passaram pela troca
de classe de anticorpo (células de memoria imaturas, Figura 16B) e nas células B de memoéria
que ja passaram pela troca de classe (células de memoria class-switched, Figura 16C) entre os
pacientes AC e MAH/PET. Entretanto, observa-se uma tendéncia de diminui¢ao na frequéncia

de células B imaturas nos pacientes MAH/PET (Figura 16B).
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Figura 16. Avaliacdo do fenétipo de subpopulacoes de células B naive e de memoéria no sangue total de
pacientes AC e MAH/PET realizada por citometria de fluxo. Avaliacdo do fenétipo de subpopulacdes de
células B naive e de memoria no sangue total de pacientes AC e MAH/PET realizada por citometria de fluxo apés
marcagdo com um mix de anticorpos monoclonais contra moléculas encontradas nos linfécitos B (anti-CD24, -
CD19, -CD27 e -IgD). (A) Porcentagem de linfécitos B naive (IgD*CD27"¢ CD19*CD24%). (B) Frequéncia das
células B de memoria imaturas (IgD*CD27* CD19*CD24%). (C) Frequéncia da populacdo de células B de memoria
class-switched (IgD"¢CD27* CD19*CD24"). Cada simbolo representa um individuo e a barra representa o valor

das mediana de cada grupo.

5.3. Avaliacao do fenétipo de neutrofilos em individuos MAH/PET e AC

Foi realizada a andlise do fendtipo de neutréfilos circulantes para comparar as
frequéncias das populacdes em pessoas vivendo com HTLV-1 AC e MAH/PET. Os resultados
parciais indicam ndo haver diferenca na frequéncia de neutréfilos CD16*CD62L* e
CD16°YCD62L*CXCR4" entre os pacientes AC e MAH/PET (Figura 17A-B). Entretanto,
observou-se a presenca de 2 grupos de pacientes MAH/PET, um apresenta uma alta frequéncia
de neutréfilos CD16*CD62L"YCXCR4* (14,6% - 22,2%) e o outro uma reduzida frequéncia
desta populacdo de neutréfilos (0 — 0,61%) quando comparada a frequéncia encontrada nos

individuos AC (0,48 — 3,33%) (Figura 17C).
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Figura 17. Avaliaciao das subpopulacdes de neutrofilos encontrados no sangue periférico em pessoas vivendo
com HTLV-1. Avaliacdo das subpopulagdes de neutréfilos encontrados no sangue periférico em pessoas vivendo
com HTLV-1 apds marcacdo com um mix de anticorpos monoclonais contra moléculas encontradas em sua
superficie. Foram analisadas células CD3"¢CD19"¢CD56"¢CD14"¢. (A) Grifico das frequéncias de neutrdfilos
CD16*CD62L*. (B) Gréfico das frequéncias de neutréfilos CD16'°YCD62L*CXCR4*. (C) Gréfico das frequéncias
de neutréfilos CD16*CD62L"°YCXCR4*. Cada simbolo representa um individuo e a barra representa o valor das
mediana de cada grupo.

A quimiocina CXCLS8 (IL-8) que esté relacionada a migracao de neutréfilos (Powell,
Lou, et al., 2018), cujo receptor, o CXCRI1, pode ser encontrado na superficie dos neutréfilos
CD16*CD62L". Os resultados preliminares sugerem haver pacientes MAH/PET com diferentes

expressoes desse receptor (Figura 18A).

Também se observou nos pacientes MAH/PET a presenca de uma maior frequéncia de
neutr6filos CD16*CD62L*CD64" comparado aos pacientes AC (Figura 18B). O CD64 trata-
se de um receptor para Fcy e sua expressdao nos neutrofilos pode estar associada a ativagao

destas células (Hoffmann, 2009).

O receptor de quimiocina (CXCL12), o CXCR4" tem a sua expressdo aumentada em
neutrofilos senescentes, pois a sinalizagdo via CXCR4 promove o retorno dos neutrofilos para
a medula 6ssea, onde sdo eliminados (Eash, Means, et al., 2009). Os resultados preliminares
sugerem que neutréfilos CD16*CD62L* obtidos de pacientes AC e um grupo de individuos
dentro dos MAH/PET tem maior frequéncia de células CXCR4* (Figura 18C).
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Figura 18. Avaliacdo das frequéncias de células CD16"CD62L* CXCR1*, CD64" ¢ CXCR4*. Neutrdfilos
encontrados no sangue periférico em pessoas vivendo com HTLV-1 apds marcacdo com um mix de anticorpos
monoclonais contra moléculas encontradas em sua superficie. Foram analisadas células
CD3™eCD19™¢CD56™¢CD14™¢  CD16*CD62L*. (A) Gréafico das frequéncias de  neutrdfilos
CD16*CD62L*CXCRI1*. (B) Grafico das frequéncias de neutréfilos CD16*CD62L*CD64*. (C) Grafico das
frequéncias de neutréfilos CD16*CD62L*CXCR4*. Cada simbolo representa um individuo e a barra representa o
valor das mediana de cada grupo.

5.4. Individuos MAH/PET apresentam niveis aumentados de IgG, IgM e IgA total

E importante frisar que portadores da MAH/PET sdo em sua maioria idosos, visto que
¢ uma doencga de carater progressivo lento e o seu agente etioldgico pode permanecer anos em
estado de laténcia. Além disso, estudos apontam que pessoas idosas produzem um maior titulo
de anticorpos do isotipo IgG (Blanco, Pérez-Andrés, et al., 2018). Para comparar os niveis de
IgG total entre pessoas vivendo com HTLV-1 e individuos ndo infectados neste estudo foram
utilizados doadores com idades pareadas, como apresentado na sessao de metodologia (Tabela
1). Foi observado que individuos HTLV-1*, tanto AC quanto MAH/PET, possuem niveis
aumentados de IgG total se comparados a individuos ndo infectados. Nao foi encontrada
nenhuma diferenca significativa entre individuos AC e aqueles acometidos pela MAH/PET
(Figura 19A). Também fizemos a anélise longitudinal dos niveis de IgG total com individuos
AC (Figura 19B) e MAH/PET (Figura 19C), a partir de amostras de plasma coletadas em
intervalo de tempo entre +6 a 12 meses e +18 meses ap0s a primeira coleta (considerado tempo

0), ndo foram observadas variagdes no titulo de IgG total ao longo do periodo.
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Figura 19. Individuos MAH/PET e AC apresentam niveis aumentados de IgG total. Avaliacdo dos niveis de
IgG total, foram obtidos por ELISA a partir do soro (diluido 1:250) de individuos NI, AC e MAH/PET conforme
descrito na metodologia. Na figura A estd a andlise de IgG total, em B a analise longitudinal do titulo de IgG total
em pacientes AC e em C a andlise longitudinal em individuos MAH/PET. Foram analisadas amostras coletadas
no tempo zero (0) apds o periodo entre +6 a 12 meses e +18 meses. Os simbolos representam o soro obtido de
diferentes individuos. A linha tracejada indica o ponto de corte para amostras positivas. A linha — (preta) indica o
valor da mediana de cada grupo. Os asteriscos representam o valor p < 0,05.

Foi feita também a avaliag@o dos niveis de IgM total em individuos NI, AC e MAH/PET.
A IgM € uma imunoglobulina de fase aguda e age nos estdgios iniciais da infeccdo por
patégenos exdgenos, geralmente. No entanto, ndo foram observadas diferencgas entre individuos
HTLV-1" e NI, contudo entre o grupo de pessoas vivendo com HTLV-1%, as pessoas acometidas
pela MAH/PET tiveram niveis de IgM total maiores se comparados aos individuos
assintomaticos (Figura 20A). Além disso, na andlise longitudinal feita com individuos HTLV-
1* nos tempos 0, +6-12 meses e +18 meses, ndo foram observadas variagdes nos niveis de IgM
total ao longo do tempo, tanto para as pessoas assintomaéticas (Figura 20B), quanto para os

portadores da MAH/PET (Figura 20C).
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Figura 20. Individuos MAH/PET apresentam niveis aumentados de IgM total. Avaliagdo dos niveis de IgM
total, foram obtidos por ELISA a partir do soro (diluido 1:250) de individuos NI, AC e MAH/PET conforme
descrito na metodologia. Na figura A estd a andlise de IgM total, em B a andlise longitudinal do titulo de IgM total
em pacientes AC e em C a andlise longitudinal em individuos MAH/PET. Foram analisadas amostras coletadas
no tempo zero (0) apds o periodo entre +6 a 12 meses e +18 meses. Os simbolos representam o soro obtido de
diferentes individuos. A linha tracejada indica o ponto de corte para amostras positivas. A linha — (preta) indica o
valor da mediana de cada grupo. Os asteriscos representam o valor p < 0,05.

Também avaliou-se os titulos de IgA total em pessoas vivendo com HTLV-1 e
individuos NI, ja que esta imunoglobulina estd presente na mucosa e estd relacionada com a
defesa do hospedeiro contra infec¢des exdgenas, tais quais as causadas pela S. aureus e E. coli.
Assim, foi observado que individuos MAH/PET possuem niveis elevados de IgA total se
comparados tanto a individuos NI, quanto AC (Figura 21A). A andlise longitudinal dos niveis
de IgA total também foi feita utilizando as mesmas amostras nos tempos 0 (primeira coleta),
apo6s o periodo de +6 a 12 meses e +18 meses. Nao foram observadas diferencas nos niveis de
IgA total ao longo do tempo tanto em pessoas AC (Figura 21B) quanto aquelas portadoras da

mielopatia associada ao HTLV-1 (Figura 21C).
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Figura 21. Individuos MAH/PET apresentam niveis aumentados de IgA total. Avaliacdo dos niveis de IgA
total, foram obtidos por ELISA a partir do soro (diluido 1:100) de individuos NI, AC e MAH/PET conforme
descrito na metodologia. Na figura A estd a andlise de IgA total, em B a andlise longitudinal do titulo de IgA total
em pacientes AC e em C a andlise longitudinal em individuos MAH/PET. Foram analisadas amostras coletadas
no tempo zero (0) apds o periodo entre +6 a 12 meses e +18 meses. Os simbolos representam o soro obtido de
diferentes individuos. A linha tracejada indica o ponto de corte para amostras positivas. A linha — (preta) indica o
valor da mediana de cada grupo. Os asteriscos representam o valor p < 0,05.

5.5. Pessoas vivendo com HTLV-1 apresentam alteracées nos niveis de IgG e IgM contra

antigenos de bactérias Gram-negativas

Foram realizados ensaios de ELISA para avaliar a presenca de anticorpos do tipo IgM
e IgG contra antigenos bacterianos em individuos MAH/PET, NI e AC para verificar se ha
alguma diferenca nos niveis destes anticorpos que possam impactar na resposta imune. Sendo
assim, foram verificados os niveis de anticorpos da classe IgG e IgM anti-LPS,
lipopolissacarideo presente na membrana de bactérias que age como fator de viruléncia e é
capaz de induzir resposta inflamatdria (Silhavy, Kahne e Walker, 2010). Os resultados dos
niveis de IgG anti-LPS mostraram ndo haver nenhuma diferenca entre os grupos avaliados
(Figura 22A). Embora exista um grupo de pessoas vivendo com HTLV-1* (cerca de 38% dos
individuos AC e MAH/PET) que possuem niveis elevados de IgG anti-LPS. Na figura 22B
estdo representados titulos niveis de IgM anti-LPS de individuos NI, AC e MAH/PET, mais
uma vez ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos, apesar de haver uma
tendéncia de diminui¢do dos niveis de IgM anti-LPS em parte das pessoas HTLV-1* (AC e

MAH/PET) se comparados aos individuos NI. Por outro lado, na avaliacao dos niveis de IgM
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anti-LPS também foi encontrado um grupo de pessoas HTLV-1* que estdo com a quantidade

de imunoglobulina elevada, sugerindo um quadro de infec¢do aguda no periodo da coleta do

sangue (Figura 22B).
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Figura 22. Pessoas vivendo com HTLV-1 apresentam niveis semelhantes de IgG e IgM contra LPS.
Avaliagdo da presenca de IgG e IgM contra LPS no soro inativado (diluido 1:640) de individuos NI, AC e
MAH/PET. (A) Niveis de IgG contra LPS no soro de individuos NI, AC e MAH/PET (B) Niveis de IgM contra
LPS no soro de individuos NI, AC e MAH/PET. Os simbolos representam o soro obtido de diferentes individuos.
A linha tracejada indica o ponto de corte para amostras positivas. A linha — (preta) indica o valor da mediana de
cada grupo.

Também foi feita a avaliacdo do titulo de IgG e IgM anti-TolC, uma proteina que faz
parte do complexo AcrAB-TolC, que € uma bomba de efluxo localizada na membrana das
bactérias que estd relacionada a um mecanismo de resisténcia a antibidticos e é muito
conservada em bactérias Gram-negativas (BLAIR, RICHMOND, et al., 2014). Na avaliacdo
dos niveis de IgG anti-TolC, ndo vimos diferenca entre os individuos NI e HTLV-1 (AC ou
MAH/PET). Contudo os individuos MAH/PET apresentaram niveis aumentados de IgG anti-
TolC se comparados a individuos AC (Figura 23A). J4 em relacdo aos niveis de IgM, foi
observada diferenca significativa entre os individuos ndo infectados e os HTLV-1*, tanto

MAH/PET quanto AC, estes apresentam niveis mais baixos do que o observado nos individuos

ndo infectados (Figura 23B).



44

A B
£ 57 = 2.0-
£ . E A
§ 4— § 1.6— | *
Q 34 LX) ® 6 1.2
o ©° 47 o0
| Ze wT 5
=, ° = .1 oo °
521 o° '5— 3 E 0.8 e @
% ° L =
214 o ° g0_4_...o.o.......*...
O | o
aQ 0 1 1 I o 0'0 1 1 1
NI AC MAH/PET NI AC HAM/TSP

Figura 23. Pessoas vivendo com HTLV-1 apresentam alteracoes nos niveis de IgG e IgM anti-TolC.
Avaliagdo da presenga de IgG e IgM contra a proteina TolC no soro inativado (diluido 1:640) de individuos Ni,
AC e MAH/PET. (A) Niveis de IgG contra TolC entren6 soro de individuos NI, AC e MAH/PET (B) Niveis de
IgM contra TolC no soro de individuos NI, AC e MAH/PET. Os simbolos representam o soro obtido de diferentes
individuos. A linha tracejada indica o ponto de corte para amostras positivas. A linha — (preta) indica o valor da
mediana de cada grupo. Os asteriscos representam o valor p < 0,05.

5.6. Pacientes com MAH/PET apresentam menores niveis de IgG anti-Staphyloccocus

aureus

Foi feita a avaliacdo da presenca de IgG anti-Staphyloccocus aureus, utilizando um
extrato de bactéria da linhagem ST30 (CR14-021). A ST30 € uma cepa representante de S.
aureus associada com infec¢des de pele (Leme, Bispo e Salles, 2021). Para tal, foi realizada
uma curva de diluicdo do soro inativado de individuos NI, AC e MAH/PET. Desse modo, ndo
foi observado diferencas entre os niveis de IgG anti-S. aureus entre pacientes NI e HTLV-1*,
Contudo, entre as pessoas vivendo com HTLV-1 foi observado uma reducao nos niveis de IgG
anti-S. aureus em portadores da MAH/PET se comparados aos individuos AC (Figura 24A).
Como ja citado na introducdo deste trabalho (item 1.3.2.), a proteina A da S. aureus tem
afinidade com a por¢@o Fc da imunoglobulina, assim este fato pode impactar nos resultados por
conta de ligacdes inespecificas com a SpA. Um trabalho conduzido por Guidry e seu grupo
(1991), sugeriu uma pré-incubagdo com soro para inibir as ligacOes inespecificas entre a SpA e
as Igs. Assim, adaptando a metodologia de proposta por Guidry e colaboradores, realizou-se
uma pré-incubacdo com o soro de um individuo nao infectado (diluido 1:250) como forma de
bloqueio antes da adi¢do das amostras da nossa coorte, diminuindo assim o aparecimento de
ligagdes inespecificas. Na figura 24B observou-se que os resultados preliminares indicam uma

tendéncia de reducdo nos niveis de IgG anti-S. aureus nos pacientes com MAH/PET.
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Figura 24. Pessoas vivendo com HTLV-1 apresentam niveis detectaveis de IgG anti-ST30. Avaliacao dos
niveis de IgG anti-S. aureus, os niveis de IgG foram obtidos por ELISA conforme descrito na metodologia. As
amostras de soro foram diluidas de 1:50 até 1:25.600. Em (A) estd representada a razdo entre o somatério das
D.O.”s obtidas para a IgG anti-S. aureus e a D.O. das IgGs totais. Em (B) estd representado os resultados obtidos
do ensaio de ELISA para detecgdo de IgG anti-S. aureus no qual uma etapa de pré-incubagdo com soro obtido de
individuo ndo infectado adulto (1:250) para o bloqueio de ligagdes inespecificas entre a por¢ido Fc e a proteina

SpA foi realizada. Os simbolos representam o soro obtido de diferentes individuos. Os asteriscos representam o
valor de p<0,05.

5.7. Pacientes HTLV-1* apresentam menor capacidade de opsonofagocitose do que

individuos NI frente a S. aureus e E. coli

Para avaliar a capacidade de opsofagocitose mediada por imunoglobulinas dos grupos
estudados foram realizados ensaios de fagocitose, usando bactéria marcada com a sonda
fluorescente (Syt09), e em seguida incubada com o soro do paciente em diferentes diluigdes.
Posteriormente, a bactéria € incubada na presencga de células fagociticas e a fluorescéncia foi

analisada por citometria de fluxo como descrito na metodologia (Figura 25).



46

10K <
Granulocytes
88,7
800 <
£
(-
>
I 000 =
@D
w
Iv_ 400 1
m
w
3 FLI-Height FL1-Heighte
ans = 3 250
™1 5 214 97,9
5 -
‘!’:‘r‘; Sl
0 N 00
T T T T T
0 200 400 000 800 1.0K "
FSC-H . FSC-Height 2 e

-Height

FL1-H - FL1-Helght

-H : 88(

88C

FSC-H : FSC-Height

Figura 25. Representacio da estratégia de gating feita para a analise de fagocitose. Foram selecionadas as
populacdes de granuldceitos ou de mondcitos (THP1) baseadas nos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC). Essas populagdes foram avaliadas quanto ao percentual de células Syto9 positivas (bactérias fagocitadas

ou adsorvidas na membrana celular).

A anélise da opsonofagocitose com células da linhagem de mondcitos (THP1) da
bactéria E. coli com diferentes diluicdes do soro (1:20, 1:40 e 1:80), demonstrou que a
opsonizacdo da bactéria aumentou a capacidade fagocitica (Figura 26A-C). Entretanto, as
bactérias opsonizadas com soro obtido de pacientes MAH/PET na diluicao 1:80 do soro
promoveu uma menor indugdo de fagocitose comparado a opsonizagdo com soro de individuos
ndo infectados (Figura 26C). Ao correlacionar os dados de fagocitose na dilui¢do 1:80 com a
escala EIPEC, que € uma escala utilizada para avaliar a progressio da MAH/PET em pessoas
vivendo com HTLV-1 (quanto mais alto o score, maior comprometimento motor) encontrou-
se uma correlacdo negativa entre estes dados (Figura 26D). Assim, quanto maior o
comprometimento motor, menor foi a porcentagem de fagocitose, provavelmente indicando

uma menor capacidade de opsoniza¢do das imunoglobulinas produzidas.
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Figura 26. Soro de pacientes MAH/PET apresenta menor capacidade de induzir fagocitose. estio
representados os resultados do experimento de fagocitose que foram normalizados e feitos com diferentes dilui¢cdes
do soro 1:20 (A), 1:40 (B), 1:80 (C). O gréifico representa o fold change entre a porcentagem de bactéria marcada
com Syto9 e o controle sem soro € igual a 1. O asterisco representa o valor p < 0,05. (D) Correlacdo de Sperman
entre os resultados da opsonofagocitose com soro diluido 1:80 e a escala EIPEC-2, que € a escala de incapacidade
neurolédgica do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (EIPEC-2).

O ensaio de fagocitose também foi realizado utilizando neutréfilos e a bactéria E. coli.
Nesses resultados observamos que os neutréfilos apresentaram maior capacidade fagocitica na
presenca de soro comparado a auséncia de adicdo de soro (Figura 27). Entretanto nestes
resultados preliminares ndo foram encontradas diferencas entre os efeitos do soro obtido de

pessoas vivendo com HTLV-1 e os individuos ndo infectados.
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Figura 27. Adicao de soro aumentou a capacidade fagocitica de neutréfilos. Representacio dos resultados dos
ensaios de Fagocitose com neutréfilos feitos com a dilui¢do do soro de 1:20. Esta plotado no grafico a porcentagem
de células marcadas com Syto9. O asterisco representa o valor p < 0,05.

O ensaio de fagocitose também foi realizado com a bactéria S. aureus, seguindo o0 mesmo
protocolo realizado com a bactéria E. coli. Em nossos resultados preliminares observou-se uma
tendéncia a diminui¢do da capacidade de opsonofagocitose na presenca de soro obtido de

individuos HTLV-1* se comparados aos NI ao observamos na dilui¢do 1:80 (Figura 28A-C).
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Figura 28. Soro de pacientes MAH/PET apresenta menor capacidade de induzir fagocitose. Representacio
grafica dos resultados do experimento de fagocitose que foram normalizados e feitos com diferentes dilui¢cdes do
soro 1:20 (A), 1:40 (B), 1:80 (C). O grafico representa o fold change entre a porcentagem de células contendo a

bactéria marcada com Syto9, no qual o controle sem soro € igual a 1.
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5.8. Incubacido com soro de individuos NI, AC e MAH/PET promove alteracao da

sobrevivéncia de S. aureus

A fim de comparar os efeitos do soro obtido de individuos NI, AC e MAH/PET sobre a
sobrevivéncia de bactéria com a S. aureus utilizou-se células monociticas THP1 conforme
descrito na metodologia. Em nossos resultados preliminares, observamos que a adi¢ao de soro
foi capaz de diminuir o crescimento bacteriano se comparado ao controle sem adi¢cdo de soro
(Figura 29A). Além disso, apds avaliarmos a inibi¢cdo do crescimento bacteriano, que
considerou o controle sem soro como 100% de crescimento, observamos que a incubacdo com
o soro de individuos NI promoveu uma maior inibicdo do crescimento bacteriano se
comparados ao soro de pessoas HTLV-1". Além disso, entre os portadores do virus, os pacientes

com MAH/PET tiveram uma menor capacidade de inibi¢do do crescimento se comparados aos

AC e aos NI (Figura 29B).
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Figura 29. Analise de sobrevivéncia da bactéria apés incubaciao com soro NI, AC e MAH/PET. Apds
incubacgdo da bactéria S. aureus com soro de pacientes NI, AC e MAH/PET e posterior incubacdo com células
THP1, o sobrenadante foi coletado e semeado em placas de Petri. Apds incubacdo de 24 horas as coldnias foram
contadas. Em A estd representado a média de contagem de col6nias, cada barra colorida representa a incubagdo
com um soro diferente, a barra sem cor representa o controle sem soro, onde ha apenas presenca da bactéria e a
célula THP1. Em B estd representada a porcentagem de inibicdo de crescimento, o controle sem soro foi

considerado como 100% de crescimento bacteriano para fins de comparacdo. O asterisco representa o valor de
p<0,05.



50

6. Discussao

O presente estudo visa elucidar como se comporta a resposta antimicrobiana de pessoas
vivendo com HLTV-1 frente a infec¢es bacterianas causadas por E. coli e S. aureus. Na
literatura ja foram relatados cerca de 16 quadros clinicos diferentes associados com a presenca
de HTLV-1, essas condi¢des clinicas variam entre quadros de co-infec¢des com parasitos, virus
e uma maior recorréncia de infeccdes de repeticdo causadas por bactérias (Rosadas, Taylor,
2022). Apesar de ja ser comprovado a maior suscetibilidade de pacientes com HTLV-1
desenvolverem ITU de repeti¢cdo e apresentarem lesdes dermatolégicas (Murphy, Wang, et al.,
2004; Castro et al., 2005; La Grenade ef al., 1990; Okajima, Oliveira, et al., 2013), os estudos
na drea sio escassos € tem o foco principal no rastreamento de condi¢Oes clinicas nestes

pacientes, na maioria das vezes sem a identificacdo do agente causador da doenca.

Apesar da escassez de dados, alguns estudos conseguiram determinar que, entre oS
pacientes HTLV-17, o agente causador mais comum de lesdes dermatoldgicas € a S. aureus,
enquanto a E. coli estd mais associada com as ITU’s de repeti¢do com que as pessoas vivendo
com HTLV-1 sofrem de maneira rotineira (LaGrenade et al., 1990; Maragno, Casseb, et al.,
2009; Cassar, Einsiedel, et al., 2013; Castro et al., 2005). Ademais, para os pacientes com
MAH/PET que apresentam quadro de desabilidade motora, podendo ou no ter dependéncia no
uso de cadeiras de rodas, e disfun¢do urindria, como por exemplo, quadro de bexiga
neurogénica, casos de ITU podem ser mais frequentes e graves. Essas condi¢des impactam na
qualidade de vida dos individuos e podem levar a uma maior vulnerabilidade a infec¢des
bacterianas, como Salameh, Mohajer e Daroucihe., 2015 destacou em seu trabalho sobre o
impacto da ITU em pacientes com lesdo medular. Em nossa coorte de estudo os pacientes
tiveram o tratamento clinico para os sintomas, mas pela andlise dos prontudrios nao tivemos
acesso aos seus agentes etioldgicos, que permaneceram na maioria vezes indeterminados com
excegdo de casos mais graves. Sendo assim, um dos objetivos deste estudo é chamar atengao
para a recorréncia desses casos em pessoas vivendo com HTLV-1 para que esse assunto quiga

receba mais atencdo e seja investigado mais a fundo.

Quadros de lesdes dermatoldgicas e ITU’s de repeticao, sdo comuns em nossa coorte,
especialmente entre os individuos MAH/PET onde cerca de 27,3%, foram positivos para ambos
os quadros. Apesar de ndo termos dados acerca dos agentes causadores dessas condicdes entre
nossa populacdo de estudo, a S. aureus e a E. coli foram escolhidas como modelos

representativos segundo os dados na literatura, que apontam para a sua alta prevaléncia entre
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pessoas vivendo com HTLV-1 e entre os individuos ndo infectados pelo virus (Parlet, Brown e
Horswill., 2019; Andrade, et al., 2020; Flores-Mireles, Walker et al., 2015; Almeida, Simoes e
Raddi., 2007). Além disso, tanto a E. coli quanto a S. aureus sdo capazes de causar infecgdes
em mucosas, sendo que a E. coli age na mucosa do trato urindrio (Djojodimedjo, Soebadi,

Soetjipto, 2013), enquanto a S. aureus pode ser encontrada na mucosa nasal (Liu, 2009).

Neste trabalho decidiu-se dar um enfoque sobre a resposta imune antimicrobiana
mediada pelos anticorpos. Assim, para comec¢armos o nosso estudo nés fizemos a
caracterizacgdo das subpopulagdes de células B entre os pacientes HTLV-17, visto que as células
B sdo precursoras de plasmablastos secretores de imunoglobulina. Em nossos resultados nao
observamos diferencas significativas entre as frequéncias de subpopulacdes em individuos AC
se comparados aos MAH/PET, apesar de haver uma tendéncia a diminui¢do em algumas dessas
subpopulagdes naqueles acometidos pela MAH/PET (Linfocitos B totais CD19*CD24*,
PC+PBCD38*CD138", Linfécitos B naive IgD*CD27"¢ e Linfécitos B de memoria imatura
I[gD"CD27"). Ademais, ao comparar dados na literatura de andlises de frequéncia de
subpopulagdes de células B no sangue periférico de individuos sauddveis de acordo com a idade
(coorte do Malawi, Mandala, Longwe, 2021) observa-se uma menor frequéncia de células nos
pacientes HTLV-1*. Segundo Mandala e colaboradores (2021) a mediana da frequéncia de
células B totais (CD19%) é de 11,24% (I1Q10-90 4,86—19,40%) para pessoas acima de 60 anos,
enquanto a frequéncia de células B totais (CD197CD24%) foi de 3,28% (1Q10-90 1,27-8,23%)
para os pacientes AC e 1,95% (1Q10-90 0,06-4,95%) para os pacientes com MAH/PET. A
avaliacdo de linfocitos B naive (CD19*CD27"¢) também evidenciou uma diferenca entre as
coortes, para Mandala e colaboradores (2021) a mediana obtida foi igual a 57,50% (1Q10-90
36,78-78,31%) para pessoas acima de 60 anos, enquanto nos nossos dados a mediana da
frequéncia destas células é de 52,20 (IQ10-9041,90-70,30) para os individuos AC e 45,05% (1Q1o-
90 17,50-73,75%) para os pacientes com MAH/PET. Além disso, o grupo também mensurou a
frequéncia de células B de memoéria (CD197CD27"), obteve-se uma mediana igual a 42,50%
(IQ1090 21,69-63,22%), enquanto que para os individuos AC a mediana da frequéncia
observada foi igual 28,60% (IQ10-90 11,78-42,50%) e para os pacientes MAH/PET a mediana é
igual a 13,65% (IQ10-90 6,66-43,82%). Sendo assim, pode-se sugerir que pessoas vivendo
HTLV-1, especialmente com MAH/PET podem ter uma menor frequéncia de células B totais
e subpopulagdes no sangue periférico, contudo esses sdo apenas resultados preliminares e seria
preciso fazer a fenotipagem em individuos ndo infectados da nossa coorte para confirmar tais

observacoes.
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Também foi de interesse do nosso grupo realizar a fenotipagem de subpopulacdes de
neutréfilos, visto que estas células sdo as primeiras a chegar no local de infec¢cdo e possuem a
capacidade de fagocitose, seja pelo reconhecimento por meio de PRR’s ou pela ligacdo a por¢ao
Fc de imunoglobulinas que opsonizaram a bactéria. Em nossos resultados preliminares, ndo foi
observada diferenca entre as subpopulacdes de neutréfilos maduros e imaturos. Contudo,
segundo Eash, Means et al. (2009) a expressio de CXCR4 em neutréfilos CD16*CD62LY
pode indicar estado de senescéncia. Em pacientes MAH/PET observa-se um grupo que
apresenta uma alta frequéncia dessa populacdo de neutréfilos senescentes (14,6% - 22,2%)
quando comparada a frequéncia encontrada nos individuos AC (0,48 — 3,33%). Ademais, entre
os neutréfilos, nossos resultados preliminares mostraram uma expressao aumentada de CXCR1
e CD64 em pacientes MAH/PET. A expressdao de CD64 € baixa na superficie de neutrofilos
obtidos de individuos sauddveis, mas sua expressao se eleva em algumas horas apos infec¢oes
bacterianas, podendo aumentar cerca de 10 vezes e permitir diferenciar neutréfilos ativados e
ndo ativados (Mortaz et al., 2018). A expressao de CXCR1 também pode ser aumentada durante
quadros infecciosos. Além disso, as ITU estdo associadas ao recrutamento de neutréfilos para
a mucosa do trato urindrio através da interac@o entre o receptor CXCR1 e a quimiocina CXCLS,

e ambos podem ser detectados na urina (Stillie et al., 2009).

Por conseguinte, foi feita a avaliacio dos niveis de imunoglobulina total das
subpopulagdes de IgA, IgM e IgG em individuos NI e HTLV-1". Desse modo, nossos resultados
apontaram para um aumento nos niveis de IgG e IgA total em pessoas vivendo com HTLV-1*
se comparados aos NI. J4 para a IgM total, foi observado um aumento em portadores da
MAH/PET se comparados aos AC. Assim, € importante frisar que portadores da MAH/PET sao
em sua maioria idosos, visto que € uma doenca de cardter progressivo lento e o seu agente
etiol6gico pode permanecer anos em estado de laténcia. Estudos apontam que pessoas idosas
produzem um maior nivel de imunoglobulina total, em especial aqueles dos isotipos IgG e IgA,
e apresentam uma redugdo sutil do nivel de IgM reduzindo apds chegar na faixa de 40 a 59 anos
(Blanco, Perez-Andres, et al., 2018). Devido a equivaléncia entre a faixa etdria de individuos
NIe HTLV-1*, sugerimos que a idade provavelmente ndo é um fator impactante neste aumento
da IgG total observada nos individuos HTLV-1*. Esses resultados corroboram dados na
literatura que apontam para quadros de hipergamaglobulinemia em pacientes HTLV-1* (Belec,
Georges, et al., 1996). A hipergamaglobulinemia pode ser resultado de infec¢des virais e €
caracterizada pelo nivel elevado de imunoglobulinas no sangue, assim causando um

desequilibrio na resposta imune (Snyder, 2018). Portanto, o aumento do nivel de Ig nesses
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pacientes provavelmente se correlaciona mais com a exposi¢ao cronica ao virus, além de outros
a patdgenos aos quais as pessoas HTLV-1* apresentam maior susceptibilidade. Na andlise
longitudinal dos niveis de IgG, IgM e IgA total em pessoas HTLV-17, ndo foram observadas

variagdes do nivel de Ig ao longo do periodo.

Foram feitas também avaliacdes de IgG e IgM contra antigenos de bactérias Gram-
negativas (LPS e TolC) e IgG anti-S. aureus. Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre
os individuos NI e HTLV-1* em rela¢do a Ig anti-LPS. Ja em relacdo a proteina TolC, foi
observado um aumento de IgG anti-TolC em pacientes MAH/PET se comparados aos pacientes
AC, enquanto a IgM anti-TolC mostrou uma reducdo no nivel de anticorpos em pacientes
HTLV-1" se comparados aos NI. Desse modo, o aumento no nivel de IgG provavelmente se
relaciona com o fato de pessoas MAH/PET serem mais afetadas pelas ITU s de repeticao se
comparados aos individuos assintomadticos, ja a redu¢do no nivel de IgM pode-se apontar para
uma resposta aguda deficiente, o que provavelmente corrobora com dificuldades em resolver a

infeccdo e a persisténcia do patdgeno no organismo.

Ja em relacdo a avaliacdo do nivel de IgG anti-S. aureus, foi observado um aumento no
nivel dessa Ig em pacientes AC se comparados aos MAH/PET. Assim, esse € um resultado que
corrobora o fato das pessoas com MAH/PET apresentarem maior susceptibilidade a lesdes
dermatoldgicas infecciosas. Contudo, também € valido ressaltar que nesse experimento foi
utilizada a bactéria inteira lisada num tampao, entio os antigenos que cobrem a placa também
contém peptidoglicano e outras estruturas que sao comuns a todas as bactérias Gram-positivas
e ndo so a S. aureus (Silhavy, Kahne e Walker, S. 2010). Além disso, a S. aureus possui em sua
parede celular a proteina A, que é uma estrutura particular da bactéria com afinidade pela por¢ao
Fc de imunoglobulinas. Essa caracteristica pode promover o aparecimento de ligacdes
inespecificas em ensaios de ELISA. Logo, Guidry e seu grupo (1991) desenvolveram uma
estratégia para diminuir essas ligacdes inespecificas em metodologias de ELISA. Nosso grupo
conduziu um ensaio piloto baseado na metodologia proposta por Guidry et al. (1991), usando
uma pré-incubacao com o soro humano para reduzir as ligacdes inespecificas. Os resultados
que obtivemos ao utilizar essa metodologia foram promissores e similares aos encontrados apés
normalizar os ensaios de ELISA anti-S. aureus com os resultados de imunoglobulina total,
contudo o nimero de amostras nesse experimento ainda é muito pequeno e serdo necessarios

mais experimentos para confirmar os achados.



54

Para avaliar as atividades mediadas por imunoglobulinas de individuos HTLV-1" e NI
realizamos ensaios de sobrevivéncia de bactéria e de opsonofagocitose. Desse modo, nos
ensaios de opsonofagocitose, que foram realizados com a S. aureus e a E. coli e com duas
diferentes células fagociticas (neutréfilo de doadores NI e linhagem de mondcitos THP1), foi
observado que a adi¢@o do soro induziu a maior fagocitose da E. coli nos dois tipos celulares.
Ademais, para os experimentos com a linhagem de mondcitos foi realizada uma curva de
diluicao do soro (1:20, 1:40 e 1:80) e na maior diluicdo foi observado que a incubagdo com o
soro de individuos HTLV-17 induz menor capacidade fagocitica se comparado a incubagido com
o soro de individuos NI. Além disso, uma hipétese a ser levantada é que as Ig desses pacientes
podem ter uma maior classe de isotipos menos eficientes na fungcdo de opsoniza¢do, como os
1sotipos I1gG2 e IgG4 (Fleming, Castro-Dopico, e Clatworthy., 2022). Também observa-se que
existe uma correlacdo negativa entre a escala EIPEC-2 e a fagocitose de E. coli em pacientes
HTLV-1*, assim quanto maior o score EIPEC, ou seja, quanto maior o comprometimento
neurolégico, menor capacidade de opsonofagocitose essa pessoa apresenta, sugerindo que
quanto maior a desabilidade motora, mais dificil € a resoluc@o de infeccao e assim acarretando

uma maior vulnerabilidade a infec¢Oes oportunistas.

Ja para a opsonofagocitose de S. aureus nao foram observadas diferencas significativas.
Entretanto, nos ensaios de sobrevivéncia de bactéria realizados com a S. aureus, a adi¢do de
soro foi capaz de diminuir o crescimento bacteriano. Mas, apenas a incuba¢do com o soro NI
foi capaz de inibir significativamente a expansao de bactérias, enquanto a incubagdo com o soro
de individuos MAH/PET apresentou a menor capacidade de inibicdo de crescimento. Esse
resultado se correlaciona com o menor nivel de IgG anti-S aureus e sugere algum tipo de
alteracdo dessas imunoglobulinas que implique na menor efici€éncia na ativacdo de

citotoxicidade dependente de anticorpo.

Em conjunto, nossos dados sugerem que pacientes HTLV-1* apresentam diferencas
importantes na produ¢do de imunoglobulinas que podem impactar diretamente no controle de

infeccdes bacterinas oportunistas.

7. Conclusoes

Em conjunto, nossos resultados demonstram que pessoas vivendo com HTLV-1 possuem
alteracdes na sua resposta imune antimicrobiana que podem levar a um quadro de maior

vulnerabilidade a coinfec¢do com patégenos e dificuldade na resolucdo de infecgdes
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bacterianas. Sendo assim, os individuos HTLV-1* possuem maior nivel de IgA e IgG totais se
comparado a pessoas nao infectadas. Ademais, pessoas vivendo com HTLV-1 também possuem
uma varia¢do no nivel de imunoglobulinas especificas para o antigeno bacteriano de Gram-
negativas, TolC, como o aumento de IgG anti-TolC em portadores de MAH/PET se comparado

aos AC.

Apesar do nivel de IgG anti-TolC aumentado, em nossos experimentos funcionais a
incubagdo com o plasma de pessoas HTLV-1* apresentou menor capacidade de

opsonofagocitose se comparada a incubacdo com o plasma de pessoas NI.

Embora nio tenham sido observadas diferencas significativas na opsonofagocitose de S.
aureus o soro de pessoas vivendo com HTLV-1, especialmente com MAH/PET, nédo reduziu

significativamente o crescimento bacteriano.
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Supplementary Table 1. IPEC-2 disability scale.

Motor score: Gait
0. Normal
1. Abnormal but can walk independently
2. Abnormal and dependent on eventual unilateral support
3. Abnormal and dependent on permanent unilateral support
4. Abnormal and dependent on eventual bilateral support
5. Abnormal and dependent on permanent bilateral support
6
7
8

. Abnormal, dependent on permanent bilateral support, and occasional use of a wheelchair (WC)
. Permanent use of a WC, stands up and remains upright without support
. Permanent use of a WC, uses arms to stand up and remains upright without support
9. Permanent use of a WC, needs assistance from others to stand up and remain upright with support
10. Permanent use of a WC, unable to stand up, exhibits voluntary movements of the lower limbs when seated
11. Permanent use of WC, unable to stand up, and does not have any voluntary movements of the lower limbs
Motor score: Running
0. Runs
1. Unable to run
Motor score: Climbing stairs
0. Climbs
1. Climbs only when holding the handrail
2. Unable to climb
Motor score: Jumping
0. Jumps on one or two feet
1. Jumps on two feet, but not with only one
2. Jumps on two feet only with hand support
3. Unable to jump
Spasticity score: Clonus
0. Absent
1. Only induced by the examiner
2. Spontaneous
Spasticity score: Flexor/extensor spasms
0. Absent
1. Present
Sensory score: Paresthesia
0. Absent
1. Present, eventually
2. Present, permanently
Sensory score: Lumbar pain
0. Absent
1. Present, eventually
2. Present during most of the day
Sensory score: Lower limb pain
0. Absent
1. Present, eventually
2. Present during most of the day
Sphincter score: Bladder control
0. Total
1. Urgency
2. Eventual incontinence or retention
3. Use of permanent catheter or regular use of relieving catheter
Sphincter score: Bowel continence
0. Normal
1. Constipation
2. Incontinence or total retention, needs manual extraction or enemas
Total: 0-31
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