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RESUMO

O cancer ¢ o resultado final de uma série de alteracGes genéticas que ocorre na célula.
Estas mudancas podem alterar o equilibrio entre os mecanismos de proliferacdo e de morte
celular programada (apoptose), promovendo, assim, a transformacdo celular. Agentes
infecciosos, como os virus, podem induzir o processo de oncogénese através da imortalizacdo
celular provocada pela expressdo génica viral. O Human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1)
foi o primeiro retrovirus humano descrito, associado a malignidade. Esse virus, que possui
tropismo principalmente por linfocitos T CD4", promove a ativacio e proliferacdo das células
infectadas, sendo que a transformacédo celular mediada por ele, presumivelmente, ocorre
através da proliferacdo cronica de células T, resultando no crescimento desregulado de células
infectadas e na acumulacao de defeitos genéticos. Atualmente, sabe-se que a transformacéo de
celulas infectadas pelo HTLV-1 para Leucemia/Linfoma de células T do adulto (ATLL)
depende de varios fatores, dos quais 0s mais importantes sdo a expressao génica viral e a
condicdo imune do hospedeiro. Além disso, sabe-se que a expressdo prolongada de duas
proteinas virais, Tax e HBZ, contribui para o desenvolvimento dessa patologia no individuo
infectado, uma vez Tax induz a proliferacdo permanente das células infectadas, enquanto
HBZ inibe a expressdo viral e dificulta o reconhecimento imunoldgico. Estudos recentes
demonstram o importante papel da oncoproteina Tax no desenvolvimento de ATLL através da
ativacdo de vias de sobrevivéncia, inibicdo de checkpoints, atenuacdo dos mecanismos de
reparo do DNA e a inducdo da expressdo de microRNAs com potencial oncogénico nas
células hospedeiras. Apesar da maioria dos individuos portadores do HTLV-1 permanecer
assintomatica por toda a vida, verifica-se que aqueles que manifestam a doenca neoplasica,
apresentam uma alta taxa de letalidade, com um tempo de sobrevida médio de poucos anos.
Considerando a ampla distribuicdo geografica do virus, inclusive em territorio brasileiro,
verifica-se que uma melhor compreensdo dos mecanismos de oncogénese do HTLV-1 faz-se
necessaria, a fim de fornecer novos alvos para o desenvolvimento de terapia viral especifica,
que possa ter impacto na redugdo do numero de individuos infectados pelo virus e,

consequentemente, no nimero de individuos com manifestacdes de ATLL.

Palavras-chave:
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ABSTRACT

Cancer is the end result of a number of genetic changes that occur in the cell. These changes
can alter the balance between the mechanisms of proliferation and programmed cell death
(apoptosis), thereby promoting cell transformation. Infectious agents such as viruses, can
induce the process of oncogenesis through the cell immortalization caused by viral gene
expression. The Human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) was the first human retrovirus
described, associated with malignancy. This virus, which has tropism mainly by CD4" T
lymphocytes, promotes the activation and proliferation of infected cells, and cell
transformation mediated by it presumably occurs through chronic T cell proliferation resulting
in unregulated growth of infected cells and accumulation of genetic damage. Currently, it is
known that the transformation of cells infected with HTLV-1 for leukemia / lymphoma, adult
T-cell (ATLL) depends on several factors, among which the most important are the viral gene
expression and the immune status of the host. Furthermore, it is known that prolonged
expression of two viral proteins, Tax and HBZ, contributes to the development of this disease
in infected individuals, since the permanent Tax induces proliferation of infected cells while
HBZ inhibits viral expression and makes recognition immune. Recent studies have shown the
important role of Tax oncoprotein in the development of ATLL through the activation of
survival pathways, inhibition of checkpoints, mitigation of DNA repair mechanisms and the
induction of expression of microRNAs with oncogenic potential in host cells. Although the
majority of HTLV-1 individuals remain asymptomatic throughout life, there are those that
exhibit neoplastic disease have a high mortality rate, with an average survival time of a few
years. Given the wide distribution of viruses, including Brazil, it is found that a better
understanding of the mechanisms of oncogenesis of HTLV-1 is necessary in order to provide
new targets for the development of specific viral therapy, which may have impact in reducing
the number of infected individuals, and hence the number of subjects with events ATLL.

Keywords: HTLV-1. Leukemia. Lymphoma. T cell.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ fundamentalmente uma doenca genética, que surge como consequéncia de
mudancas patoldgicas na informacdo contida no Acido Desoxirribonucleico (DNA)
(CARRILLO-INFANTE et al., 2007). A maioria das células cancerosas humanas ndo somente
contém muitas mutagdes, mas também sdo geneticamente instaveis (ALBERTS et al., 2011).
Sabe-se que aproximadamente 10% dos casos de cancer sdo causados por virus (TORTORA
etal., 2012).

Uma caracteristica marcante de todos os virus oncogénicos é que seu material genético se
integra ao DNA da célula hospedeira, replicando juntamente com os cromossomos celulares
(CARRILLO-INFANTE et al., 2007). As células tumorais sofrem transformacdo, isto é,
adquirem propriedades distintas, tornando-se menos arredondadas do que as células normais e

exibindo determinadas anormalidades cromossomicas (TORTORA et al., 2012).

Entre os virus de Acido Ribonucleico (RNA), somente os oncovirus da familia
Retroviridae causam cancer (TORTORA et al., 2012). Os retrovirus possuem genoma de
RNA, que € replicado através de um intermediario de DNA. O termo retro significa “para
tras” ¢ a denominagdo retrovirus deve-se ao fato de eles transferirem as informacgdes de
maneira reversa, de RNA para DNA (MADIGAN et al., 2010).

De acordo com Madigan e colaboradores (2010), os retrovirus sdo virus envelopados, que
apresentam varias proteinas no envoltorio viral e, normalmente, sete proteinas internas, sendo
quatro estruturais e trés enzimaticas. As enzimas encontradas no virion correspondem a
transcriptase reversa, a integrase e a uma protease. O virion também contém moleculas de

tRNA celular especificas, utilizadas na replicacao.

Quanto ao genoma, os retrovirus possuem duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples de sentido positivo (+). Além disso, todos contém 0s seguintes genes, arranjados na
mesma ordem: gag, que codifica proteinas estruturais; pol, que codifica a transcriptase reversa
e integrase; env, que codifica proteinas do envelope e pro, que codifica a protease viral.
Alguns retrovirus, como o Human T-lymphotropic virus (HTLV), apresentam um quarto gene
a jusante ao gene env, envolvido na transformacdo celular e no cancer. As repeticGes

terminais sdo essenciais ao processo de multiplicagéo viral (MADIGAN et al., 2010).
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O HTLV-1 infecta varios tipos celulares, porém a populacio de células T CD4" ¢ a mais
afetada em individuos que desenvolvem a Leucemia/Linforma de células T do adulto (ATLL)
(MIYAZATO & MATSUOKA, 2014). A transformacdo celular mediada por esse virus
presumivelmente ocorre através da proliferacdo crbnica de células T, resultando no
crescimento desregulado de células infectadas e na acumulacédo de defeitos genéticos (NICOT
et al., 2000). Segundo Qayyum e Choi (2014), a transformacdo de células infectadas pelo
HTLV-1 para ATLL depende de vérios fatores, dos quais 0s mais importantes sdo 0s genes

codificados pelo virus e a condi¢do imune do hospedeiro.

Considerando a ampla distribuicdo geogréafica do virus, bem como a alta letalidade de
individuos que desenvolvem a ATLL, verifica-se a necessidade de novos estudos que
elucidem os mecanismos de transformacao celular mediados pelo HTLV-1. Dessa forma, este
trabalho ird descrever os principais aspectos relacionados a biologia, epidemiologia e

oncogénese viral, além do diagndstico, profilaxia e tratamento de ATLL.
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2. RELEVANCIA/JUSTIFICATIVA

Apds quase 35 anos da descoberta do primeiro retrovirus humano, o Human T-
lymphotropic virus 1 (HTLV-1), o conhecimento cientifico sobre a imunopatogénese desse
virus ainda é limitado. Apesar de ocorrer em Vvarias regides do mundo, o HTLV-1 apresenta-
se endémico nos seguintes locais: llhas Caribenhas, sudoeste do Japdo, Africa e América do
Sul, sendo que no Brasil, estimativas apontam que o numero de individuos infectados se

aproxime de 2,5 milhdes.

Estudos mostram que desordens neuroldgicas e um aumento na taxa de doencas
infecciosas e linfoproliferativas estdo relacionados a infeccdo pelo HTLV-1, embora grande
parte dos portadores desse virus permaneca assintomatica. No entanto, a auséncia de sintomas
associada ao desconhecimento da infeccdo inibe a ado¢do de medidas de prevencéo e controle

do virus.

As implicacdes incertas do prognoéstico para pessoas infectadas pelo HTLV-1 e suas
formas de transmissdao constituem um problema de saude publica, principalmente em areas
consideradas endémicas para esse virus. Considerando o potencial oncogénico do HTLV-1,
através da atividade de suas proteinas regulatdrias; bem como o péssimo progndstico dos
individuos que desenvolvem a Leucemia/Linfoma de células T do adulto (ATLL), verifica-se
a necessidade de novos estudos que elucidem os mecanismos de transformacdo celular
promovidos pela infec¢do viral, a fim de subsidiar a adocdo de medidas profilaticas e

terapéuticas eficazes referentes a esta morbidade.
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Objetivo geral

O presente trabalho possui como objetivo geral realizar uma revisao

bibliografica descrevendo os principais aspectos da Leucemia/Linfoma de células T do

Adulto (ATLL), enfatizando os principais mecanismos de oncogénese do Human T-
lymphotropic virus 1 (HTLV-1).

Objetivos especificos

Pontuar a origem e epidemiologia da infec¢do pelo HTLV-1 no Brasil e

no mundo;

Descrever sobre o virus, seu ciclo de multiplicacdo e suas formas de

transmissao;

Descrever as principais patologias associadas ao HTLV-1, enfatizando

a Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto;

Descrever 0s principais mecanismos de transformacdo celular
envolvidos na patogénese da Leucemia/Linfoma de Células T do

Adulto, enfatizando as proteinas Tax e HBZ;

Descrever as metodologias mais utilizadas para o diagnostico
laboratorial do HTLV-1;

Descrever as principais estratégias profilaticas e terapéuticas aplicaveis

na Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um trabalho baseado em pesquisa exploratoria, com obten¢édo de dados a partir
de uma revisdo bibliografica. A metodologia foi realizada através das seguintes etapas: Coleta
de Material Bibliogréafico; Analise Preliminar e Anélise Final das fontes de dados.

Na primeira etapa, foram realizadas coletas de materiais bibliograficos com intuito de
reunir informac6es pertinentes, que deram embasamento teorico a este trabalho. De inicio, o
levantamento foi feito em bibliotecas de Universidades e em alguns sites como: Pubmed,;
Periddicos Capes; Google académico; Scielo; Science Direct; Web of Science; Nature
Publishing Group e Scopus. Para isso, foram selecionadas algumas palavras-chave (HTLV-1,

Leukemia; Lymphoma; T cell) que direcionaram a busca pelas informacdes.

Posteriormente foi realizada uma selecdo entre o material coletado, descartando os que
ndo eram pertinentes ao trabalho. Apds analise do material selecionado, foi feita uma segunda
triagem, na qual foi verificado se o contelido dos mesmos agregava aos objetivos do trabalho.
Os casos positivos foram utilizados para compor o trabalho e estdo citados na referéncia
bibliografica, os negativos foram excluidos (FIGURA 01).

+ SITES CONSULTADOS: Pubmed; Periédicos Capes; Google académico;
Science Direct; Scielo; Web of Science; Nature Publishing Group; Scopus.

+ Palavras-chave: HTLV-1; Leukemia; Lymphoma; T cell.

COLETADE MATERIAL
BIBLIOGRAFICO
E pertinente? Descarte/ Reserva
ANALISE PRELIMINAR
Agrega aos
objetivos?
ANALISE FINAL | A

Trabalho Final

Figura 1 — Fluxograma da Reviséo Bibliografica
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5. HTLV-1: O PRIMEIRO RETROVIRUS HUMANO DESCRITO

Previamente a descoberta do Human T-lymphotropic virus 1, virus de RNA
classificados morfologicamente como tipo C, ja eram associados com leucemias, linfomas e
sarcomas em muitas espécies de animais (POIESZ et al., 1980). Apos a deteccéo e isolamento
de retrovirus tipo C em primatas ndo humanos do Novo e Velho mundo, as hipoteses da
existéncia de virus similares, causadores de leucemias em humanos, foram fortalecidas
(GALLAGHER & GALLO, 1975).

O HTLV-1 foi descoberto nos Estados Unidos da América (EUA) em 1979 e publicado
em 1980 (GALLO, 2005). Foi o primeiro retrovirus humano descrito, isolado a partir do
sangue periférico de um paciente com linfoma cutaneo de células T (POIESZ et al., 1980).
Logo apos a descoberta e associacdo do HTLV-1 com a Leucemia de células T (ATLL),
varios pesquisadores americanos e japoneses iniciaram estudos para obter informacdes sobre a
origem do virus, distribuicdo geografica e modos de transmissdo (GESSAIN & CASSAR,
2012).

5.1. Aorigemdo HTLV-1

Os virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 foram descobertos no
inicio dos anos 80 (HTLV-1 e HTLV-2) (GALLO, 2005). Em 2005, dois novos tipos, 0
HTLV-3 e HTLV-4, foram identificados na Africa Central, em individuos saudaveis que
mantinham como atividade habitual a caca de animais selvagens, incluindo primatas nao
humanos (CALATTINI et al., 2005; GESSAIN et al., 2013).

De acordo com Gessain e colaboradores (2013), os primatas ndo humanos séo
considerados fontes provaveis de virus, que podem infectar os seres humanos e, assim,
representam uma ameaca significativa para a populacdo humana. Paralelamente, verifica-se a
capacidade de alguns retrovirus, como Simian immunodeficiency virus (SIV) e o Simian T-
lymphotropic virus (STLV) de realizar transmissdo interespecifica, atraves da adaptacéo e
disseminagéo em novos hospedeiros (LOCATELLI & PEETERS, 2012).

Resultados obtidos a partir de analises filogenéticas sugerem que os diferentes tipos de

HTLV originaram a partir da transmissdo zoonotica entre macacos e seres humanos dos
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STLV, pertencentes ao grupo dos Primate T-lymphotropic virus (PTLV) (GESSAIN &
CASSAR, 2012). Considerando que todos os PTLV conhecidos foram encontrados no
Continente Africano, admite-se que a origem do HTLV-1 tenha ocorrido na Africa, através de
um longo periodo de evolucdo do STLV-1 em seus hospedeiros humanos (WOLFE et al.,
2005; VERDONK et al., 2007).

5.2. Distribuicdo Geografica e Epidemiologica do HTLV-1

Apesar da estabilidade genética apresentada pelos HTLV, polimorfismos de
sequéncias nucleotidicas presentes no genoma, em especial na regido de terminagdes longas
repetidas (LTR - Long Terminal Repeats), tém permitido as genotipagens e analises
evolutivas dos HTLV (GESSAIN et al., 2013). De acordo com Gessain e Cassar (2012), a
partir de isolados de todo o mundo, foi possivel identificar quatro grandes subtipos
geogréficos (gendtipos) do HTLV-1, sendo eles: o subtipo A, também conhecido como
cosmopolita; os subtipos B e D, presentes na Africa Central e o subtipo C, da regido Australo-
Melanésia. Um numero limitado de amostras, também encontradas na Africa Central,
pertence aos subtipos E, F e G (FIGURA 2).
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Subtipo B

@ Subgrupo Transcontinental Subtigo C
@B Subgrupo Japonés Subtipo A @ Subtipo D
@ Subgrupo do Oeste Africano [ Cosmopolita @ Subtipo E
@® Subgrupo do Norte Africano Subtipo F
® Subtipo G

NHE—H] STLV-1: Transmissdo de primatas ndo humanos para humanos

Figura 2 — Mapa da distribuicéo geografica dos subtipos do HTLV-1 (A-G), e os principais modos
de disseminacao viral através do movimento de populagdes infectadas (setas)

Fonte: Adaptado de Gessain e Cassar (2012)

Ainda segundo o autor, o subtipo A é o mais difundido, abrangendo quatro subgrupos:

transcontinental, japonés, oeste africano e norte africano. E endémico nas seguintes regides:

Japdo, Caribe, América Central e do Sul, Norte e Oeste da Africa, bem como no Oriente

Médio. Considerando que a variabilidade de sequéncias provirais dentro desse subtipo €

muito baixa, presume-se que tenha ocorrido uma disseminagéo relativamente recente deste

genotipo de um ancestral comum (PROIETTI et al., 2005). Dessa forma, as migracGes

humanas voluntarias e forgadas ocorridas no Gltimo século, devido as viagens de descoberta

europeias e ao comércio e trafico de escravos, respectivamente, podem explicar a natureza

cosmopolita desse subtipo (YANAGIHARA et al., 1995).
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J& o subtipo C é o mais divergente, refletindo um longo periodo de evolugdo (pelo
menos muitos milénios), que ocorreu em populagdes isoladas, que habitavam diferentes ilhas
na regido do Oceano Pacifico (GESSAIN & CASSAR, 2012). O aparecimento desse subtipo
em seres humanos, fortaleceu ainda mais a hipotese de transmissao inter-especifica do virus
linfotrépico de células T de simios tipo 1 (STLV-1) entre macacos infectados e seres humanos
(YANAGIHARA et al., 1995; LOCATELLI & PEETERS, 2012).

De acordo com Gessain e Cassar (2012), o HTLV-1 ndo é um virus ubiquo, uma vez
que regides de alta endemicidade frequentemente estdo proximas de areas onde o virus é
praticamente ausente. Atualmente, o nimero exato de individuos soropositivos para 0 HTLV-
1 é desconhecido, porém estima-se que aproximadamente 5 a 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas no mundo inteiro, sendo as principais areas endémicas: Caribe, sudoeste do Japéo,
Africa e América do Sul (GESSAIN & CASSAR, 2012; MIYAZATO & MATSUOKA,
2014) (FIGURA 3). De acordo com Mello e colaboradores (2014), o Brasil €, sem davida,
uma area endémica para o virus, uma vez que ele esta presente em todos os estados onde foi
pesquisado, com prevaléncias variadas; sendo que a mais elevada ocorre no estado da Bahia
(GALVAO-CASTRO et al., 1997). A estimativa é de que existam aproximadamente 2,5
milhGes de pessoas infectadas no pais (ROMANELLI et al., 2010).

Ry . e SRR
: 2l Prevaienciadeia 50/2,.;

P -
Prevaléncia menor que-1%

Figura 3 — Prevaléncia do HTLV-1 no mundo
Em marron escuro, estdo representadas as areas endémicas (prevaléncia de 1 a 5% em algumas
populacGes) e, em bege, as areas com baixa prevaléncia (menor que 1%).
Fonte: Adaptado de Proietti e colaboradores (2005)
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De acordo com Proietti e colaboradores (2005), as taxas de soroprevaléncia diferem
conforme a regido geografica, a composicao sécio-demografica da populacdo estudada e os
comportamentos de risco individuais. Considerando que a maioria dos estudos
epidemioldgicos para 0 HTLV-1 sdo realizados em doadores de sangue ou em grupos
selecionados como, por exemplo, mulheres gravidas, pacientes com doencas neuroldgicas ou
hematologicas, parentes de individuos infectados, nativos de populacdes isoladas, usuérios de
drogas ou profissionais do sexo; verifica-se que as estimativas atuais podem estar
subestimadas, uma vez que esses dados certamente nao sdo representativos da populacéo geral
(PROIETTI et al., 2005).

Diversos estudos demonstram que a prevaléncia viral também esta diretamente
relacionada a idade e ao sexo do portador, aumentando progressivamente com a idade,
especialmente entre as mulheres (MANNS & BLATTNER, 1991; CATALAN-SOARES et
al., 2001; GESSAIN & CASSAR, 2012). Além disso, o virus foi associado a areas com 0s
piores indices de posicdo socioecondémica, em individuos com baixos niveis de renda e
escolaridade (DOURADO et al., 2003).

O fato do virus se apresentar de forma endémica em grupos raciais distintos, como
africanos e japoneses, parece refletir a tendéncia de agrupamento da infeccdo e ndo uma
predisposicdo genética para adquirir o virus. O fator genético, contudo, parece ser importante
no desenvolvimento de patologias, uma vez que aproximadamente 90% dos individuos
infectados pelo HTLV-1 permanecem portadores assintomaticos durante toda a vida
(GONCALVES et al., 2010; GILLET et al., 2011).

5. 3. Mecanismos de transmissdo do HTLV-1

Trés mecanismos de transmissdo do HTLV-1 tém sido demonstrados, sendo eles:
transmissdo vertical, em que a mée infecta o filho, principalmente devido a um periodo de
amamentacdo prolongado (LI et al., 2004); transmissdo sexual, principalmente do individuo
masculino para o feminino (ROUCOUX et al., 2005); e transmissdo parenteral, a partir do
recebimento de produtos sanguineos contaminados, contendo linfécitos infectados com o
HTLV-1 (LIMA et al., 2013). A infec¢do pelo HTLV-1 também ocorre em usuarios de drogas
injetaveis que compartilham seringas e agulhas contaminadas, porém em menor grau do que
no HTLV-2 (MURPHY et al., 1999: BITTENCOURT & FARRE, 2008; MIYAZATO &
MATSUOKA, 2014). No organismo do individuo infectado, a formacao de sinapses virais
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promove a transmissdo intercelular do HTLV-1, através do contato direto entre células T
infectadas com células T néo infectadas (LAIRMORE et al., 2012).

6. HTLV-1: O VIRUS, MULTIPLICACAO E ESTRUTURA GENOMICA

6.1. Classificacdo taxonémica do HTLV-1 e estrutura da particula viral

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae e ao
género Deltaretrovirus (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF
VIRUSES, 2014). Apresenta-se como um virus envelopado esférico, medindo
aproximadamente 100 nm de diametro e com estrutura morfoldgica similar a de outros
retrovirus (VERDONCK et al., 2007). O virion é circundado por um envelope de bicamada
proteolipidica, originado da célula hospedeira, que contém proteinas de superficie (SU)
ancoradas por proteinas transmembrana (TM). O interior do envelope possui a camada matriz,
gue ajuda a organizar 0os componentes virais na membrana celular interna; e o capsideo
icosaédrico ou cerne, que protege as duas fitas de RNA viral, além de algumas proteinas,
como as proteinas do nucleocapsideo, integrases e transcriptases reversas (FIGURA 4). O
conjunto formado pelo capsideo e nucleocapsideo denomina-se complexo ribonucleoproteico
(LAIRMORE et al., 2012).

) «———— Proteinas de superficie

Bicamada lipidica

Camada Matriz /.’
)

Protease funcional

CO0ORS
.b

D

ooOU
=0

Figura 4 — Desenho esquematico da estrutura e composi¢ao de uma particula viral
madura do HTLV-1

Fonte: Adaptado de Verdonck et al. (2007)
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6.2. Estrutura gendémica do HTLV-1 e seus produtos proteicos

O HTLV-1 apresenta uma organizacdo gendmica similar aos outros retrovirus,
possuindo um RNA dimérico, caracterizado por duas fitas simples de sentido positivo,
contendo 8507 nucleotideos (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2014); além dos genes estruturais gag, pol e env e das regides de repeticdes
longas terminais (LTR) proximas as extremidades 3’ e 5°, que contém os elementos de
atuacdo cis, essenciais para a expressao dos genes virais: sitios de ligacdo do fator de
transcricdo, sitios de inicio e término da transcricdo, poliadenilacdo e locais de processamento
(KOBAYASHI et al., 1984; BOXUS & WILLEMS, 2009). Além destes componentes, 0
provirus do HTLV-1 possui uma sequéncia entre env e LTR 3°, denominada como regido pX,
que codifica varios genes regulatorios e acessorios, envolvidos no controle da expressdo
génica proviral e na proliferagdo das células infectadas (GAUDRAY et al., 2002; BARBEAU
etal., 2013; COOK et al., 2013; SATOU & MATSUOKA, 2013) (FIGURA 5).
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Figura 5 — DNA proviral do HTLV-1

Fonte: Adaptado de Barbeau e colaboradores (2013)

O genoma do HTLV-1 codifica proteinas estruturais, regulatorias e acessorias; além
de enzimas necessarias para o ciclo de multiplicacdo viral. Lairmore e colaboradores (2012),
afirmam que as principais proteinas estruturais incluem as do nucleocapsideo (NC), capsideo
(CA) e matriz (MA), sendo que todas sdo codificadas pelo gene gag. O gene env codifica as
proteinas responsaveis pela ligacdo e fusdo nas membranas celulares durante a entrada viral,
sendo elas: as proteinas de superficie (SU) e as proteinas transmembrana (TM). Os
componentes enzimaticos do HTLV-1 incluem a integrase (IN), a transcriptase reversa (TR) e
a protease (pro) (TABELA 1).
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Tabela 1 — Funcg@es das principais proteinas estruturais e enzimaticas do HTLV-1

Proteinas e Glicoproteinas do Funcdes

HTLV-1

Proteinas do envelope (codificadas por env)

Glicoproteina de superficie (gp46) Liga-se ao receptor celular do hospedeiro

Proteina transmembrana (gp21) Ancora as proteinas de superficie ao virus

Proteinas estruturais (codificadas por gag)

Camada matriz (p19) Organiza 0s componentes virais ha membrana celular interna
Capsideo (p24) Protege o RNA viral e as proteinas (cerne)
Nucleocapsideo (p15) Ligacdo das proteinas ao &cido nucleico

Proteinas funcionais (codificadas por pol)

Protease (p14) Cliva as poliproteinas em componentes funcionais
Transcriptase reversa (p95) Converte o RNA fita simples em DNA fita dupla
Integrase Facilita a insercéo do provirus no DNA da célula hospedeira

Fonte: Adaptado de Verdonck e colaboradores (2007)

Como um retrovirus complexo, o HTLV-1 utiliza processamentos alternativos e
cédons de iniciacdo interna para produzir vérias proteinas regulatorias e acessorias,
codificadas por quatro janelas de leitura abertas (ORF - open reading frames) localizadas,
predominantemente, na regido pX do genoma viral (ALBRECHT & LAIRMORE, 2002). As
proteinas regulatorias expressas pelo virus sdo Tax, Rex e HBZ, enquanto as principais
acessorias sdo representadas por p8, pl2, pl3, p2l1 e p30 (BAYDOUN et al., 2011;
YASUNAGA & MATSUOKA, 2011).

De acordo com Chan e colaboradores (2013), o entendimento dos mecanismos pelos
guais 0 virus expressa 0s seus produtos proteicos provirais pode fornecer novas estratégias
para a prevencao e controle de doencas associadas a infec¢do pelo HTLV-1. Dessa forma, a
sequir, serdo apresentadas, resumidamente, as principais funcdes das proteinas supracitadas,

sendo que em alguns casos, estas funcdes ainda ndo estdo completamente esclarecidas.

A expressdo génica do HTLV-1 é regulada por dois fatores de transativacao

codificados pela regido pX: Rex (p27) e Tax (p40), sendo que o primeiro representa um
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ativador pos-transcricional, enquanto o segundo, um ativador transcricional (BAYDOUN et
al., 2009). Rex é uma fosfoproteina nuclear, que induz a expressdo de proteinas virais
estruturais e enzimaticas dos genes gag, pol, env e pro. No entanto, ela também pode atuar
como um regulador negativo indireto da transcricdo viral, suprimindo a expressdo de
proteinas regulatérias, como Tax, além da prépria Rex (HIDAKA et al., 1988). Dessa forma,
verifica-se que Rex atua na regulacdo dos niveis de RNA gendmico citoplasmatico e,
consequentemente, na expressdo de produtos génicos fundamentais para a producdo da
progénie viral (BALLAUN et al., 1991).

Um estudo realizado por Ye e colaboradores (2003), demonstrou que a proteina Rex é
essencial para a replicacdo viral eficiente, contribuindo para a propagacao e persisténcia do
HTLV-1 in vivo, porém é dispensavel para a transformacéo celular in vitro. J& um estudo
recente, realizado por Bai e colaboradores (2012), sugere que Rex também pode estimular a
expressao de Tax através da exportacdo nuclear-citoplasmatica do mRNA Tax/Rex,
dependente de vias mais complexas do que as previstas anteriormente. Logo, verifica-se que a
participacdo dessa proteina no processo de transformacéo/imortalizacéo celular ainda ndo esta

suficientemente esclarecida.

Durante muitos anos, as investigacdes sobre a imunopatogénese mediada pelo HTLV-1
focaram em Tax, uma oncoproteina viral, que ativa muitos genes celulares através da sua
ligacdo com grupos de fatores de transcricdo e coativadores, ocasionando a transformacéo
celular. Entretanto, estudos recentes tém identificado que outra proteina regulatéria, fator
basico de ziper de leucina (HBZ — basic leucine zipper fator), também possui um papel
importante no desenvolvimento de ATLL (MATSUOKA & JEANG, 2011).

A proteina Tax do HTLV-1 é predominantemente uma fosfoproteina nuclear, com
uma pequena quantidade distribuida no citoplasma das células hospedeiras (ALEFANTIS et
al., 2003). De acordo com Grassmann e colaboradores (2005), essa proteina é essencial para a
multiplicacdo viral e para o inicio da transformagéo maligna, que conduz ao desenvolvimento
de ATLL. Dessa forma, no subitem 8.1 deste trabalho, sera realizada uma descricdo mais

detalhada de Tax, bem como dos mecanismos de oncogénese relacionados a sua expressao.

Com relacéo a proteina HBZ, sabe-se que é uma proteina codificada pela fita negativa
do provirus, que esta envolvida na regulacdo da transcricdo génica viral e na proliferacdo de
células T (ZHAO et al., 2011). De acordo com Zhao e Matsuoka (2012), o gene dessa
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proteina é constitutivamente expresso em células de ATLL, ao contrério de Tax, que
frequentemente € inativado por modificaces epigenéticas ou pela delecdo de 5° LTR. Devido
a sua significativa contribuicdo na inducdo da leucemogénese, mais detalhes sobre essa

proteina do HTLV-1 serdo vistos no subitem 8.2 desse trabalho.

As proteinas acessorias do HTLV-1 exercem funcéo critica durante a replicacdo viral,
uma vez que sdo reguladoras essenciais da interacdo virus-hospedeiro, durante a infeccéo
natural (ALBRECHT & LAIRMORE, 2002). Inicialmente, p12, codificada pela ORF-1 do
genoma viral, é uma proteina de membrana altamente hidrofébica, constituida por 99
aminoéacidos, expressada pelas células de ATLL. Localiza-se no reticulo endoplasmatico e nos

compartimentos de Golgi.

De acordo com Fukumoto e colaboradores (2009), essa proteina viral pode contribuir
para a sobrevivéncia e proliferacdo das células infectadas no hospedeiro, através da interacdo
e interferéncia nos receptores de diferentes compartimentos celulares, como por exemplo: as
cadeias do receptor de interleucina 2 (IL-2R), a cadeia pesada do complexo principal de

histocompatibilidade classe | (MHC- 1), além da calreticulina e calnexina.

De acordo com Prooyen e colaboradores (2010), p12 pode ser clivada no reticulo
endoplasmatico para gerar p8, uma proteina associada a membrana com funcgéo contrastante,
que € recrutada como sitio de contato entre a célula apresentadora de antigeno e os linfocitos
T para a formacdo de sinapses imunoldgicas.

No entanto, segundo Malbec e colaboradores (2011), presume-se que p8 também pode
contribuir para a persisténcia do HTLV-1 no hospedeiro infectado, uma vez que essa proteina
promove a baixa producdo viral, através da reducdo da sinalizacdo proximal via receptores de
células T (TCR - T cell receptor); a evaséo do reconhecimento imunoldgico pelas células NK
e T CD8" devido ao fato de induzir a redugdo da expressio de MHC-1 na superficie celular e
de causar a anergia da célula infectada; além de ocasionar o recrutamento de células ndo
infectadas, a partir da inducdo da expressdo do antigeno de agrupamento de linfocitos (LFA-1

- lymphocyte function-associated antigen-1).

Outra funcdo importante de p8 trata-se da capacidade dessa proteina de promover a
formacgéo de conduites celulares, permitindo a rapida transferéncia do virus e da propria p8
em células-alvo (FIGURA 6).
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Figura 6 — Modelo hipotético da acdo de p12 e p8

Fonte: Adaptado de Malbec e colaboradores (2011)

De acordo com D’Agostino e colaboradores (2005), pl3 representa uma proteina
acessoria do HTLV-1, codificada pela ORF-2 do genoma viral, que possui 87 aminoacidos.
Localiza-se nas membranas internas mitocondriais. Funcionalmente, a expressdo dessa
proteina altera a morfologia mitocondrial, interferindo no potencial de suas membranas
internas, sugerindo, assim, uma participacdo na inducdo da apoptose celular (CIMINALE et
al., 1999). Apesar das suas fungbes ainda ndo serem totalmente esclarecidas, estudos
demonstram que essa proteina viral pode estar relacionada com o controle dos principais
processos regulados pela sinalizacdo do ion célcio, como a ativacdo e morte de células T
(BIASIOTTO et al., 2010).

De acordo com Silic-Benussi e colaboradores (2010), essa proteina também pode
induzir o aumento do numero de células infectadas “normais”, em detrimento das células com
fendtipo transformado, através do controle da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS
- reactive oxygen specie) mitocondriais, também chamado de regulacdo redox, que induz a
apoptose de células transformadas (FIGURA 7). Logo, é possivel inferir que através desse
mecanismo, pl3 pode favorecer a persisténcia do virus no hospedeiro por longos periodos
(SILIC-BENUSSI et al., 2010).
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Figura 7 — Modelo de regulacdo redox de células T infectadas, induzida por p13

Fonte: Adaptado de Silic-Benussi e colaboradores (2010)

Considerando que a produgdo de ROS mitocondrial foi considerada um importante
mecanismo de controle do destino das células infectadas pelo HTLV-1, sugere-se que a
manipulacdo das funcGes mitocondriais e de sinalizacdo por ROS representam pontos-chave
de convergéncia das estratégias de replicacdo do virus no tumor (RUSTIN, 2002; SILIC-
BENUSSI et al., 2010). Dessa forma, verifica-se que esses achados fornecem subsidios para
explicar por que a transformacdo causada pelo virus ocorre com uma frequéncia muito baixa,
e depois de varias décadas.

A proteina p21, codificada pela ORF | do genoma viral, localiza-se no reticulo
endoplasmatico e nos compartimentos de Golgi das células infectadas pelo HTLV-1
(ALBRECHT & LAIRMORE, 2002). De acordo com Akita e colaboradores (2005), presume-
se que essa proteina desempenhe um importante papel na infectividade viral, através da
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, modulada pela sinalizacdo do
fator nuclear kappa B (NFkp).

Finalmente, com relacdo a p30, sabe-se que é uma proteina codificada pela ORF Il do
genoma viral, localizada no nucleo celular, que pode promover o acimulo de mutactes
geneéticas, através da interferéncia nos mecanismos de reparo do DNA (BAYDOUN et al.,
2011). Além disso, segundo Albrecht e Lairmore (2002), essa proteina pode atuar como
moduladora transcricional, reduzindo a express@o de determinados genes virais. Dessa forma,
verifica-se que p30 promove um menor reconhecimento imune das células infectadas e,

consequentemente, favorece a persisténcia viral.
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6.3. Ciclo de multiplicagéo do HTLV-1

Sabe-se que o HTLV-1 possui tropismo principalmente pelos linfocitos T CD4", porém
ja foi comprovado que esse virus possui a capacidade de infectar outras células como, por
exemplo, linfécitos T CD8", células dendriticas, macrdfagos, linfocitos B, células nervosas e
células progenitoras hematopoiéticas (KOYANAGI et al., 1993; MARTINS et al., 2012).
Considerando a grande variedade de tipos celulares passiveis de infeccdo pelo HTLV-1,
presume-se que o0 receptor para o virus seja comumente expressado em todas essas células
(MATSUOKA & JEANG, 2011).

Estudos recentes apontam trés proteinas responsaveis pela interagdo entre o envelope
do HTLV-1 e a membrana celular, sendo elas: Transportador de Glicose 1 (GLUT-1 —
Glucose Transporter 1), Proteoglicanas de Heparan-Sulfato (HSPG — Heparan Sulfate
Proteoglycans) e Neuropilina 1 (NRP-1 — Neuropilin-1) (JONES et al., 2005; GHEZ et al.,
2006; YASUNAGA & MATSUOKA, 2011). Dessa forma, verifica-se que a entrada do
HTLV-1 na célula-alvo ocorre através da ligacdo da glicoproteina de superficie do envelope
viral (gp 46) aos receptores especificos da superficie celular; permitindo, assim, que a
glicoproteina transmembrana (gp 21) inicie o processo de fusdo das membranas celular e viral
(NATH et al., 2003; KUO et al., 2011).

O HTLV-1 apresenta um ciclo de multiplicacdo tipico dos retrovirus, caracterizado
pelas seguintes etapas: interacdo das proteinas de superficie do envelope viral com receptores
celulares; fusdo da particula viral com a membrana celular e desnudamento do cerne viral;
transcricdo reversa da fita positiva do RNA viral em DNA; integracdo do DNA proviral no
DNA gendmico da célula hospedeira; transcricdo e processamento do provirus para formacao
de mRNAs; traducdo das proteinas virais; montagem e brotamento das particulas virais
imaturas a partir da membrana celular; processamento proteolitico das proteinas do capsideo,
levando a maturacdo das particulas virais e formacdo de virions (MARTINS et al., 2012)
(FIGURA 8).
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Figura 8 — Ciclo de multiplicagéo do virus HTLV-1

Fonte: Adaptado de Laimore e colaboradores (2012)

7. PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

De acordo com Tezuka e colaboradores (2014), o entendimento das doencgas associadas ao
HTLV-1 ¢ limitado pela falta de modelos animais apropriados e inacessibilidade de tecidos do
sistema nervoso central humano. Segundo Hajj e colaboradores (2012), os principais modelos
animais utilizados em pesquisas sobre o HTLV-1 sdo: primatas, coelhos, ratos e, mais
recentemente, camundongos xenotransplantados, humanizados ou transgénicos; sendo que
estes ultimos tém revolucionado o estudo de diversos retrovirus, incluindo o HTLV-1,
possibilitando a manipulacdo de genes do hospedeiro, a verificacdo de possibilidades de se
evitar a infeccdo, além de favorecer a execucdo de testes para o tratamento de doengas

associadas ao virus.

Atualmente, sabe-se que as patologias associadas a infeccao pelo HTLV-1 ocorrem, na
maioria das vezes, ap0s prolongados periodos em que o0s individuos permanecem

assintomaticos, sendo as mais comuns: a Mielopatia Associada ao HTLV-1/ Paraparesia
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Espastica Tropical (HAM/TSP — HTLV-1 associated myelopathy/tropical spastic paraparesis)
e a Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL- T-cell leukemia/lymphoma) (COOK et
al., 2013); sendo que para ambas ainda ndo existe cura ou vacinas disponiveis (JIM et al.,
2010). De acordo com Lairmore e Franchini (2007), estima-se que, aproximadamente, 3 a 5%

dos individuos infectados pelo virus desenvolvam uma dessas patologias ao longo do tempo.

A HAM/TSP é uma doenca incapacitante, de evolucgéo lenta e progressiva, provocada pela
inflamacdo e destruicdo celular de neurdnios motores, envolvendo, sobretudo, a medula
espinhal (JIN et al.; 2010; LAIRMORE et al., 2012). Atualmente, sabe-se que a invasédo
medular por células T infectadas com o HTLV-1 desencadeia uma forte resposta virus-
especifica, aumentando a producdo de citocinas pré-inflamatorias e de quimiocinas.
Consequentemente, o individuo infectado pode desenvolver uma inflamacdo linfocitica

cronica, que resulta em lesdes teciduais locais.

De acordo com Saito (2013), a HAM/TSP pode ocorrer tanto em individuos infectados
por via vertical, quanto pelo contato sexual, uso de drogas intravenosas, transfusdo de
hemocomponentes contaminados, entre outros. A idade média de inicio é de 43, 8 anos; sendo
mais comum em mulheres do que em homens (NAKAGAWA et al., 1995). Saito e Banghan
(2012) destacam os seguintes fatores de risco para o desenvolvimento de HAM/TSP: fatores
genéticos do hospedeiro, gen6tipo do HTLV-1 e seu sitio de integracdo genémica.

Segundo Yamano e Sato (2012) essa patologia pode provocar distrbios motores,
sensoriais ou autbnomos como, por exemplo, mielopatia persistente, paraparesia espatica,
parestesia de membros inferiores, além de disfungdo sexual, vesical e/ou gastrointestinal.

Segundo Takenoushi e colaboradores (2003) a progresséo clinica de HAM/TSP relaciona-
se com 0 aumento da carga proviral, principalmente em células do fluido cérebro-espinhal
(CSF- cerebrospinal fluid) e em células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC -
peripheral blood mononuclear cells) dos individuos infectados pelo HTLV-1. De acordo com
Saito e Bangham (2012), o periodo inicial da infeccdo pelo HTLV-1 até o surgimento de
HAM/TSP pode variar de meses a décadas, porém em um menor tempo do que para o inicio
de ATLL.

A Leucemia/Linfoma de células T do adulto (ATLL), originalmente descrita por
Uchiyama e colaboradores em 1977, é uma desordem linfoproliferativa de células T CD4"
maduras, causada pelo HTLV-1, que ocorre em aproximadamente 5% dos individuos
infectados (GILLET et al., 2011; JABBOUR et al., 2011). Foi relatado por Yamagushi e
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colaboradores (1990) que a idade média de inicio da doenga é 56 anos, sugerindo um longo
periodo de infecgdo latente (MURPHY et al., 1989). De acordo com Cook e colaboradores
(2014), ainda ndo se sabe por que uma minoria de pessoas desenvolve a doenca maligna,
tipicamente décadas apds a infec¢do assintomatica, enquanto a maioria dos individuos

portadores do HTLV-1 permanece saudavel por toda a vida.

De acordo com Bittencourt e Farré (2008), a ATLL constitui uma doencga neoplésica
grave, que ndo responde a quimioterapia e é, geralmente, fatal. Ocorre quase que
exclusivamente em adultos, sendo que alguns casos em criangas ja foram descritos (POMBO
DE OLIVEIRA et al., 1990). De acordo com Matutes (2007), ainda ndo é conhecido se a
predisposicdo genética desempenha um papel importante no desenvolvimento da doenca. No
entanto, ATLL familiar ja& foi documentada em paises como Japdo, Estados Unidos da
América e Inglaterra (MATUTES et al., 1995).

Segundo a classificacdo de Shimoyama (1991), essa patologia pode se apresentar em
quatro formas distintas: latente, crénica, aguda ou leucémica e linfomatosa, sendo as duas
ultimas mais frequentes e com um menor tempo de sobrevida média (RATNER, 2005;
RATNER et al., 2009) (TABELA 2). A ATLL possui um péssimo progndstico, uma vez que €
uma doenca incuravel, refrataria a poliquimioterapia atualmente disponivel (YAMADA et al.,
2001). De acordo com Yamagishi e Watanabe (2012), o desconhecimento da base molecular

completa da doenca, conduz a falta de orientacdo molecular no tratamento.
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Tabela 2 - Ocorréncia, manifestacdes clinicas e tempo de sobrevida média das diferentes
formas de apresentacdo de ATLL

Classificagdo  Ocorréncia ManifestacGes Clinicas Tempo de
de ATLL sobrevida média
Latente 5% Contagem de leucécitos normal, com menos de 3% de 5 anos

linfocitos atipicos. Presenca de lesdes cutaneas.

Cronica 15% Linfocitose. Lesdes de pele, figado, pulmdes e 2 anos
linfoadenopatia.

Linfomatosa 20% Linfoma de células T ndo Hodgkin, sem comprometimento 0.5 - 2 anos
sanguineo e da medula Gssea. Contagem de leucécitos
normal, com 1% ou menos de linfécitos atipicos.
Predomina comprometimento cutdneo e linfoadenopatia.
Pode ocorrer acometimento primario do sistema nervoso

central.
Aguda ou 60% Leucemia de células T, com hipercalcemia, lesdes dsseas 0.5 -2 anos
Leucémica liticas, linfoadenopatia, comprometimento visceral ou

leptomeningeo e infecgBes oportunistas.

Fonte: Adaptado de Ratner (2005); Ratner e colaboradores (2009)

Além da HAM/TSP e ATLL, uma variedade de condic¢Bes inflamatérias crénicas imune-
mediadas tém sido relacionadas com a infeccdo pelo HTLV-1, sendo elas: dermatites, lesbes
oculares, artropatias e polimiosites (NOBRE et al., 2005; LAIRMORE et al., 2012; SOUZA
et al., 2012). Adicionalmente, outras complica¢fes infecciosas como, por exemplo,
estrongiloidiase, escabiose, hanseniase e tuberculose podem ocorrer em individuos infectados
pelo virus (VERDONCK et al., 2007; TATTERMUSCH & BANGHAM, 2012). No entanto,
de acordo com Cook e colaboradores (2013), a maioria dos individuos infectados permanece

como portador assintomatico por toda a vida.

7.1.  Imunopatogénese do HTLV-1 na ATLL

A imunopatogénese do HTLV-1 é intrigante, uma vez que a sua persisténcia em

linfocitos CD4" determina uma interacdo prolongada entre o virus e o sistema imune, 0 que
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pode resultar em um amplo espectro de doencas associadas (LAIRMORE et al., 2012). Os
mecanismos pelos quais o virus causa essa diversidade de patologias ainda ndo estdo
completamente esclarecidos, bem como ndo se sabe por que a doenca ocorre normalmente
décadas apds a infeccéo inicial e afeta menos de 10% dos individuos portadores (BANGHAM
& OSAME, 2005; COOK et al., 2013).

Considerando que nenhum gendtipo viral foi associado a qualquer doenca em
particular (FURUKAWA et al., 2000); e que a forca da resposta de células T do hospedeiro
contra o virus difere entre as patologias, presume-se que tanto a resposta imune inata, quanto
a adquirida, controlam o estado das células infectadas pelo virus e podem ser determinantes
importantes no desenvolvimento de doencas mediadas pelo HTLV-1 (KANNAGI et al.,
2012).

Estudos recentes tém apontado diferentes subpopulagbes de linfocitos T CD4", as
quais podem ser divididas em duas categorias principais: células T efetoras e células T
regulatérias (T reg) (SATOU et al., 2012). As células T efetoras induzem a ativacdo das
respostas imunes atraves da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, enquanto as células T
regulatérias, caracterizadas pela expressdo da molécula CD25+ e do fator nuclear FoxP3,
induzem a supressdao das células T efetoras, bloqueando a ativacdo e a funcdo destes
linfocitos, sendo, assim, importantes no controle da resposta imunoldgica a antigenos proprios
e ndo proprios (CAMPBELL & ZIEGLER, 2007; SOJKA et al., 2008). Interessantemente,
Satou e Matsuoka (2013) propuseram que o0 HTLV-1 infecta preferencialmente células T reg
FoxP3+ e que a transformacdo das células infectadas ocorre frequentemente, mas nao

exclusivamente, nesse tipo celular.

De acordo com Melo e Carvalho (2009), os trabalhos sobre células T regulatérias nas
neoplasias malignas sugerem gque o aumento na atividade destas células associa-se a uma
resposta prejudicada na imunidade anti-tumoral, uma vez que promove a co-estimulacdo
deficiente das celulas T CD4+ sobre as células T CD8+, bem como alteracdo na
citotoxicidade mediada por células NK contra os antigenos tumorais, sendo que uma das
formas de inibig&o das células T regulatorias sobre as células efetoras da imunidade tumoral é
a liberagéo das citocinas IL-10 e TGF-p (TAAMS et al., 2006).

De acordo com Richardson e colaboradores (1990), o provirus do HTLV-1 é

frequentemente detectado em células T efetoras/de memdria e células T regulatérias, sendo
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capaz de induzir a proliferacdo celular através de conducdo mitdtica (GESSAIN et al., 1992;
WATTEL et al., 1996). De acordo com Satou e colaboradores (2012), o HTLV-1 possui uma
estratégia proliferativa caracteristica, uma vez que ele aumenta o seu nimero de copias nao
pela producdo vigorosa de particulas virais livres de células mas, principalmente, pela
proliferacdo das células hospedeiras infectadas, as quais contém o provirus integrado no seu

genoma.

Dessa forma, durante a infeccdo primaria, o virus tem um periodo de replicacdo ativa
pela acdo da transcriptase reversa, mas as proliferacbes subsequentes ocorrem,
principalmente, através da expansdo clonal das células infectadas ou através da formacéo de
sinapses virais, que consiste na transmissdo do genoma viral a partir do contato direto entre
uma célula infectada com uma ndo infectada (IGAKURA et al., 2003; VERDONCK et al.,
2007; PIQUE & JONES, 2012; COOK et al., 2013; KOMAROVA & WODARZ, 2013).
Portanto, o HTLV-1 apresenta baixo nivel de variacdo genética intra-individual, ao contrario
de outros retrovirus (MARTINS et al., 2012).

A expressdo das proteinas do HTLV-1 induz a resposta imune do hospedeiro para
eliminar o virus, a qual inclui producdo de anticorpos e ativacdo de células NK e T CD8"
contra os antigenos virais (KANNAGI et al., 1991; COOK et al., 2013). Estudos demonstram
que a resposta provocada pelos linfocitos T citotoxicos CD8" (CTL - cytotoxic T lymphocyte)
representa um significativo determinante da saida da infeccdo pelo HTLV-1, uma vez que
essas celulas limitam a carga proviral e o risco de doencas associadas ao virus (BANGHAM
& OSAME, 2005; BANGHAM, 2009). No entanto, segundo Satou (2012), tem sido relatado
que a resposta dessas células reduz, porem nao elimina o virus completamente, contribuindo,

assim, para o estabelecimento da infeccéo persistente na maioria dos individuos infectados.

De acordo com Cook e colaboradores (2013), os principais determinantes da
imunidade protetora contra 0 HTLV-1 séo os alelos HLA (Human Leukocyte Antigens) classe
I, presentes na superficie das células infectadas; além do gendtipo KIR (Killer
Immunoglobulin-like Receptor), composto por uma familia de receptores inatos expressos,
principalmente, nas células NK e T CD8"; sendo que as associa¢des KIR-HLA sio
responsaveis pelo direcionamento da acdo dessas células efetoras para o exterminio dos

linfécitos T ativados, infectados pelo virus (FIGURA 9).
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Figura 9 — Exterminio das células infectadas pelo HTLV-1 por células NK e T CD8", a partir da
associacéo de KIR -HLA

Fonte: Adaptado de Cook e colaboradores (2013)

De acordo com Kannagi e colaboradores (2012), as respostas de células T especificas
para 0 HTLV-1 desempenham papéis criticos nas defesas anti-virais e anti-tumorais do
hospedeiro, sendo que alguns individuos portadores do virus apresentam, na fase
assintomaética, perda seletiva ou anergia de células T especificas para 0 HTLV-1. Essa
condicdo também é observada em pacientes com ATLL e pode, portanto, ser um fator de risco
subjacente para a doenca, em combinacdo com cargas provirais elevadas (SASAKI et al.,
2010).

Curiosamente, tem sido observado que as respostas especificas de CTL sdo ativadas
em individuos que possuem HAM/TSP, mas ndo em individuos com ATLL (TAKAMORI et
al., 2011; KANNAGI et al., 2012). Além disso, Satou (2012) relata que nas células de ATLL
foram observadas ndo somente uma alta frequéncia de células T regulatdrias, mas também
uma variagdo inter-individual nos niveis de expressdo de FOXP3, um fator transcricional

importante na manutencdo funcional dessas células.

Estudos moleculares tém demonstrado que a leucemogénese de ATLL pode estar
relacionada a vérias alteracbes no ambiente intracelular, genéticas e epigenéticas, as quais
levam a ativacdo esponténea das células infectadas (ARIMA et al., 1991; IWANAGA et al.,
2010; GHEZELDASHT et al., 2013). Atualmente, sabe-se que a proteina Tax é responsavel
por esta ativacdo, através do fator de transcricdo nuclear NFkB. As células ativadas também
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transcrevem a interleucina-2 (IL-2) e o receptor de interleucina-2 (IL-2R), que conduzem a
proliferacdo celular, sobretudo de linfocitos T (SOUZA et al., 2012).

Além de Tax, o gene viral HBZ, expresso constitutivamente nas células hospedeiras,
também contribui para a proliferacdo das células infectadas, além de desregular a
diferenciacio e funcio dos linfocitos CD4", contribuindo para a patogénese das doencas
inflamatdrias crénicas e, sobretudo, de ATLL (SATOU et al., 2006; SATOU et al., 2011).
Dessa forma, a seguir, serdo descritos os principais mecanismos de transformacao celular
envolvidos na patogénese da Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto, enfatizando as

proteinas Tax e HBZ.

8. MECANISMOS DE ONCOGENESE DO HTLV-1NA ATLL

Apesar de possuir um genoma relativamente pequeno (9 Kb), o HTLV-1 expressa
varios produtos génicos, a partir da utilizacdo de eventos complexos de processamento do seu
MRNA (KORALNIK et al., 1993). Além dos genes estruturais e enzimaticos, 0 genoma do
HTLV-1 codifica a regido pX, a qual, através de processamento alternativo, gera varias
proteinas acessOrias e regulatorias, sendo que Tax e HBZ sdo as que possuem maior
importancia na persisténcia viral e patogénese, presumivelmente, atraves da estimulacdo do
aumento do namero de células infectadas, na presenca de uma forte vigilancia imunoldgica
(BOXUS & WILLEMS, 2009).

8.1. A oncoproteina Tax

Desde 1985, numerosos estudos tém identificado alteracGes celulares, induzidas
principalmente por Tax, que sinalizam a infeccdo pelo HTLV-1 (YAMAGISHI &
WATANABE, 2012). A proteina Tax, codificada pela regido pX do HTLV-1, é composta por
353 aminoacidos (40 kDa) e contém um namero de dominios significativo, que permite-lhe
interagir com inameros fatores celulares afetando, assim, um grande nimero de produtos e

fungdes celulares.

Curiosamente, a localizagdo de Tax na célula hospedeira determina a sua funcéo, uma

vez que no nucleo, essa proteina participa da ativacao transcricional; no citoplasma, participa
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da manipulacdo das vias celulares do hospedeiro e extracelularmente, contribui para a
neuropatogénese do HTLV-1 (CURRER et al., 2012). De acordo com Pelopenese e
colaboradores (2009) modificagbes poOs-traducionais sdo importantes para a manutencdo

funcional dessa proteina viral, sendo elas: fosforilagéo, ubiquitinacao e acetilacao.

Atualmente, sabe-se que a transativacdo mediada por Tax depende principalmente da
sua ligacdo bem sucedida ao elemento de resposta viral CAMP (VCRE - viral cCAMP response
elements), a proteina de ligagdo do elemento de resposta CAMP (CREB - cAMP response
element-binding protein) e a proteina de ligacdo a CREB (CBP) ou p300, formando um
complexo proteico capaz de interagir com os elementos de resposta transcricional (TRE -
Transcriptional response elements), principalmente TRE-1, cujo dominio B é o mais
importante, pois contém cinco dos oito pares de bases que constituem o cAMP (VCRE), local
em que se inicia a transcrigdo do promotor viral por Tax (CURRER et al., 2012) (FIGURA
10).
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Figura 10 — O genoma viral do HTLV-1, com destaque para os elementos de
resposta transcricional (TRE)

Fonte: CURRER e colaboradores (2012)

Apesar da proliferacdo de linfocitos T ser altamente regulada, a proteina Tax do

HTLV-1 desenvolveu numerosos mecanismos para subverter este controle e induzir a
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proliferacdo de células T na auséncia de sinais apropriados (GATZA et al., 2003). Localizada
predominantemente no nucleo da célula hospedeira, Tax representa uma oncoproteina
codificada pelo HTLV-1, que confere sobrevivéncia e propriedades proliferativas as células
infectadas (SMITH & GREENE, 1992; MATSUOKA & JEANG, 2011). Além disso, é capaz
de anular a senescéncia celular, levando a imortalizacdo e, em ultima andlise, a instabilidade
gendmica e transformacéo celular (YASUNAGA & MATSUOKA, 2007; PELOPENESE et
al., 2009; CHENG et al., 2012; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2014).

Numerosos estudos tém estabelecido que a expressdo da oncoproteina viral, Tax, é
necessaria e suficiente para levar a transformacdo celular, uma vez que ela promove o
aumento das taxas de mutacdo, além de causar outros efeitos deletérios no genoma do
hospedeiro (MARRIOT & SEMMES, 2005; DAYARAM et al., 2013). Entre os principais
efeitos da instabilidade genémica causada por Tax, destacam-se: a liberacdo dos controles de
verificacdo de ponto (checkpoints) do ciclo celular e a inibicdo das vias de reparo do DNA
celular (MARRIOT & SEMMES, 2005) (FIGURA 11).
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Figura 11 - Fluxograma dos principais efeitos bioldgicos de Tax que conferem o
seu potencial oncogénico

Fonte: Adaptado de Tabakin-Fix e colaboradores (2006)
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A seguir, serdo detalhadas as principais propriedades biolégicas de Tax compativeis

com o potencial transformante em células humanas.
8.1.1. Ativacao da sobrevivéncia celular e das vias de proliferacdo

A morte celular programada (apoptose) representa um dos principais mecanismos
efetores das células NK e CTL para eliminar as células infectadas por virus e malignas. De
acordo com Ghezeldasht e colaboradores (2013), o efeito da infeccdo pelo HTLV-1 nesse
mecanismo ainda é pouco esclarecido, porém presume-se que a proteina Tax seja responsavel
pela inibicdo da apoptose através da supressdao de p53 (item 8.1.2), bem como pela

estimulacdo das vias sinalizadoras de sobrevivéncia celular.

Considerando que as células infectadas pelo HTLV-1 precisam escapar da apoptose e
dar inicio a proliferacdo como um preltdio para a imortalizagdo e transformacéo, verifica-se a
importancia das vias Akt e fator nuclear kappa B (NFkB), uma vez que estas representam
grandes rotas de pro-sobrevivéncia celular ativadas por Tax (TAYLOR & NICOT, 2008;
MATSUOKA & JEANG, 2011; FUENTES-GONZALEZ et al., 2013).

Akt, também conhecida como proteina quinase B (PKB), representa uma quinase
treonina-serina, ativada por P13K, através de sitios especificos de fosforilacdo
(PELOPENESE & JEANG, 2006). Em resposta a fatores de crescimento e outros estimulos
extracelulares, essa proteina regula funcbes celulares normais, incluindo o metabolismo de
nutrientes, crescimento celular, apoptose e sobrevivéncia (KANE & WEISS, 2003). No
entanto, de acordo com Osaki e colaboradores (2004), a ativacdo de Akt/PKB também ocorre
devido a inducdo da expressdo de fatores de transcricdo como o complexo ativador de
proteina, AP-1, em varios canceres humanos altamente invasivos. Em células de ATLL, foi
demonstrado que AP-1 torna-se ativo constitutivamente, contribuindo, assim, para a
proliferacéo celular e transformacdo (MORI et al., 2000; PELOPENESE & JEANG, 2006).

Outro mecanismo que tem sido associado com a malignizacdo e sinalizagdo anti-
apoptotica em células infectadas pelo HTLV-1 é a ativacdo de NFkP por Akt/PKB ativada
(JEONG et al., 2005; MATSUOKA & JEANG, 2011). A familia de fatores de transcri¢do
NFkp é essencial para a ativacdo de linfécitos T e, portanto, tem um papel importante na
imunidade do hospedeiro. Além disso, participa da regulacdo de diversos processos

bioldgicos, incluindo o crescimento e sobrevivéncia de células T (XIAO & FU, 2011).
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Segundo Hayden e colaboradores (2006), a sinalizacdo desregulada de NFkp pode ser
observada em condi¢des patoldgicas, tais como em inflamagdes cronicas, doencas auto-

imunes e oncogénese.

De acordo com Sun e Yamaoka (2005), complexos latentes de NFkB podem ser
ativados por estimulos imunes diversos, tais como antigenos, citocinas ou componentes
microbianos. Em condi¢Bes normais, os sinais mediadores da ativacdo de NFkf em células T,
bem como na maioria dos outros tipos de células, sdo transitorios (CURRER et al., 2012). No
entanto, a maioria das células cancerosas apresenta desregulacdo dessa via, muitas vezes
apresentando um estado de ativacdo constitutiva. Esta ativacdo é observada em células
infectadas pelo HTLV-1, células T transformadas, bem como em células de ATLL, devido,
principalmente, ao estimulo mediado por Tax de ambas as vias, canfnica e ndo candnica, de
NFkB (RUBEN et al., 1988; YOSHIDA, 2001; PELOPENESE & JEANG, 2006).

Segundo Currer e colaboradores (2012), a ativacdo de NFkp, mediada por Tax, ocorre
através de multiplas interacdes com proteinas celulares. Dessa forma, Tax promove a robustez
da via, induzindo a super-expressdo de proteinas NFkp, citocinas estimulatorias e receptores,
bem como, prevenindo o término da via. De acordo com Boxus e Willens (2009), Tax
estimula a expressdo das seguintes citocinas e receptores: interleucina 2 (IL-2)/receptor de
interleucina 2 (IL-2R), I1L9, IL13, IL15/IL15R; além dos membros da familia de receptores do

fator de necrose tumoral (TNF).

Assim, Tax fornece sinais estimulatérios que promovem a proliferacdo celular, bem
como o inicio e manutengdo da transformacdo maligna (SUN & YAMAOKA, 2005). Além
disso, pode causar a desregulacdo do processo autofagico, promovendo instabilidade
gendmica e acimulo de oncoproteinas mutantes nas células, facilitando, dessa forma, o
crescimento tumoral (CHENG et al., 2012; CIMINALE et al., 2014).

8.1.2. Neutralizacédo dos checkpoints celulares

A proliferacdo celular aberrante é fisiologicamente impedida por uma multiplicidade
de funcbes dos pontos de verificacdo (checkpoints) celulares, sendo que a proteina p53
destaca-se como a principal (MATSUOKA & JEANG, 2011). De acordo com Tabakin-Fix e
colaboradores (2006), a proteina celular p53 possui 393 aminoacidos, que incluem quatro

dominios funcionais: dominio de transativacdo N-terminal, que se liga aos co-ativadores
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p300/CBP (CREB- proteina de ligacdo) e ao fator associado ao p300/CBP (p/CAF), que séo
necessarios para a funcdo de transcrigdo de p53; dominio de ligacdo ao DNA central, que €
responsavel pela ligacdo de p53 a uma sequéncia especifica do DNA; o dominio de

tetramerizacdo e o dominio C-terminal, que é responsavel pela localizagdo nuclear de p53.

P53 representa um fator de transcricdo celular sequéncia-especifico que aumenta a
expressao de um grande nimero de genes, cujos produtos SA0 necessarios para a progressao
do ciclo celular, diferenciacéo, reparo do DNA e apoptose (KOUTSODONTIS et al., 2005).
Além disso, p53 é capaz de se ligar fisicamente a outras proteinas regulatérias e anular ou
modificar as suas atividades funcionais (ABRAMOVITCH & WERNER, 2003).

Segundo Pise-Masison e colaboradores (2005), p53 é uma importante proteina
supressora de tumor, que regula as respostas das células de mamiferos ao stress e aos danos
do DNA, por meio da ativacdo da transcricdo de genes, além de induzir a parada do ciclo
celular, mecanismos de reparo do DNA, apoptose, senescéncia e angiogénese. Curiosamente,
mutacdes que inativam essa proteina sdo frequentes em células de ATLL, apesar de ocorrerem
com uma frequéncia menor do que em outros tumores humanos (YASUNAGA &
MATSUOKA, 2007; ZANE et al., 2012). No entanto, na auséncia de mutacdes genéticas, 0
mecanismo de checkpoint de p53 pode ser funcionalmente inativado em células infectadas
pelo HTLV-1 através da proteina Tax (TABAKIN-FIX et al., 2006; ZANE et al., 2012).

De acordo com Matusuoka e Jeang (2011), os mecanismos pelos quais a proteina p53
¢ inativada por Tax permanecem pouco esclarecidos, porém presume-se que fosfatases
celulares, como a Wipl, sejam utilizadas. Ohsugi e colaboradores (2013) demonstraram,
através do seu trabalho com camundongos, que o declinio da funcdo de p53, induzido por
Tax, precede a ativacdo de NFkp durante a progressdo da doenga. Logo, presume-se que a
inibicdo de p53 representa o primeiro passo para o inicio de ATLL e que a ativacdo de NFk

ocorra em estagios posteriores.

De acordo com Currer e colaboradores (2012), a proteina do retinoblastoma (Rb)
também representa uma proteina supressora de tumor inativada por Tax, através da
fosforilagdo induzida pela atividade da proteina viral. Adicionalmente, Tax também possui a
capacidade de promover a degradacdo proteossémica de Rb nas células infectadas pelo
HTLV-1 (KEHN et al., 2005).
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Ao interromper checkpoints celulares, Tax previne a morte celular programada e
promove a proliferacdo das células infectadas (CURRER et al., 2012). A partir da interacdo
com proteinas celulares, Tax modula efetivamente a taxa de transi¢éo entre varios estagios do
ciclo celular. Especificamente, Tax é apta a interromper a transicdo G1/S, provavelmente
devido a interacdo direta do seu dominio amino-terminal com quinases dependentes de
ciclinas (CDK - cyclins dependents kinases) como, por exemplo, CDK4 e CDK6 (YANG et
al., 2011). Além disso, essa proteina viral pode desregular, de forma acelerada, a fase S e a
transicdo mitotica, podendo resultar em erros ao longo do ciclo celular, capazes de promover
a transformacdo das células infectadas pelo HTLV-1 (CURRER et al., 2012).

De acordo com Afonso e colaboradores (2007), Tax localiza-se nos centrossomos
celulares durante a fase M, atuando como centro organizador de microtdbulos (MTOC —
microtubule organizing center) e, consequentemente, participando de funcdes como
segregacdo cromossdmica, divisdo e desenvolvimento celular, além de suporte intracelular.
Dessa forma, estudos demonstram que Tax pode desempenhar um papel fundamental no
surgimento de anormalidades cromossémicas como, por exemplo, aneuploidias (PUMFERY
et al., 2006; YASUNAGA & JEANG, 2009).

De acordo com Jin e colaboradores (1998), a interferéncia no checkpoint mitético em
células de ATLL ocorre mecanicamente, através da ligagcdo de Tax a proteina celular MAD1,
levando a inativacdo das proteinas SAC (Spindle Assembly Checkpoint), responsaveis pela
fidelidade da segregacdo cromossémica durante o processo mitotico. Dessa forma, a perda de
funcdo dessas proteinas pode contribuir para a tumorigénese em células infectadas pelo
HTLV-1 (KASAI et al., 2002, IWANAGA et al., 2007).

8.1.3. Atenuacéao do reparo de danos ao DNA

A progressdo do ciclo celular e reparo do DNA séo processos intimamente ligados,
que envolvem a sobreposicdo de multiplas vias, responsaveis por assegurar uma heranca livre
de erros no material genético (SANCAR et al., 2004). Se uma célula apresenta grande dano ao
DNA, que ndo pode ser reparado, ela ird sofrer apoptose ou entrar em um estado de
senescéncia replicativa (PRIOR & MARRIOTT, 2013). De acordo com Myiake e
colaboradores (1999), Tax interfere nos mecanismos de reparo do DNA da célula infectada
pelo HTLV-1, modulando as funcBes de enzimas-chave de reparo e interrompendo as
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respostas ao dano do material genético, resultando no aumento da frequéncia de mutacéo nas

células que expressam essa proteina viral.

Danos ao DNA induzidos por Tax se encontram bem documentados na literatura
(MAJONE et al., 2005). Inicialmente, a presenca de DNA celular danificado ocorre devido a
duas causas distintas. Na primeira, a oncoproteina pode atenuar a sensibilidade de deteccdo de
erros pelas proteinas checkpoint e reparatorias; enquanto, na segunda, a oncoproteina pode
provocar lesdes diretamente no DNA da célula hospedeira (MATSUOKA & JEANG, 2011).

Estudos demonstram que Tax contribui para a ocorréncia de danos clastogénicos nas
células infectadas pelo HTLV-1 através da repressdo da enzima celular DNA polimerase B,
que possui funcdo de reparo através da excisdo de bases nitrogenadas; além de suprimir a
expressao de genes de reparo do DNA humano por excisdo nucleotidica (PHILPOTT &
BUEHRING, 1999; LEMOINE et al., 2000; MORIMOTO et al., 2005). Adicionalmente, ja
foi demonstrado que Tax promove uma inativacdo efetiva do eixo ATM/CHK2, com

envolvimento de diversos fatores de reparo a jusante (RAMADAN et al., 2008).

Dessa forma, a inativacao de proteinas de deteccdo de danos e de reparo ao DNA por
Tax, promove o acimulo de lesbes ambientais, que poderiam ter sido reparadas previamente
na auséncia dessa proteina viral (MATSUOKA & JEANG, 2011). Além de provocar a
persisténcia de lesdes genéticas, Tax também pode induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que pode favorecer diretamente a danificagdo do DNA (KINJO et al., 2010).

8.1.4. AlteracGes nos microRNAs (miRNAs) com potencial oncogénico

A atual compreensdo da dindmica de miRNA dentro de uma célula saudavel indica
que as fungdes da maquinaria de RNAI para modular os numerosos processos celulares
ocorrem simultaneamente, uma vez que um Unico miRNA pode ter como alvo varios mRNAS
diferentes (PERRON & PROVOST, 2008). No caso das células infectadas pelo virus HTLV-
1, sabe-se que o virus altera a regulacdo de varios miRNAs, a fim de promover a
sobrevivéncia e proliferagéo das celulas (SAMPEY et al., 2012) (TABELA 3).
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Tabela 3 — Uma lista abreviada dos miRNAs do hospedeiro desregulados pela infec¢ao

do HTLV-1, os seus mMRNA alvo e o subsequente efeito biologico provocado

miRNA do

hospedeiro

mMiRNA-21

MiRNA-93

mMiRNA-132

mMiRNA-143-p3

MiRNA-146a

mMiRNA-149

mMiRNA-155

mMiRNA-873

Regulacao positiva ou

negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Positiva

Negativa

mRNA alvo

PTEN
p-21 (WAF1/CIP1)
MICB
p300
AChe
PKA
GRa
Desconhecido
p300
TP53INP1
Desconhecido

P300

Funcéo bioldgica

Anti-apoptética
Anti-apopt6tica
Evasdo imune
Aumento da transcricéo viral
Pré-inflamatéria
Proliferacdo
Proliferacdo
Proliferacdo
Aumento da transcricéo viral
Anti-apoptética
Aumento do interferon-y

Aumento da transcricéo viral

Fonte: Adaptado de Sampey e colaboradores (2012)

Vaérios tipos de tumores humanos sdo reconhecidos pela producdo especifica de

determinados microRNAs com potencial oncogénico (CROCE, 2009). Com relacdo a ATLL,

estudos recentes demonstraram a presenca dos seguintes microRNAs em células
infectadas/transformadas pelo HTLV-1: miR-93, miR-130b, miR-21, miR-24, miR-146a e
miR-155, sendo que a funcdo relatada para os cinco primeiros € inibir a producéo da proteina

supressora de tumor TP53INP1, enquanto o ultimo (miR-155) estd funcionalmente
relacionado com o silenciamento dessa proteina (GIRONELLA et al., 2007; PICHLER et al.,

2008; YEUNG et al., 2008). Considerando que Tax pode induzir a expressao de alguns desses
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microRNAs, verifica-se, novamente, a atuacdo dessa proteina viral no processo oncogénico
das células infectadas pelo HTLV-1 (YEUNG et al., 2008).

8.2. A proteina HBZ

Apesar da existéncia de um transcrito viral, codificado pela fita negativa do provirus
do HTLV-1 ter sido relatada em 1989, apenas recentemente essa proteina foi identificada e
descrita (LAROCCA et al., 1989; GAUDRAY et al., 2002). Denominada fator basico de ziper
de leucina (HBZ — basic leucine zipper fator), essa proteina interage com as regides CREB-
2/CREB e CBP/p300 da célula hospedeira, suprimindo a transcricdo dos genes virais da LTR
5’ mediados por Tax (LEMASSON et al., 2007; CLERC et al., 2008). Dessa forma, verifica-
se que HBZ atua como um regulador negativo para a expressdo de genes virais, possuindo
uma importancia significativa na patogénese da infeccdo pelo HTLV-1 (SATOU &
MATSUOKA, 2011).

Segundo Zhao e Matsuoka (2012), as funcdes bioldgicas da proteina HBZ sao:
inducéo da proliferacdo de células ATL; modificacdo da sinalizacdo AP-1; supressdo da via
classica de NFkp, facilitando o escape viral do ataque da resposta imune do hospedeiro e
indugdo da diferenciacdo de células T regulatorias, através do aumento da sinalizacdo TGFp.
Com relacdo a oncogénese, sabe-se que HBZ é consistentemente expressado em todas as
células de ATLL, desempenhando um importante papel na manutencdo da transformacao
induzida pelo HTLV-1 (SATOU et al., 2006).

De acordo com Zhao e Matsuoka (2012), Tax e HBZ possuem efeitos opostos na
regulacdo das vias de sinalizacdo celular. Enquanto Tax ativa a transcri¢do de 5’ LTR,
aumenta AP-1 e a sinalizagdo classica de NFkpB, HBZ suprime a transcri¢do do HTLV-1
mediada por Tax, inibe a ativacdo de AP-1 e da sinalizacdo classica de NFkp, além de
aumentar a via TGFB. Ainda segundo os autores, essas funcdes proteicas opostas fornecem
vantagens ao virus, uma vez que possibilitam uma maior sobrevivéncia das células infectadas
e escape da vigilancia imunologica do hospedeiro. Curiosamente, a indugdo da transcricdo
JunD e a proliferagdo de células T sdo fungBes comuns de ambas as proteinas virais
(TABELA 4).



Tabela 4 - Caracteristicas e fungdes regulatérias de Tax e HBZ

Expressdo em células ATLL
Contém alteracdes genéticas
Funcé@o como mRNA
Imortalizacéo de células T
Transcricdo de 5 LTR do HTLV-1
Via classica de NFkp
Via alternativa de NFkp
Atividade AP-1
Transcri¢do JunD
Proliferacdo de células T
Sinalizacdo TGF-p

Resposta imune do hospedeiro

Fonte: Adaptado de Zhao e Matsuoka (2012)

Em sintese, foi possivel verificar que as células infectadas pelo HTLV-1
apresentam as vias Akt e NFkp ativadas por Tax, a fim de escapar da apoptose e
senescéncia. Além disso, esta proteina viral é responsavel pela inativacdo de p53 e
ativacdo de CDK, objetivando o aumento da proliferagcdo celular. Outras fungdes
importantes de Tax para 0 desenvolvimento de ATLL s&o a atenuagdo das proteinas
SAC e MADJ, reducéo do reparo de danos ao DNA e ativacdo de ROS, promovendo
aneuploidias e danos clastogénicos. Ja na fase tardia de desenvolvimento de ATLL,
guando a expressdo de Tax € extinta, a atividade da proteina HBZ, bem como

alteracdes nos microRNAs e inativacdo de TP53INP1 podem ser importantes para a

Tax

~40%

Sim

Néao Determinada

Sim

Ativa

Ativa

Ativa

Ativa

Ativa

Ativa

Inibe

Aumenta

HBZ

100%

Inibe
Ativa
Ativa
Ativa

Suprime

obtenc¢édo de um fendtipo completamente transformado (FIGURA 12).
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Célula CD4 ou
célula-tronco
hematopoiética

° Célula infectada
/ Tax/ Akt/NFkp
o0 iz
Apoptose e senescénda

Proliferacio

Tax Madl
X ATACN Tax /ATM /ChI2
ROS
Aneuploidia eDanos

\ / clastogénicos

HBZ
icroRNAs/TPS3INP1
g Transformacao
Figura 12 — Presumiveis eventos celulares que sdo importantes para o
desenvolvimento de ATLL

Fonte: Adaptado de Matsuoka e Jeang (2011)

9. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO HTLV-1

Rotineiramente, o diagnéstico da infec¢do causada pelo HTLV-1 baseia-se na detec¢do
soroldgica de anticorpos especificos para componentes antigénicos das diferentes porces do
virus como, por exemplo, cerne e envelope (SANTOS & LIMA, 2005). Considerando que 0s
ensaios imunoenzimaticos, utilizados como métodos de triagem soroldgica para esse Virus,
frequentemente apresentam reagdes falso-positivas, verifica-se que o imunodiagnostico dessa
retrovirose depende de confirmacdo da soro-reatividade, através do emprego das técnicas de
Western blot (WB) ou de reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) (POIESZ et al., 2000; THORSTENSSON et al., 2002).

De acordo com Santos e Lima (2005), o diagnéstico molecular de infeccdo por HTLV-
1 é indicado para o esclarecimento de casos inconclusivos aos testes soroldgicos, quer seja por
apresentarem resultados indeterminados ao teste de Western blot, ou mesmo quando a reacao
de Western blot, embora positiva, seja incapaz de distinguir a infec¢do causada por HTLV-1
ou HTLV-2. Além disso, esse diagndstico pode facilitar a identificagdo de lactentes infectados

por transmissdo vertical, a partir de maes soropositivas, uma vez que as provas soroldgicas
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nessa situacdo ndo permitem descartar a presenca de anticorpos maternos, transferidos
passivamente por via transplacentéria ao sangue das criancas (ANDO et al., 2003).

Os testes moleculares baseiam-se na pesquisa de sequéncias genémicas provirais em
células mononucleares periféricas lisadas enzimaticamente pela proteinase K (HASHIMOTO
et al., 1998). Empregam-se técnicas de amplificacdo de segmentos genémicos, por meio da
PCR, na qual podem ser utilizados iniciadores (primers) consensuais, que tém como objetivo
o diagnéstico diferencial da infecgdo causada pelo HTLV-1 daquela causada pelo HTLV-2,
ou utilizar primers especificos capazes de permitir a amplificacdo exclusiva de HTLV-1 ou
HTLV-2. Em seguida, procede-se a eletroforese dos produtos gendmicos amplificados em gel
de agarose. Os fragmentos de DNA amplificados podem ser visualizados diretamente no gel
de agarose, corados com brometo de etidio (SANTOS & LIMA, 2005).

Segundo Segurado e colaboradores (2002), os diferentes subtipos do HTLV-1 podem
ser estimados pela construcdo de arvores filogenéticas utilizando sequiéncias LTR e env,
amplificadas através da técnica de reacdo em cadeia de polimerase, associada com o0
polimorfismo de comprimento de fragmentos obtidos por restrigdo enzimatica de DNA (PCR-
RFLP - Restrict Fragment Length Polymorphism), a qual utiliza enzimas de restricdo, que
agem em pontos especificos dos fragmentos sequenciados pela PCR, clivando-os e gerando
um padrdo de fragmentos menores que irdo caracterizar cada subtipo viral.

De acordo com Santos e Lima (2005), atualmente, outra técnica diagndstica
importante trata-se do PCR real time, capaz de quantificar, em tempo real, o produto da PCR,
auxiliando na determinacdo da carga proviral dos individuos portadores do HTLV-1. Ainda
segundo os autores, a utilizacdo de técnicas moleculares se sobrepGe ao uso de técnicas
convencionais de diagndstico sorologico para deteccdo dessa infec¢do, uma vez que nao tém
mostrado resultado satisfatorio, j& que falham na deteccdo de uma infecgéo recente, quando a
resposta imune ainda esta se desenvolvendo e anticorpos especificos nem sempre estdo

presentes nos individuos.

10. PROFILAXIA E TRATAMENTO DE ATLL

Considerando que o progndstico para ATLL apresenta-se como um dos piores entre as

neoplasias hematoldgicas, com melhores terapias disponiveis, e que ainda nao existe nenhuma
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vacina preventiva contra o HTLV-1, verifica-se que a prevengdo da transmissdo viral é a
forma mais realista de prevenir a progressio da ATLL (RODRIGUEZ et al., 2011;
YOSHIMITSU et al., 2013).

De acordo com Yoshimitsu e colaboradores (2013), as principais estratégias
profilaticas adotadas atualmente, para prevencao da transmissdo do HTLV-1 sdo as seguintes:
prevencdo da transmissdo vertical, através do uso exclusivo de mamadeiras e auséncia da
pratica de amamentacdo dos recém-nascidos, por maes portadoras do virus e prevencdo da
transmissdo horizontal, através da auséncia de contato com fluidos corporeos contaminados

como, por exemplo, sangue e hemoderivados.

Dessa forma, o acesso a informacGes corretas sobre a infeccdo pelo HTLV-1 e o
aconselhamento apropriado, em &reas endémicas, sdo de extrema importancia para gestantes,
candidatos a doacao sanguinea e usuarios de drogas injetaveis, bem como para individuos em
idade reprodutiva, sexualmente ativos, que podem ser portadores assintomaticos e potenciais
disseminadores do virus (INABA et al., 1989; LI et al., 2004; ROUCOUX et al., 2005; LIMA
et al., 2013; MIYAZATO & MATSUOKA, 2014). De acordo com Yoshimitsu e
colaboradores (2013), séo recomendacdes importantes na prevencao da contaminagéo cruzada
pelo HTLV-1: o uso de preservativos; a reducdo do numero de parceiros sexuais e 0 nao

compartilhamento de seringas entre usuarios de drogas.

Atualmente, sabe-se que ATLL ¢é uma patologia de dificil tratamento, uma vez que as
células malignas podem adquirir resisténcia aos agentes quimioterapicos empregados, bem
como o estado de imunodeficiéncia pode agravar a situacdo dos individuos acometidos
(MATSUOKA & JEANG, 2011). De acordo com Mori e colaboradores (1996), a
imunossupressao que ocorre nos individuos portadores de ATLL pode estar relacionada com

as citocinas produzidas pelas células T regulatérias como, por exemplo, IL-10.

No caso da ATLL dos tipos aguda ou linfomatosa € preconizada a quimioterapia
combinada de VCAP-AMP-VECP contendo, respectivamente, Vincristina, Ciclofosfamida,
Doxorrubicina e Predinisona (VCAP); Doxorrubicina, Ranimustina e Predinisona (AMP);
Vindesina, Etoposida, Carboplatina e Predinisona (VECP) (TSUKASAKI et al., 2007). Ja
com relacdo a ATLL dos tipos crbnica ou latente, estudos demonstram que a terapia
combinada dos agentes antiretrovirais Interferon-Alfa e Zidovudina (AZT) possui alta eficacia
(BAZARBACHI et al., 2010).
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Outras terapias possiveis de serem adotadas nesses casos sdo o transplante de células-
tronco alogénico e a infusdo de anticorpos monoclonais Anti-CCR4 e Anti-CD25, sendo que
este Gltimo ainda esta sendo testado em modelos animais (PHILLIPS et al., 2000; YOSHIE et
al., 2002; OKAMURA et al., 2005; ISHII et al., 2010). Segundo Matsuoka e Jeang (2011),
diversos estudos clinicos tém sido realizados a fim de descobrir novos compostos e anticorpos

eficazes no tratamento de ATLL.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Através desse trabalho, revisitando a literatura mundial, foi possivel verificar que o
HTLV-1 desenvolveu mecanismos sofisticados ao longo de sua evolugéo para garantir sua
persisténcia nas células hospedeiras humanas. Consequentemente, as diversas patologias
associadas a infecgdo viral demonstram um desequilibrio na interagdo parasita-hospedeiro, em
que o sistema imune responde ativamente contra o virus.

A multiplicagdo viral ocorre, principalmente, através da divisdo mitdtica dos linfocitos
portadores do provirus. Fatores regulatérios do HTLV-1, como Tax e HBZ, favorecem a
proliferacdo das células infectadas. Enquanto HBZ inibe a expressdo viral e dificulta o

reconhecimento imunoldgico, Tax induz uma proliferacdo permanente das células infectadas.

A ativacdo das vias de sobrevivéncia, a inibicdo dos checkpoints, a atenuacdo dos
mecanismos de reparo do DNA e a inducdo da expressdo de microRNAs com potencial
oncogénico pela proteina Tax do HTLV-1 permite a expansao anormal das células infectadas,
portadoras de danos no DNA. A estabilizacdo progressiva destas anormalidades pode levar ao

desenvolvimento de ATLL no individuo portador.

Apesar de ja terem se passado quase 35 anos do primeiro isolamento do HTLV-1 e do
reconhecimento de ATLL como uma entidade clinica distinta, bem como terem ocorrido
diversos avancos na compreensdo da patogénese viral, o progndéstico para individuos que
desenvolvem essa patologia € péssimo, com um tempo de sobrevida médio de poucos anos.
Os principais impedimentos da eficicia no tratamento sdo a resisténcia das células malignas
aos agentes quimioterapicos empregados, bem como a imunodeficiéncia apresentada pelos
individuos com ATLL, que pode favorecer a ocorréncia de complicagdes como, por exemplo,

infeccdes e parasitoses oportunistas.

Atualmente, sabe-se que a terapéutica empregada € insatisfatoria e que o
desenvolvimento de novas drogas, mais eficazes no combate as células malignas de ATLL,
faz-se extremamente necessario. Logo, verifica-se a importancia de uma melhor compreenséo
dos mecanismos moleculares e imunolégicos que favorecem a ocorréncia dessa patologia, a
fim de direcionar as pesquisas futuras em busca de novos medicamentos para o tratamento

clinico desta leucemia/linfoma de células T.
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