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RESUMO

O HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1) possui distribuicdo cosmopolita, infectando milhdes
de pessoas. Este retrovirus é o agente causador de vérias sindromes como a Mielopatia Associada
ao HTLV / Paraparesia Espastica Tropical - HAM/TSP, uma doenga de natureza degenerativa
inflamatdria, a Leucemia Linfoma de Células T do Adulto (ATL) uma doenca de natureza
neoplasica; estes adoecimentos desencadeiam manifestacdes debilitantes nos individuos
infectados, sendo observadas altas taxas de morbidade e mortalidade. O desenvolvimento das
doencas relacionadas ao HTLV-1 sdo em grande parte direcionadas pela atividade da proteina
regulatéria viral Tax, que modula a expressdo de genes virais e celulares, favorecendo a instalacao
e agravamento das doencas relacionadas a este retrovirus. Considerando a gravidade do quadro
clinico apresentado pelos individuos infectados pelo HTLV-1, especialmente no que se refere a
cronificacdo e instalacdo do quadro de HAM/TSP e a auséncia de um tratamento eficaz, faz-se
necessario a busca de potenciais drogas a serem utilizadas como medicamentos. Neste contexto,
diferentes estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de compostos terpenos no tratamento
de diferentes patologias. Dentre o grupo dos terpenos, destaca-se o diterpeno labdano
miriadenolideo (AMY) que apresenta atividade imunomodulatéria, sendo observado efeito
citotoxico em células cancerosas humanas, e, efeito antiinflamatorio inibindo a producédo de TNF-
a, IL-12 e NO. Neste trabalho avaliou-se a atividade antiviral e imunomodulatéria do composto
diterpeno miriadenolideo em células permanentemente infectadas pelo HTLV-1. O AMY reduziu
a acumulacdo de mensageiros codificadores de proteinas estruturais e ndo estruturais, bem como
de proteinas do capsideo, envelope e a proteina Tax. Este diterpeno também modulou a expressao
de diferentes genes da resposta imune inata responsivo aos receptores tipo Toll, NOD e RIG e via
INF, alem de reduzir a expressdo da citocina pro-inflamatoria IL-6. Ensaios com microscopia
eletronica, confocal e de forca atdbmica mostraram a reducdo no nimero de particulas e alteragédo

do biofilme induzido pelo virus, necessario para a transmissao viral célula a célula.

Palavras-chave: HTLV-1; terpendides; miriadenolideo, atividade antiviral.



ABSTRACT

The HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1) infection is intractable and endemic in many
countries, having a worldwide distribution. This retrovirus can be considered a neglected public
health problem and is the causative agent of Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL) and HTLV-
Associated Myelopathy / Tropical Spastic Paraparesis - HAM / TSP, a degenerative/inflammatory
disease. The myelopathy trigger debilitating manifestations in infected individuals, and are
observed high rates of morbidity and mortality. The development of diseases related to HTLV-1
are largely driven by the activity of the viral regulatory protein Tax, which modulates the
expression of viral and cellular genes, favoring the installation and aggravation of diseases related
to this retrovirus. Considering the severity of the clinical presentation of individuals infected with
HTLV-1, especially with regard to the slowly progressive disorder resulting from a chronic
immune inflammation and the lack of effective treatment, it is necessary to search for potential
drugs to be used in therapeutic approach. In this context, studies have demonstrated the potential
of terpene compounds in the treatment of many syndromes, highlighting the diterpene labdane
(AMY), which has immunomodulatory activity specially showed by the inhibited production of
TNF-a, IL-12 and NO. In this study was evaluated the antiviral and immunomodulatory activity of
the diterpene compound in cells permanently infected with HTLV-1. AMY reduced accumulation
of viral RNA messengers encoding structural and nonstructural proteins, besides negative
regulation of the viral proteins, especially p19 e gp46. Cells treated with AMY also showed
modulation on the interferon type | pathway, and reduced the production of proinflammatory
cytokine IL-6. The transmission electron microscopy, confocal and atomic force microscopy assays
showed a reduction in the number of HTLV-1 particles in treated cells compared to mock cells,
and a induced either a reduction in the viral biofilm which is required for cell to cell viral

transmission.

Keywords: HTLV-1; terpenoids; diterpene; antiviral and immunemodulatory activity.
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RIPK1 - Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1
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PRL13A - Ribosomal protein L13a

RT — Transcricao reversa

RT-PCR - Reverse transcription polymerase chain reaction
SARM - Sterile a- and armadillo-motif containing protein
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TM - Proteinas transmembrana
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JUSTIFICATIVA

O HTLV é um virus que infecta milhdes de pessoas em todo o mundo, e estimativas
epidemioldgicas apontam o Brasil como o pais detentor do maior nimero absoluto de individuos
infectados. Grande parte desses individuos permanece como portador assintomatico (95%), sendo,
portanto potenciais disseminadores do virus, enquanto 5-10% dos infectados desenvolvem
diferentes entidades clinicas, dentre elas a Leucemia-Linfoma de células T do adulto (ATL), uma
doenca neoplasica que possui um prognostico desfavoravel, e a Mielopatia Associada ao
HTLV/Paraparesia Espéastica Tropical (HAM/TSP), caracterizada como uma doenca

neurodegenerativa inflamatoria, que diminui a qualidade e sobrevida do paciente.

Embora o HTLV-1 tenha sido descoberto desde a década de 80, sendo hoje considerado endémico
na América do Sul e outras regides do globo, a infecgdo por estes virus tem sido negligenciada,
sendo ainda desconhecida por profissionais de importantes segmentos da &area da saude,
compromento medidas de prevencdo e controle, e dificultando a implementacdo de diretrizes

publicas especificas para seu enfrentamento.

Na infeccdo pelo HTLV-1, a cronificacdo induz importante imunomodulacéo, levando o paciente
ndo somente a desenvolver adoecimentos vinculados diretamente a infeccdo, quanto a estarem
sujeitos a uma série de intercorréncias clinicas, gerando sindromes de dificil controle e remiss&o.
Os critérios de tratamento séo variaveis, e, as poucas diretrizes existentes mundialmente, indicam
gue 0s casos assintomaticos ndo devem ser tratados, considerando a baixa possibilidade do
desenvolvimento de doenca. Assim, apenas 0s pacientes com diagndstico de entidades clinicas
correlacionadas a infeccdo pelo HTLV-1, devem ser tratados especificamente. Os quadros
neuroldgico e neoplasico, uma vez estabelecido devem ser considerados para uma abordagem
terapéutica. Na atualidade, diferentes cartilhas terapéuticas permeiam a literatura na tentativa de
controle e tratamento de individuos pos-infeccdo com o HTLV-1, usando medicac¢Ges de acdo
antiviral, imunomodulatoria e imunossupressora, porém, a maioria € composta de estudos nédo
controlados e casuisticos pouco numerosos. Infelizmente, os efeitos positivos limitados e néo

duradouros sdo pontos de interseccao de quase todas as formas de tratamento hoje disponiveis.
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As plantas constituem uma importante fonte de substancias biologicamente ativas, muitas das quais
podem servir de modelos para a sintese de uma variedade de farmacos, devido a sua diversidade
estrutural e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. O reino vegetal tem fornecido grande
parte dos metabolitos secundarios com grande valor agregado, utilizados na producdo de
medicamentos, cosméticos e alimentos. Dentre as muitas classes de metabdlitos secundarios
utilizados destacam-se os terpendides por sua vasta aplicacdo farmacéutica, para os quais ja se
relataram atividades antiinflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, antifingica, antiviral,
antiparasitaria, hipoglicémica, antialérgica, imunomodulatoria, além de efeitos de
quimioprevencdo do cancer. Com relacdo ao HTLV-1, j& é conhecido que 0s compostos terpénicos
modulam negativamente a via NF-«xB (principal via transativadora da proteina viral Tax), ¢ também
da producdo de citocinas pro-inflamatorias, com destaque para TNF-a (que tem a sua produgao
induzida também por Tax via NF-xB e é comprovadamente neurotoxica). O miriadenolideo
destaca-se além do seu potencial terapéutico relatado, por sua baixa citotoxicidade in vitro para
diferentes linhagens celulares, fator extremamente importante na Pesquisa e Desenvolvimento

(P&D) de novos farmacos.

Considerando a gravidade do quadro clinico apresentado pelos individuos infectados pelo HTLV-
1, especialmente no que se refere a cronificacdo e instalacdo do quadro de HAM/TSP e de outras
sindromes inflamatdrias, como as manifestacdes reumatoldgicas, faz-se necessario um maior
entendimento dos mecanismos imunopatogénicos envolvidos no processo de evolucdo clinica da
infeccdo pelo HTLV-1. Apesar de avangos apés trés décadas de descobrimento da infeccdo pelo
HTLV-1 os resultados com terapéutica ainda sdo muito incipientes. Pesquisa de novos farmacos
que possam atuar, de forma eficaz, no tratamento das sindromes desenvolvidas na cronificacdo da
infeccdo, e que tenham acéo antiviral e antiinflamatdria especifica, se faz necessaria, uma vez que
a intervencao terapéutica em estagios recentes de manifestacdo clinica pode ser crucial para a

qualidade de vida e sobrevivéncia do infectado.

No presente estudo, com o objetivo de identificar novas substancias bioativas com potencial
terapéutico para a infeccdo pelo HTLV-1, foi realizada a investigacao in vitro de propriedades

antivirais e imunomodulatorias do diterpeno labdano miriadenolideo para o virus HTLV-1.
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Capitulo 1- O HTLV-1, suas caracteristicas e adoecimentos
associados: potencial do composto terpénico frente a esta

infeccao retroviral.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 HISTORICO

O HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1) foi isolado primeiramente de células T derivadas de
linfonodos e linfocitos do sangue periférico de um paciente com linfoma cutdneo nos Estados
Unidos, sendo classificado como retrovirus pelas suas caracteristicas fisico-quimicas (POIESZ et
al.,1980). A Leucemia de Célula T do Adulto (ATL) foi descrita em Kyoto, Japdo, como entidade
clinica em 1977 por Uchiyama e colaboradores e correlacionada com o HTLV-1 em 1981 por
Hinuma colaboradores, que demonstrou a presenca de anticorpos contra HTLV-1 no soro de

pacientes com ATL.

Em 1982 um segundo tipo de retrovirus humano foi descrito, 0 HTLV-2 (KALYANARAMAN et
al., 1982), a partir de uma linhagem de células T imortalizadas de um paciente com leucemia de
células pilosas, sendo relacionado, mas distinto do HTLV-1. Recentemente, foram descobertos o
HTLV-3 e HTLV-4 no continente africano (CALATTINI et al., 2005; WOLFE et al., 2005).

1.2 CARACTERISTICAS DO VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS —
HTLV

O HTLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Deltaretrovirus. A particula viral apresenta morfologia do tipo C, estruturalmente complexa, sendo
formada por um envelope e um nucleocapsideo (figura 1.1), que no HTLV-1 possui
aproximadamente 100-140 nm de diamétro. O envelope, derivado da membrana plasmaética do
hospedeiro (CANN et al., 1996, POIESZ et al., 2003), possui proteinas que se projetam para o
exterior, proteinas transmembrana (TM/p21), densamente dispersas em toda superficie viral, que
ancoram as proteinas de superficie (SU/gp46) da particula viral (JASSAL et al., 2001, POIESZ et
al., 2003). Unida a proteina do envelope, encontra-se a proteina da matrix (p19/MA), Gag. O
nucleocapsideo de simetria icosaédrica, € composto em sua maioria de proteinas codificadas pelo
gene gag (p24/CA) (COFFIN, 1996, POIESZ et al., 2003), essas apresentam estruturas secundaria

e tercidria altamente conservadas e estrutura quaternaria esférica na montagem do cerne
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(CORNILESCU et al., 2003). Esta estrutura abriga, no seu interior, 0 genoma viral composto por
duas fitas simples de RNA senso positivo (CANN, 1996, POIESZ et al., 2003) associadas a muitas
proteinas basicas, proteinas do nucleocapsideo, e outras como a enzima transcriptase reversa e a

integrase, essenciais no processo de replicacédo viral (COFFIN, 1996, POIESZ et al., 2003).

Proteinasdo envelope

Nucleocapsideo

Protease

P2

Capsideo
Matrix
IMATURA MATURA
Figura 1.1 - Estrutura esquematica da particula viral do HTLV. Fonte:

http://viralzone.expasy.org/all_by species/60.html.

O genoma do HTLV é composto por um dimero de RNA fita simples, que apresenta 0s genes
estruturais gag, pol e env, comuns a todos os retrovirus, a regido pX, uma regido distinta entre o
gene env e a extremidade 3’ que codifica proteinas regulatorias, Tax e Rex, e proteinas acessorias,
HBZ, p13, p12, p30, p21 além de ser flanqueado no final de cada extremidade com Terminagéo
Longa Repetida (LTR; figura 1.2 ; CANN et al., 1996) composta das regides U3, R e U5. O DNA
proviral do HTLV-1 possui 9032 bases (SEIKI et al., 1983) e o do HTLV-2, 8952 bases
(SHIMOTOHNO et al., 1985).
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Figura 1.2 — Organizacéo do genoma proviral do HTLV. Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/60.html.

O gene gag codificador dos antigenos grupo especificos inicialmente é traduzido como um
precursor poliprotéico, p55, o qual é clivado formando as proteinas Gag maduras: proteina da
matriz, pl9, proteina do capsidio, p24 e proteina do nucleocapsideo, p15. Estas proteinas sdo
importantes para a promocao da montagem e liberacéo da particula viral (HATTORI et al., 1981;
SCHNEIDER et al., 1984; OLIERE et al., 2011).

O gene pol, codificador da enzima polimerase, a partir da porgdo terminal 5’ codifica a transcriptase
reversa (TR), e a partir de seqiiéncias a jusante codifica a integrase (IN) e a RNase H. Utilizando
um desvio de leitura dos genes gag e pol, entre a parte 3’ da regido gag e a parte 5’ da regido pol,

é codificada a protease (PR). A protease é responsavel pela sua prépria clivagem (gerando a
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molécula de protease madura) e pelo processamento dos produtos da Gag madura (NAM et al.,
1988; NAM et al., 1993; OLIERE et al., 2011).

A transcriptase reversa possui atividade de DNA polimerase, sintetiza o DNA viral a partir do RNA
gendmico, sendo fundamental para a fase inicial de replicacdo, e atua como RNase H, removendo
a fita de RNA molde apds a sintese da cadeia de DNA, degradando seletivamente o RNA da
molécula hibrida DNA-RNA. A integrase atua inserindo o DNA viral no genoma da célula
hospedeira, através da clivagem do DNA da célula hospedeira e sua ligagdo com o DNA viral
(OLIERE et al., 2011; POIESZ et al., 2003).

O gene env codifica as proteinas do envelope viral. A proteina precursora glicosilada de 61kD é
clivada gerando a glicoproteina de superficie (gp46/SU) e a proteina transmembrana (p21/TM)
(POIESZ et al., 2003; SCHNEIDER et al., 1984; SODROSKI et al., 1984; OLIERE et al., 2011).
As proteinas de superficie e a proteina transmembrana se associam ndo covalentemente, de modo
que a proteina TM ancora a proteina SU no envelope da particula viral (DELAMARRE et al.,
1996).

A partir da regido pX é transcrito diferentes genes codificadores das proteinas regulatdrias e
acessorias do HTLV-1, importantes na infeccdo e replicacdo viral por influenciar a sinalizacdo
celular e a expressdo génica (GRASSMANN et al., 2005; MATSUOKA, 2005; OLIERE et al.,
2011) (Quadro 1.1).

As proteinas regulatérias Tax e Rex regulam a expressdo viral, sendo requeridas no processo de
multiplicacdo viral (EDWARDS et al., 2011). A Tax atua como potente ativadora transcricional do
genoma viral e a Rex como supressora do processamento dos transcritos virais (KASHANCHI &
BRADY, 2005; YOSHIDA, 2005). As proteinas acessorias, p12, p30, p13 e HBZ séo importantes
para a infectividade viral, persisténcia da carga proviral, ativacdo das células do hospedeiro,
regulacdo da transcricdo génica, aléem de auxiliar na disseminagéo in vivo (ALBRECHT, et al.,
2000; ALBRECHT & LAIMORE, 2002). As proteinas p12 e p30 estdo correlacionadas com a
infectividade viral, sendo que a p12 atua ativando as células do hospedeiro, é recrutada na sinapse
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imunologica, além de aumentar a transmissdo do HTLV-1 por aumentar a taxa de fusdo de
membrana entre a célula infectada e a ndo infectada (MICHAEL et al, 2004, OLIERE et al., 2011).

Por sua vez, a p30 atua como um modulador transcricional, suprimindo a expressdo génica viral e
areplicacéo por inibir a ativagéo transcricional da LTR mediada por Tax e por interagir com mRNA
de tax/rex retendo-os no nucleo (LI et al. 2011). A proteina p13 pode desencadear mudancas na
permeabilidade mitocondrial e/ou alterar processos de sinalizacdo de célcio, sugerindo seu papel
na apoptose (NICOT et al, 2005). O HBZ (HTLV-1 fator bZIP) inibe a transativacdo mediada por
Tax a partirda 5° LTR, através da interagdo com JUND e da familia CREB/ATF, além de promover
a proliferacdo de células T, o que poderia contribuir para 0o aumento da carga proviral
(YASUNAGA, MATSUOKA, 2011).



Quadro 1.1: Proteinas produzidas pelo HTLV-1
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PROTEINAS REGULATORIAS E ACESSORIAS DO HTLV-1
Proteinas virais | pX - ORF Funcéo Biologica Referéncias
Tax (p40) v . Imortalizacéo da célula; AKAGI et al, 1995;
. Transativacdo da LTR; | SODROKI et al., 1994; YAO
. Indugdo de vias de & WIGDALH, 2000;
sinalizacdo por NF-«xB, JEANG, 2001; REID et al.,
CREB, SFR e AP-1; 1993; HANGAISHI et al,
Inativacdo de supressores 1996; JIN et al., 1998;
de tumores; KANNAGI et al., 2004;
. Instabilidade KASHANCHI & BRADY,
cromossomal; 2005; YOSHIDA, 2005.
. Inducéo de resposta
imune por CTL.
Rex (p27) I . Exportacdo nuclear de KASHANCHI & BRADY,
MRNAS ndo processados e 2005; YOSHIDA, 2005
de processamento unico.
p30 ] . Modulacéo transcricional | NICOT et al, 2004; ZHANG
viral pela intera¢do com etal, 2000; LI et al. 2011.
CBP e p300.
p13 ] . Efeitos na mitocondria e CIMINALE et al, 1999;
na proliferacdo celular. NICOT et al, 2005.
pl2 I . Aumento do célcio no DING et al, 2001;
citoplasma. JOHNSON et al, 2001;
. Potencia a producéo de MICHAEL et al, 2004
IL-2. OLIERE et al., 2011.
. Acdo supressora de
MHC-1.
HBZ Fita anti- . Supressao da GAUDRAY et al, 2002;
Senso transativacdo mediada por BASBOUS et al, 2003;
Tax. YASUNAGA &
MATSUOKA, 2011.

Adaptado de MARTINS et al, 2012.

1.2.1 Proteinas regulatérias Tax e Rex

A proteina Tax, transativadora viral, € uma fosfoproteina nuclear de 40kDa denominada p40, que
abrange 353 aminoacidos (FUJISAWA, et al, 1985; FRANCHINI, 1995; BARMAK et al., 2003),
sendo encontrada essencialmente no nucleo (SEMMES & JEANG, 1996; BURTON et al., 2000).
Entretanto, pode se locomover entre o nucleo e o citoplasma pela presenca de um sinal de
exportacao nuclear (NES) rico em leucina (ALEFANTIS et al., 2005 A), e permanecer em pequena
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quantidade no citoplasma (SEMMES & JEANG, 1996; BURTON et al., 2000; GRASSMANN et
al., 2005). No citoplasma, colocaliza-se em organelas citoplasméticas associadas com a via
secretoria e em intima associa¢do com o centro de organizacdo do microtabulo (MTOC), além de
interagir com proteinas citoplasmaticas, assim ndo se limitando ao reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi e ao MTOC (ALEFANTIS et al., 2005 B; NEJMEDDINE et al., 2005). Esta
proteina é ainda encontrada nas regides de contato célula-célula que organizam a sinapse viral,
formada entre as células infectadas e as células alvo (NEJMEDDINE et al, 2005; IGAKURA et al,
2003). Em PBMC derivado de individuos infectados com o HTLV-1, a fracdo de Tax presente em
associagdo ao MTOC é intimamente associada ao compartimento cis-Golgi (NEJMEDDINE et al,
2009).

Recentemente, estudos demonstraram a presenca da p40 no ambiente extracelular (JAIN et al.,
2007), sendo detectada por andlises experimentais, no sobrenadante de diferentes linhagens
celulares: MT-2 (Linhagem celular linfocitaria permanentemente infectada pelo HTLV-1), C8166
(Linhagem celular linfoblastéide imortalizada pelo HTLV), linfécitos CD4 + e astrocitos
infectados, 293T (Human Embryonic Kidney cells) e BHK-21 (baby hamster kidney) transfectadas
com Tax e no liquido cefalorraquidiano de pacientes com HAM/TSP (ALEFANTIS et al., 2005 A,
FLAIG et al., 2005; JAIN et al., 2007). A proteina Tax extracelular induz a expressao de
marcadores de ativacdo e maturacdo de células dendriticas (ALEFANTIS et al., 2005b; JAIN et
al., 2007). As células apresentadoras de antigenos (APC) fagocitam Tax extracelular e a
apresentam através do MHC-I, resultando na lise das células que expressam Tax pela acdo dos
linfocitos T CD8+ especificos (ALEFANTIS et al., 2005b).

A fosfoproteina Tax é um potente ativador da expressdo de genes celulares e virais, com potencial
oncogénico, devido a habilidade de alterar a expressdo de genes celulares envolvidos no
crescimento e proliferacdo celular e por interagir diretamente com substancias regulatorias do ciclo
celular (MARRIOTT & SEMMES, 2005). Tax pode formar complexos com mais de 100 proteinas
celulares pertencentes a varios grupos funcionais (BOXUS et al, 2008), regulando negativa e
positivamente um grande nimero de genes celulares, e, interferindo com a estabilidade e atividade

de numerosos efetores celulares.
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A manutencdo do ciclo viral é dependente da proteina Tax. Assim, o genoma proviral é
indiretamente regulado através da interacdo da proteina Tax com fatores de transcri¢do celulares.
Tax potencialmente ativa a expressao de todos os genes do HTLV-1 por interagir com membros
do complexo CREB/ATF, aumentando a dimerizacgéo e afinidade das proteinas deste complexo ao
TRE (Elementos de resposta a Tax) presente em 5 -LTR (revisto por LODEWICK et al, 2011).

A indugdo da expressdao ¢ mediada pela ligagdo dessas proteinas a refor¢adores (“‘enhancers™)
presentes nas regides promotoras génicas através de quatro vias principais: sequéncia CRE
(elemento de resposta ao CAMP), a qual se ligam as proteinas CREB/ATF ou CREM,; o sitio de
ligacdo para fatores NF-«xB, seqiiéncia SRE (elemento de resposta ao soro) a qual se liga SRF (fator
de resposta ao soro) e a familia de fatores transcricional AP-1 (BEX et al., 1999; AZRAN et al.,
2004; GRASSMANN et al., 2005; KASHANCHI AND BRADY, 2005), além de aumentar a
expressao de fatores de crescimento, como 0s proto-oncogenes c-fos, c-myc e egr, de receptores
como IL-1 (interleucina 1), IL-2, IL-3, IL-6, GM-CSF (fator estimulante de col6nias de macréfago-
granulécito), TGF-a (fator de crescimento tumoral alfa), c-sis, vimetina (proteina do citoesqueleto
de 56 kDa), proteina relacionada ao hormonio da paratiredide (PTHrP), complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I), fator nuclear kB (NF-kB), influenciando ndo apenas na
producdo de citocinas, mas também na resposta celular a essas (FRANCHINI, 1995; ALEFANTIS
etal., 2005 A).

Tax liga-se diretamente a proteina de ligacdo ao TATAbox (TBP; CARON et al.,, 1993)
promovendo o inicio da transcricdo e a elongacdo da RNA polimerase (CHING et al., 2004), sendo
também capaz de aumentar a expressdo de inibidores de reparo da excisdo de nucleotideos e
apoptose (YOSHIDA et al., 2001 e YOSHIDA, 2005), reprime a expressdo de genes celulares
envolvidos no reparo da fita de DNA, na apoptose, genes relacionados com a supressao de tumores
e com a atividade de prova (“checkpoint”) das células infectadas (GRASSMANN et al., 2005 e
YOSHIDA, 2005).

Outra proteina que tem grande importancia no ciclo viral é a proteina Rex, uma fosfoproteina
nuclear de 27 kDa que atua como um regulador pés-transcricional viral, sendo essencial no ciclo

de replicacdo viral, por controlar o processamento e transporte do mRNA, promovendo assim a
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traducdo de mRNAS ndo processados, responsaveis pela producao das proteinas Gag/Pol, e MRNAs
simples processados, que codificam as proteinas Env (KASHANCHI & BRADY, 2005). Em
contrapartida, possui um efeito negativo no processamento e transporte dos mRNAs de duplo
processamento que codificam a prépria proteina Rex, Tax e outros mMRNAs com processamento
alternativos (FRANCHINI, 1995).

Contudo, as proteinas regulatorias, Tax e Rex, ndo apenas regulam a expressdo dos genes virais,
mas também interferem no funcionamento celular do hospedeiro em diferentes fases, através de
modificagdes diretas ou indiretas na transcricao e traducdo de genes celulares, sendo importantes
na patogénese das doencas associadas ao HTLV (FRANCHINI, 1995; YOSHIDA et al., 2001,
ALEFANTIS et al., 2005 B; GRASSMANN et al., 2005; KASHANCHI AND BRADY, 2005; e
YOSHIDA, 2005).

1.2.2 Tropismo celular

O HTLV-1 infecta preferencialmente células linféides T periféricas, principalmente linfocitos T
CDA4+ e linfécitos T CD8+ (GRANT et al., 2002), como também outras células hematopoéticas
(linfocitos B, mondcitos, macréfagos, células dendriticas, megacaridcitos e Células T), células da
glia (astrécitos e células da microglia; HANON et al., 2000; GRANT et al., 2002; MANEL et al.,
2005) e células da linhagem sinovial (YIN et al.,, 2000). Hieshima e colaboradores (2008)
trabalhando com ensaios de quimiotaxia e PBMC comprovaram que o sobrenatande de células T
infectadas pelo HTLV-1 seletivamente atrairam células CCR4+/CD4+ e, em experimentos de co-
cultivos de PBMC com células infectadas pelo HTLV-1, células T CCR4+CD4+ aderiram
significantemente as células infectadas expressando Tax. Neste estudo foi observada a
redistribuicdo de CCR4 na regido de contato célula-célula, o que foi acompanhado em alguns casos
por uma reorganizacdo dos microtibulos, indicando formacdo de sinapse viroldgica e uma

transmisséo preferencial do HTLV-1 para células TCCR4+/CDA4+.
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1.2.3 Ciclo de Replicacéo

O ciclo de replicagdo do HTLV é comum aos retrovirus (figura 1.3). A penetracdo ocorre pela
interacdo entre o receptor celular GLUT-1 e a porcdo amino-terminal da glicoproteina gp46 do
envelope viral levando a uma mudanca conformacional, que exp0e a proteina transmembrana gp21,
permitindo assim a fusdo entre a membrana celular e viral e a entrada do virus no citoplasma
(MANEL et al., 2005; KIM et al, 2004). Dentro do capsideo, ocorre a transcricdo do RNA em
cDNA mediada pela enzima transcriptase reversa, a partir do iniciador o tRNApro, originando uma
fita simples de DNA. Logo, esta é duplicada e transportada para o ndcleo celular, integrando-se ao
genoma da célula pela acdo da enzima integrase, formando o provirus (CANN e CHEN, 1996,
MANEL et al, 2004).

O processo de integracdo do provirus marca o final da fase precoce do ciclo de multiplicacédo viral
e o inicio da fase tardia que é mediada por enzimas do hospedeiro. A enzima celular RNA
polimerase Il é responsavel em transcrever o genoma viral integrado, produzindo RNA viral. A
partir do RNA viral produzido é transcrito uma fita primaria precursora dos RNA mensageiro e
RNA gendmico. Os precursores das proteinas Gag e de Gag-Pol sdo produzidos por ribossomos
livres no citoplasma, mas, as glicoproteinas do envelope sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e em seguida sdo transportadas para o complexo golgi sendo expostas na
superficie da membrana celular. A partir do processo de montagem e brotamento, que ocorre 0
processamento dos precursores de Gag e Gag-Pro-Pol, sendo que estes s6 sdo clivados no processo
de montagem (GOFF et al., 2001; MANEL et al., 2004). Assim, os precursores do capsidio séo
transportados a membrana por interagdes com o citoesqueleto celular ou por exocitose, onde ocorre
0 processamento proteolitico das proteinas (COFFIN, 1996). O empacotamento do RNA genémico
ocorre devido a presenca de sequéncias especificas na terminagdo 5°, denominadas sequéncias de
empacotamento ou regides Psi. No processo de montagem do nucleocapsideo, as glicoproteinas
sdo exportadas para a membrana plasmatica da célula, interagem com o cerne viral ocorrendo o
brotamento e a maturagdo dos virions. A maturagdo é um processo complexo, necessario para a
formacéo da particula infecciosa, sendo que ocorre um processo proteolitico das proteinas do CA,
obtendo-se a particula viral madura, capaz de infectar novas células (GOFF et al, 2001, MANEL
et al, 2004; MANEL et al., 2005).
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Figura 1.3 — Representacéo esquematica do ciclo de multiplicagdo de um retrovirus. O virus interage com o receptor
GLUT-1 e penetra com o capsideo dentro da célula. Logo, ocorre a transcri¢ao reversa e 0 cDNA viral é integrado
randomicamente na célula, estabelecendo uma infeccdo permanente. O material genémico viral integrado pode dirigir
a producdo de proteinas virais e genoma viral para construgdo de novas particulas virais que sairdo por brotamento.

Adaptado, QIAGEN, 2009.

Embora 0 HTLV apresente um ciclo de replicacdo tipico dos retrovirus observa-se a inducao de

sinapses viral, sendo esta a forma predominante de espalhamento viral (figura 1.4). Assim, ocorre

interacdo das proteinas virais com receptores celulares permitindo o contato entre as células,

associado a polarizacdo do citoesqueleto transferindo o virus de uma célula infectada para uma

célula ndo infectada. Aléem do mais, concomitantemente com a divisdo mitotica 0 DNA proviral do
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HTLYV sofre expanséo clonal (OVERBAUGH et al., 2001; IGAKURA et al, 2003; BANGHAM et
al, 2003). Desta forma, o virus se replica em baixas taxas diminuindo a chance de erro da
transcriptase, levando a elevada estabilidade genética das sequencias de HTLV dentro das

populacgdes.
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Figura 1.4: Transmissdo do HTLV-1 através de sinapse virologicas. Fonte: Adaptado de IGAKURA et al, 2003.

As células infectadas pelo HTLV-1 através do contato célula a célula cria uma ponte de transmissao
viral, conhecida como sinapse viral. As moléculas LFAL (antigeno 1 de funcdo associada ao
linfocito), ICAM1 (molécula de adesdo) e Tax participa do processo, sendo que Tax contribui para
a formacdo do centro de organizacdo de microtibulos (MTOC). Fonte: MATSUOKA & JEANG,
2007.

1.2.4 Formas de Transmissao

O HTLV pode ser transmitido principalmente, pela via vertical, através da amamentagdo e
intercurso sexual e pela via parenteral por transfusdes sanguineas e compartilhamento de agulhas
e seringas contaminadas com o virus (KOMURO et al., 1983; OKOCHI et al., 1983; CHEN et al.,
1991; HINO et al., 1995; KAPLAN et al., 1996; FUJINO et al., 2000; ROUCOUX et al., 2005). A
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mais natural rota de transmissdo do HTLV-1 é através de mées infectadas que amamentam seus
bebés resultando na transmissdo de linfocitos infectados via leite, sendo esta transmissdo
influenciada pelo tempo do aleitamento. Assim, criancas de mae soropositivas que foram
amamentadas por menos de 6 meses (TAKEZAKI et al., 1997) ou que foram alimentadas com
mamadeiras (HINO et al., 1996) exibem baixas taxas de soroconversdo. Outra possibilidade de
transmissdo, menos expressiva, € por via uterina através de células provenientes do corddo
sanguineo ou placenta (FUJINO et al., 2000), esse fato é devido em parte pelo mecanismo de
protecdo presente na placenta, que desencadeia a apoptose ou morte programada como forma de
defesa frente a uma infeccdo (FUJINO et al., 1999).

1.2.5 Diagndstico da infeccédo pelo HTLV1/2

No Brasil, a portaria n° 1376 do Ministério da Saude determinou a triagem obrigatéria sorolédgica
de doadores de bancos de sangue, a partir da década de 90. Recentemente, foi promulgada a lei
estadual n® 17344, de 15 de Janeiro de 2008, em Minas Gerais, que garante ao cidadao ter acesso,
mediante solicitacdo meédica, a realizar gratuitamente testes soroldgicos para o diagnostico da

infecgdo pelo HTLV-1/2, oferecidos em laboratérios de satde publica.

O diagndstico soroldgico baseia-se na deteccdo de anticorpos especificos contra 0 HTLV, sendo
realizado em duas etapas principais, a triagem e a confirmacdo (CONSTANTINE, 1993;
ERICHSEN et al, 2009). Na primeira etapa sao utilizados testes com elevada sensibilidade, como
0s ensaio imunoenzimaticos, incluindo o ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) e ensaios
de aglutinacédo, onde particulas de gelatina e/ou latex sensibilizadas com antigenos virais inativados
aglutinam-se devido a presenca no soro ou plasma anticorpos anti-HTLV (ndo utilizado no Brasil;
FUJINO et al., 1991). Ambos testam a presenca de anticorpos contra o virus, e 0s antigenos
comumente utilizados para esses testes sdo lisados virais do HTLV-1 e HTLV-2 e proteinas
recombinantes derivadas dos genes env e gag (BRASIL, 2004). Contudo, esses testes de triagem
podem gerar resultados falso-positivos e ndo séo capazes de distinguir entre HTLV-1 e HTLV-2,
sendo assim necessario o teste confirmatorio (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; ERICHSEN et
al, 2009).
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Os testes empregados para confirmacéo do diagndstico possuem elevada especificidade, sendo que
0 mais utilizado é o Western Blot (WB) (LAL et al., 1993). A amostra é considerada positiva,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude, pela reatividade de uma proteina da regido gag e uma
proteina do envelope viral, e quando uma amostra reage somente com uma das bandas, o resultado
¢ “indeterminado”. A causa dos testes de WB indeterminados ndo esta clara e, os resultados
inconclusivos na testagem de HTLV constitui um desafio para os bancos de sangue e
aconselhamento familiar. Na populacdo em geral o WB indeterminado nem sempre significa
infeccdo pelo HTLV, porém, em populacdes de alto-risco e areas endémicas, este resultado pode
representar uma soroconversdo em curso (ANDRADE et al, 2010; MARTINS et al, 2010). Alguns
resultados indeterminados para o HTLV-1 podem ser devido a infecgdo com virus defectivos, baixa
carga proviral em portadores assintomaticos ou ocorrer em individuos infectados pelo HTLV-2
(MONTANHEIRO et al, 2005). Em areas endémicas resultados inconclusivos e indeterminados
podem variar de 0.02 a 50% (WATERS et al, 2001). Em certos casos, a confirmacdo e a
discriminagdo ndo sdo possiveis através da utilizacdo do Western Blot, logo se utilizam testes
moleculares (CONSTANTINE, 1993).

Os testes moleculares detectam a presenca dos &cidos nucléicos virais, DNA proviral pela
utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que se baseia na amplificacdo exponencial do
DNA alvo, sendo um teste com alta sensibilidade e especificidade que permite esclarecer estados
soroldgicos indeterminados por Western Blot, “status” de infecgdo, avaliagdo da transmissdo
neonatal, diferenciacdo entre HTLV-1 e HTLV-2 ou da definicdo de subtipos virais, e deteccéo da
infeccdo durante o periodo compreendido entre a exposicdo e a soroconversao (CARNEIRO-
PROIETTI et al., 2002; ANDRADE et al, 2010, COSTA et al, 2011).

Em Hemocentros do Brasil (ANVISA, resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC 153, de 14 de
julho de 2004), utiliza-se como teste de triagem sorologica para 0 HTLV-1 e HTLV-2 o teste
ELISA e como teste confirmatério o WB (ERICHSEN et al., 2009).
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1.3 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO NO CONTEXTO DA INFECCAO PELO
HTLV-1

O sistema imunoldgico é uma rede complexa de fatores celulares e moleculares, que buscam
manter a integridade do organismo ao ataque de patdgenos e substancias estranhas ao corpo,
distinguindo o préprio do ndo préprio e modulando as respostas dos seus agentes efetores
(FLAJINIK, Du PASQUIER, 2004; JANEWAY, MEDZHITOV, 1998; MAYO et al, 2012).
Classicamente, dois tipos de resposta imune tém sido definidos: a resposta imune inata e resposta
imune adaptativa (JOURNO, MAHIEUX, 2011). A combinagdo desses dois sistemas permite ao
organismo hospedeiro reconhecer e eliminar patdgenos, assim como proteger contra possiveis re-
infeccdes. A imunomodulacdo desse sistema é de extrema importancia e fungdes anormais podem
levar ao desenvolvimento de doencas (FLAJINIK, Du PASQUIER, 2004; JANEWAY,
MEDZHITOV, 1998; MAYO et al, 2012).

No contexto da infeccdo pelo HTLV-1, observa-se que a infeccdo produtiva é capaz de ativar 0s
linfdcitos, levando ao desencadeamento de mecanismos variados de resposta imune celular e
humoral. Entretanto, o sistema imune do hospedeiro ndo € capaz de eliminar o virus do organismo
dos individuos exposto, mas pode ser determinante no curso dos quadros clinicos. Neste contexto,
diversos estudos vém sendo realizados sobre o papel do sistema imunolégico na protecdo do
individuo contra a infeccdo e/ou o seu papel na instalacdo da doenca, buscando correlacionar os
diferentes fatores envolvidos no mecanismo de imunoprotecdo/imunopatogénese com o
desenvolvimento de formas clinicas e os mecanismos relacionados a permanéncia de portadores
no estagio assintoméatico (BANGHAM et al., 2003; BANGHAM et al., 2005).

Acredita-se que o sistema de defesa do organismo contribui com eventos imunoprotetores, levando
ao controle da infecgdo através do equilibrio entre o virus e o0 hospedeiro e assim mantendo o
individuo infectado como portador assintomatico. Em contra partida, a infeccdo pelo virus pode
alterar aspectos centrais da resposta imune criando um processo de autoagressdo, desequilibrio do
sistema imune, através de mecanismos antivirais e imunopatoldgicos (BANGHAM et al., 2005;
SAITO, BANGHAM, 2012).
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A infecgdo pelo HTLV-1 é marcada por uma forte resposta imune celular, com a participacdo de
linfocitos T citotoxicos virus especificos, sendo que estes reconhecem principalmente a proteina
Tax, seguido de epitopos das proteinas Gag, Env e outros produtos génicos ndo estruturais (p30,
pl2 e p13; JACOBSON et al., 1996; PIQUE et al., 2000).

Os linfécitos T CD4+ representam o principal reservatorio do virus no organismo, sendo que,
expressam epitopos virais ativando os linfocitos T CD8+ citotoxicos, além de espontaneamente
secretarem citocinas proinflamatorias e neurotoxicas (TNF-a, INF-y, GM-CSF). Os linfdécitos T
CD4+ modulam a resposta das células T CD8+ antivirais, regulando a resposta imune contra si e
contra as células CD8+ infectadas, alterando assim o papel das células CD8+ citotdxicas, como a
otimizacdo da acdo dos CTL CD8+. Estudos em pacientes HAM/TSP verificaram que altos niveis
destas citocinas sdo encontrados nas lesdes do cordao espinhal e no CSF, que células T CD4+ sdo
predominantes em infiltrados no SNC, sugerindo que os linfocitos CD4+ participam dos
mecanismos de imunopatogénese relacionados as manifestacBes clinicas da Mielopatia
conseqiente a infeccdo pelo virus (HANON et al., 2000; GOON et al., 2002; GOON et al., 2004;
BANGHAM et al., 2005).

Chung e colaboradores (2003), adicionalmente, relataram a presenca de citocinas, como IL-9 e IL-
13, que atuariam como auxiliares no desenvolvimento do quadro neuroldgico, devido ao fato da
persistente e elevada producdo destas citocinas em células T. A IL-13, também, correlaciona-se

diretamente com o nivel de expressdo da proteina Tax em células T CD4* recentemente infectadas.

Quanto aos linfdcitos T citotoxicos, diferentes estudos vém sendo realizados no intuito de entender
a funcionalidade destas células e até onde elas participam da patogénese e/ou da manutencdo dos
individuos como assintomatico. Dados demonstram a ocorréncia de altas taxas de linfécito T
citotoxico (CTL) HTLV-1 especificos no liquor e no sangue, devido a expansao induzida pelo virus
(GRANT et al., 2002; JACOBSON et al., 2002), respondendo, principalmente, aos antigenos
produzidos pelo gene tax, p27x e p40x. Embora as CTL sejam encontradas no PBMC (JACOBSON
et al., 2002) de portadores assintomaticos, a magnitude e a frequéncia destas sdo aumentadas nos

pacientes que desenvolvem a doenca neurologica, aliados a producdo de diferentes citocinas
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essenciais para a manutencdo da resposta inflamatoria (GRANT et al., 2002; JACOBSON et al.,
2002).

Nos individuos que desenvolvem a HAM/TSP ha um aumento significativo das células T CD8"
efetoras e de memoria especificas para a proteina Tax (YAMANO et al., 2002; GOON et al., 2004)
e a diminuicdo de células T “naive” (NAGAI et al., 2001) em relagdo aos individuos portadores.
Diferentes fatores correlacionados como a alta carga proviral, mantida pela producdo de virus
persistente e por divisdo mitotica (BANGHAM et al., 2005; ASQUITH et al., 2005; TAYLOR,
1998), altos titulos de anticorpos no liquido cerebrospinhal e no soro, devido a proliferacdo de
celulas infectadas que desencadeiam uma intensa imunidade celular anti-HTLV-1 (OSAME et al.,
1986; CAVROIS et al., 2000; JACOBSON, 2002), aumento na producdo de citocinas (IFN-y e
TNF-a; TAYLOR, 1998; RIBAS et al., 2002 A) ¢ quimiocinas pro — inflamatorias (BRITO-MELO
etal., 2004), além do aumento da linfoproliferacdo espontanea (SANTOS et al., 2004), podem estar
interligados com o desenvolvimento do processo neurodegenerativo nos individuos infectados.

Entretanto os processos relacionados ao progresso da HAM/TSP nao estdo totalmente elucidado.

Na busca de entender até onde a resposta imune celular conferida pelos linfocitos citotoxicos
proporciona protecdo evitando o desenvolvimento da HAM/TSP e quando este comega a
desencadear danos, Asquith e Bangham (2002) propuseram uma teoria conciliadora, baseando-se
na carga proviral. Deste modo, através de diferentes estudos eles determinaram um limiar a partir
da observacdo da magnitude da carga proviral, capaz de correlacionar as mudancas das respostas
imunes com o dano no organismo. Assim, quando a carga proviral do individuo estiver abaixo do
limiar, os TCR das células T CD8" ainda sdo capazes de lisar as células infectadas, aliado com a
baixa estimulacéo antigénica e consequente baixa producdo de IFN-y o organismo desencadeia
uma resposta protetora. Ja quando a carga proviral se eleva de tal forma que atravessa este
determinado limiar, o estado de ativacdo das células citotdxicas se modifica, de tal modo que o
perfil de lise ndo se altera, mas a producéo de IFN- y eleva-se rapidamente. Desta forma, as células
T CD8+ sdo ativadas como um todo, alterando o seu papel de puramente protetora das infec¢oes

intracelulares para o papel protetor e patogénico.
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Em relacdo a resposta humoral, os primeiros anticorpos especificos anti-HTLV-1 produzidos pelo
sistema imune sdo parcialmente protetores, sendo eles dirigidos contra a proteina Gag,
permanecendo nos dois primeiros meses, seguidos pelo aparecimento de anticorpos contra a
proteina do envelope (MANNS et al., 1991). Posteriormente, acima de 50% dos individuos
infectados produzem anticorpos contra a proteina Tax (MUELLER et al., 1996). Estes anticorpos
especificos estdo correlacionados intimamente com a infecgdo e patogénese do HTLV-1 (LEVIN
etal., 2002).

Estudos relatam a presenca aumentada de anticorpos anti-HTLV-1 nos individuos infectados por
este retrovirus, sendo que em pacientes com HAM/TSP os niveis de imunoglobulinas,
principalmente para a proteina Tax séo significativamente mais elevados (JACOBSON et al., 1990;
KAPLAN et al., 1990; LEVIN et al., 2002; BRITO-MELO et al., 2003; LEE et al., 2006; SOUZA
et al., 2010). Lee e colaboradores demonstraram, em 2006, que 0s anticorpos anti-Tax estéo
diretamente correlacionados com um componente auto-imune, contribuindo para a progresséo do
quadro neuroinflamatério. Eles sugeriram um modelo de mimetismo molecular, em que anticorpos
anti-Tax do HTLV-1 reconhecem a ribonucleoproteina nuclear Al (hnRNP Al) expressa em
neuronios do Sistema Nervoso Central (SNC), logo, esta reacdo cruzada impede o disparo do

estimulo nervoso nas células afetadas.

1.3.1 Resposta imune inata

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa contra patdgenos microbianos, sendo que 0s
mecanismos de defesa ja estdo estabelecidos antes do encontro com o antigeno. Assim, a resposta
gerada € rapida, mas transiente e pouco especifica (JOURNO, MAHIEUX, 2011). Os principais
componentes da imunidade inata sdo as barreiras fisicas e quimica, como o epitélio e substancias
anti-bacterianas produzidas nsa superficies epiteliais; células fagocitarias como neutrdfilos,
macrofagos e células natural killer (NK); proteinas presentes no sangue, incluindo proteinas do
sistema complemento e outros mediadores da inflamacéo; e citocinas que regulam e coordenam

varias das atividades desempenhadas pelas células da imunidade inata (BEUTLER, 2004).
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O sistema imune inata inicia pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados aos
patégenos (PAMPS) pelos receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) sendo assim, capaz de
reconhecer 0s patégenos microbianos, distinguir o proprio do ndo préprio, estimular as respostas
pré-inflamatorias pela via de ativacdo de NF-kB ou via MAP-kinases (JNK, p-38, ERK), ativar o
sistema complemento, cascatas de coagulacdo, opsonizacdo, fagocitose e indugdo da apoptose
(JANEWAY, 1989; MEDZHITOV, JANEWAY, 1997 JANEWAY, 1989; MEDZHITOV, 2001,
ZHANG et al, 2006; HARRINGTON et al, 2007). Funcionalmente os receptores, podem ser
divididos em secretores, endociticos e sinalizadores (MEDZHITOV et al, 2007). Atualmente, séo
descritos diferentes receptores de reconhecimento de padrdo, como: receptores do tipo Toll,
receptores do tipo RIG —I, receptores do tipo NOD (AKIRA, TAKEDA, 2004; MEDZHITOQV,
2001; STROBER et al, 2006), receptores do tipo lectina (p.e. manose e b- glucanos) e receptores
do tipo scavengers (CERDA, 2009) (quadro 1.2).

Os receptores Toll-like (TLRs) compreendem uma familia de receptores de membrana tipo I,
caracterizados pelo dominio extracelular LRR (repeticdes ricas em leucinas) e um dominio
intracelular TIR (receptor Toll/IL-1) (TAKEDA, AKIRA, 2003). A ativacdo de vias de transducao
de sinal através dos TLRs desencadeia a indugdo de diferentes genes de defesa do hospedeiro. Os
TLR sdo estimulados por seus ligantes que recrutam proteinas adaptadoras especificas como:
MyD88 (myeloid differentiation factor 88), MAL/TIRAP (MyD88-adaptor like/TIR-associated
protein), TRIF (Toll-receptorassociated activator of interferon), TRAM (Toll-receptor-associated
molecule) e SARM (Sterile a- and armadillo-motif containing protein) (DUIN et al, 2006). Essas
proteinas adaptoras transduzem o sinal do TIR, ativando quinases e fatores de transcricdo como
NF-kB e IRFs (IFN-responsive factors). Os genes transcritos sao correlacionados com a resposta
pré-inflamatoria, responsaveis pela producdo de moléculas efetoras, citocinas pré-inflamatorias,
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), interferons do tipo I, quimiocinas, expressao
de moléculas co-estimuladoras, entre outros mediadores envolvidos no controle de patogenos e na
inducdo da resposta imune adaptativa (DUIN et al., 2006; MEDZHITOV, 2001; TAKEDA,
AKIRA, 2003; THOMA-USZYNSKY et al, 2001).

Os receptores citosolicos tipo NOD-LRR ou NLR (receptores de dominio de nucleotideos de

oligomerizagdo — repeti¢Oes ricas em leucinas) sdo proteinas formadas essencialmente por trés
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dominios, sendo um dominio efetor N-terminal variavel, um dominio central do tipo NOD e uma
porcdo C-terminal com seqiiéncias ricas em leucina (LRR). O reconhecimento de PAMPSs induz
uma cascata de ativacdo do fator de transcricdo NF-kB ou da protease caspase-1. A via NF- kB
induz a transcricdo de inimeros genes, responsaveis pela producdo de diferentes moléculas efetoras
e a caspase-1 é uma protease intracelular necessaria para a secre¢do das citocinas pro-inflamatorias
IL-1 e IL-18. Sendo que, a ativacdo da caspase-1 induz a morte de macrdfagos infectados, por um
processo denominado piroptose, indicando um mecanismo de resisténcia e controle da
disseminacéo de patdgenos (BROZ et al., 2010; MARTINON et al, 2009). Ja os receptores RLR
(receptores tipo RIG — Receptor do &cido retindico indutivel) sdo receptores que interagem com
acidos nucléicos, como o RNA viral (MARTINON et al, 2009; PICHLMAIR et al, 2006)
desencadeando a transcricdo de interferon tipo | e citocinas inflamatdrias (KAWAI, AKIRA,
2008).
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Quadro 1.2: Receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) e seus ligantes

Receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) e seus ligantes
Receptores \ Ligantes
TLR
TLR1 + TLR2 Triacil lipopeptideos,
glicofosfatidilinositol
TLR3 Zimosan
TLR4 RNA de dupla fita
TLR5 Lipopolissacarideo
TLR6 + TLR2 Flagelina
TLR7 Diacil lipopeptideos
TLR8 RNA de fita simples
TLR9 DNA, hemozoina — malaria
TLR10 Desconhecido
TLR11 Proteina profilina
NOD-like
NOD 1 Peptideoglicano
NOD 2 Peptideoglicano
NOD 3 RNA de bactéria, ATP, &cido Urico
RIG-like
RIG-I-like | Acido nucléico — RNA
MBL
MBL | Carboidratos

Adaptado de DUIN et al., 2006; MEDZHITOV, 2001; TAKEDA, AKIRA, 2003; THOMA-USZYNSKY et al, 2001.

Atualmente, estudos vém demarcando a importancia do sistema imune inato na infecgdo pelo
HTLV-1. Banerjee e colaboradores (2007) demonstraram que a atividade citolitica de células NK
em pacientes com HAM/TSP foi significativamente diminuida se comparada ao grupo controle e
que a infeccdo pelo HTLV-1 leva as células T CD4+ primarias a escapar da citotoxidade mediada
pelas células NK através da proteina p12, a qual modula negativamente a expressao de ICAM-1 e
2 na superficie das células infectadas, resultando em uma aderéncia reduzida das células infectadas
as celulas NK. Em outro grupo de individuos HTLV+ com manifestacbes neuroldgicas e
neoplésicas foi observado nas PBMCs diminui¢do e comprometimento funcional das células NK,
células dendriticas e células INKT, e em comparacao, os portadores assintomaticos apresentaram

alteracdo funcional celular quando comparados ao controle negativo (HTLV-) (SATO et al, 2011).
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As células dendriticas mieloides e plasmocitoides vém sendo descritas como susceptiveis a
infecgdo pelo HTLV-1 (ALI et al, 1993; JONES et al, 2008). As células dendriticas infectadas
podem rapidamente transferir o virus para células T CD4+ autélogas e em comparacdo, as celulas
CD4+CD25+, as células dendriticas sdo as principais células responsaveis pela geracdo e
manutenc¢do in vitro e in vivo de células TCD8+ Tax-especificas (MANUEL et al, 2009). Outras
células hematopoiéticas do sistema imune inato também podem ser infectadas pelo HTLV-1 como
o0s neutréfilos e os mondcitos (RICHARDSON et al, 1990; KOYANAGI et al, 1993; KORALNIK
et al, 1993). Os neutréfilos em portadores do HTLV-1 sofrem ativacéo espontanea, sendo que esta
ativacdo € significativamente maior nesses individuos do que em individuos HTLV -
(GUERREIRO et al, 2005).

Em relacdo aos mondcitos, relatos descrevem que uma pequena quantidade destas células é
infectada com HTLV-1 no sangue periférico (KOYANAGI et al, 1993). Entretanto, estudos
patologicos confirmam que a presenca de macrofagos/mondcitos infectados ou ativados
juntamente com células TCD4+ e TCD8+ no SNC possui um papel regulatério do sistema imune,
além de ser importante na patogénese de HAM/TSP (UMEHARA et al, 1993; IZUMO et al, 1997,
ABE et al, 1999; ENOSE-AKAHATA et al, 2012).

No contexto da infeccdo pelo HTLV-1 ja foi demonstrado que a proteina viral p30 (codificada pela
ORF Il da regido pX — responsavel pela modulacdo transcricional viral e pela interacdo com CBP
e p300) inibiu a expressdo de TLR-4 na superficie celular de macréfagos, prejudicando a liberagédo
de citocinas pro-inflamatorias MCP-1, TNF-a e IL-8, e estimulando a liberacdo da proteina anti-
inflamatoria IL-10 (DATTA et al, 2006).

1.4 DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV

O HTLYV foi o primeiro retrovirus reconhecido como entidade patologica humana. As principais
sindromes associadas ao HTLV-1 sdo a ATL (POIESZ et al., 1980; HINUMA et al., 1981;
YOSHIDA et al., 1984; TAKATSUKI et al., 1985) e a HAM/TSP (GESSAIN et al., 1985;
RODGERS-JOHNSON et al., 1985; OSAME et al., 1986). Outras entidades clinicas, associadas
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ao virus ja foram descritas, sdo elas: uveite, tireoidite, dermatites, polimiosite, pneumonia bronco-
alveolar, artropatias e Sindrome de Sjogren (VERDONCK et al., 2007).

1.4.1 Leucemia/Linfoma das Células T de Adulto (ATL)

A ATL foi a primeira neoplasia humana relacionada a um retrovirus (UCHIYAMA et al., 1977),
sendo reconhecida mundialmente como uma patologia clinica (TAKATSUKI et al., 1977). A ATL
acomete 2-4% dos portadores do HTLV-1 (KHABBAZ, 1993; ABOULAFIA, 1995;
HOLLSBERG, 1995), apresenta progressdo lenta, entre 20-30 anos apos a infecgdo, afetando
principalmente adultos, sendo que, individuos infectados por transmissdo vertical, apresentam
maiores riscos de desenvolverem essa patologia (PAWSON et al., 1998). Os determinantes para a
progressao da patogénese podem estar relacionados com variantes genéticos virais, caracteristicas
do hospedeiro ou do ambiente (PROIETTI et al., 2005), altos titulos de anticorpos anti-HTLV e
baixa reatividade anti-Tax (HISADA et al., 1998) além de um co-fator apontado como facilitador
do desenvolvimento do ATL, a co-infeccdo com Strongyloides stercoralis, (POMBO DE
OLIVEIRA et al., 1995).

Essa patogénese engloba um amplo espectro de sintomas que compreende linfoadenopatia,
hepatoesplenomegalia, aumento dos linfonodos, febre, indisposicéo, ictericia, sonoléncia, perda de
peso, lesdes de pele (n6dulos, placas ou uma erup¢do papular generalizada), auséncia de massa
mediastinal, células leucémicas com pleomorfismo, ndcleo lobulado (flower cell) e leucocitose
(UCHIYAMA et al., 1977; BANGHAM et al, 2005).

O espectro de doencas do ATL é classificado em quatro subtipos clinicos: indolente (smouldering),
crbnica, aguda e linfomatosa, de acordo com o nimero de células T anormais no sangue periférico,
nos niveis de desidrogenase latica, nas lesdes tumorais em diversos 6rgéos e no curso clinico do
paciente (TAKATSUKI et al., 1992; YAMAGUCHI et al., 1993). A forma aguda compreende 55-
75% dos casos de ATL e a forma crbnica e cutanea cerca de 25% (HANCHARD et al., 1990;
YAMAGUCHI et al., 1990).
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1.4.2 Mielopatia Associada ao HTLV-1/ Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP)

Em um centro de neurologia da Jamaica e Martinica, foram feitas observagdes clinicas que
revelaram a prevaléncia incomum de paraplegia espastica ou esclerose lateral primaria, processos
debilitantes de curso lento, disfuncdo sensorial e esfincteriana e relacdo de agrupamento entre os
casos (CRUIKSHANK, 1956; RODGERS, 1965), sendo que estes aspectos foram posteriormente
associados com um processo patologico desencadeado pelo HTLV-1. No ano de 1985, foram
contatados pacientes na Jamaica, Colémbia (RODGERS-JOHNSON et al, 1985) e na Martinica
(GESSAIN et al, 1985), que apresentavam Paraparesia Espéastica Tropical (TSP) e anticorpos anti-
HTLV-1. Em 1986 no Japdo, um quadro clinico semelhante & TSP foi descrito, os pacientes
apresentavam anticorpos anti-HTLV-1, o qual foi chamado de Mielopatia Associada ao HTLV-1
(HAM; OSAME et al., 1986). Em 1988, essas distintas patologias foram reconhecidas como uma

Unica, e entdo denominada como HAM/TSP.

A prevaléncia de HAM/TSP entre os individuos infectados pelo HTLV-1 é em torno de 4%,
existindo uma predominéancia nas mulheres (ORLAND et al, 2003). Apds a infeccdo, o tempo da
manifestacdo da sintomatologia é varidvel, podendo ser de poucos meses como na infeccdo via
transfusional (OSAME et al., 1986; BUCHER et al., 1990), ou principalmente de décadas, entre
40 a 50 anos depois do contagio (PROIETTI et al., 2005).

A patologia de HAM/TSP caracteriza-se clinicamente por distdrbios na marcha, fraqueza muscular,
enrijecimento dos membros inferiores, comprometimento do equilibrio dindmico, hiperreflexia,
espasticidade nas extremidades inferiores, bexiga neuropatica, impoténcia e diminuicao da libido,
disturbios sensoriais (formigamentos, agulhadas e queimacdo) e esfincterianos e constipacao
intestinal (RIBAS & MELO, 2002).

Histologicamente observa-se um processo inflamatorio devido a infiltracdo linfocitaria, sendo que,
os elementos inflamatorios ao longo do processo sdo substituidos por degeneragdo da substancia

branca e reacdo glio-mesenquimal, acarretando acometimento do neuro-eixo, principalmente da
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medula toracica baixa. Evidéncias demonstram que os linfécitos infectados migram de maneira
mais efetiva para o Sistema Nervoso Central (SNC), onde liberam citocinas e fatores neurotoxicos
capazes de lesar as células do parénquima, assim induzindo injurias de forma indireta do tecido
nervoso. Os linfdcitos T infectados atravessam a barreira hematoencefalica e penetram no SNC
devido a sua maior capacidade de adesdo (maior expressdo de ICAM-1), migracdo ao endotélio e
a permeabilidade paracelular no endotélio, associados com a producdo aumentada de TNF-a
(GRANT et al., 2002).

O mecanismo patolégico que desencadeia a HAM/TSP ndo esta totalmente elucidado, sendo
sugeridas trés hipoteses: citotdxica, autoimune e processo auto-agressivo. A proposta citotdxica
propBe que células da glia podem ser infectadas pelo HTLV-1 e expressar antigenos na superficie
celular que irdo interagir com linfocitos T citotoxicos CD8+ que atravessam a barreira
hematoencefalica e liberam citocinas que provocam a morte celular (TAYLOR, 1998; OSAME et
al, 1998; OSAME et al, 2002).

Na proposta do processo autoimune argumenta-se que 0s antigenos préprios das células da glia sao
semelhantes aos virais e que os linfocitos ao reconhecer os antigenos virais periféricos e migrarem
para 0 SNC desencadeiam uma resposta autoimune que pode levar a morte de células vizinhas. As
células “helper” T CD4+ reconhecem os antigenos proprios e estimulam a proliferagcao das células
infectadas, contudo as células T especificas destroem peptideos proprios no SNC por reacdo
cruzada (TAYLOR, 1998; OSAME et al, 1998; OSAME et al, 2002). A terceira teoria, processo
auto-agressivo faz alusdo aos linfécitos T CD4+ infectados e linfécitos T CD8+ especificos anti-
HTLV-1 que migram atraves da barreira hematoencefalica para o SNC e liberam citocinas contra
os linfdcitos infectados danificando as células vizinhas, tais como as células da glia e neuronais
(TAYLOR, 1998; OSAME et al, 1998; OSAME et al, 2002).
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1.5 TRATAMENTO NO AMBITO DA INFECCAO PELO HTLV-1

Atualmente, diferentes experimentos estdo sendo realizados na busca de drogas e medidas
terapéuticas para as manifestacdes clinicas da infeccdo pelo HTLV-1. Entretanto, ndo existe um
consenso quanto a terapia especifica devido a resultados incipientes e pela falta de um padrdo

metodoldgico no desenvolvimento dos ensaios clinicos.

1.5.1 Tratamento de HAM/TSP

Até 0 momento, ndo existe terapia especifica e com eficdcia comprovada para o tratamento do
complexo neuroldgico desencadeado pelo HTLV-1. Diferentes estudos tém correlacionado a
patogenia HAM/TSP com eventos imunomediados (ASQUITH e BANGHAM, 2002), assim
algumas abordagens terapéuticas utilizam farmacos desenvolvidas para outras doengas
imunoldégicas do sistema nervoso, com o objetivo de diminuir o processo inflamatério (TAYLOR,
1998; SHIMAMOTO et al, 2003; BARRETT et al, 2008).

Neste intuito, diversas abordagens terapéuticas tém sido utilizadas tais como: uso de
corticosteroides e plasmaferese (NARUKAWA et al., 2001), gamaglobulinas e interferon (SAITO
et al., 2006), azatioprina, danazol, pentoxifilina, vitamina C, heparina e anticorpo monoclonal
contra o receptor da IL-2 (MORA et al., 2003). Dentre estas, 0s corticosteroides que, sdo 0s
medicamentos antiflamatorios mais prescritos, agem tanto na inibicdo da producdo de
prostaglandinas quanto na imunoregulagéo, o que faz diminuir a resposta imune do hospedeiro,
com reducdo da celularidade liquérica, que reflete na diminuigdo da carga proviral no liquor
(ARAUJO et al., 2006).

Em outra abordagem, a terapia antiretroviral j& amplamente testada com sucesso para o HIV-1,
como a azidotimidina e a lamivudina, tem sido testada por alguns pesquisadores em pacientes com
HAM/TSP (OSAME et al, 2002). Os farmacos antiretrovirais mais utilizados sdo os analogos de
nucleosideos inibidores da transcriptase reversa, devido ao grande espectro de agdo em diferentes
retrovirus (ARAUJO et al., 2006). Em um estudo no qual foi utilizado a zidovudina em altas doses
observou-se melhora no quadro motor de sete entre dez pacientes com HAM/TSP, sendo que o
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tratamento foi bem tolerado pelos pacientes (SHEREMATA et al., 1993). Outro estudo no qual foi
empregada a combinagdo de IFN-a e lamivudina, foi observado uma diminui¢do de dez vezes na
carga proviral de pacientes portadores de HAM/TSP (BAZARBACHI, HERMINE, 2001). Taylor
e colaboradores (2006) observaram gue o0 emprego monoterapico de analogos de nucleosideos leva
a diminuicdo da carga proviral e a utilizacdo de combinac6es destes fArmacos pode ser mais efetiva

na inibicdo da transcriptase reversa e consequente diminuicdo da carga proviral.

Os interferons (a e f1) tém sido também utilizados como terapia medicamentosa no intuito de
diminuir os distdrbios motores e esfincterianos dos individuos com HAM/TSP (1ZUMO et al.,
1996). Estas moléculas caracterizam-se como citocinas com agdo antiinflamatoria, antiviral e de
modulacdo do sistema imunologico, sendo consideradas as citocinas mais importantes no estudo
da resposta imune no contexto das infeccbes virais (TAKAOKA et al., 2006). Nos individuos
submetidos a esta terapia observa-se boa resposta ao fim do tratamento, tolerancia ao farmaco,
além de poucos efeitos colaterais em relacdo ao grupo placebo (IZUMO et al., 1996; NAKAGAWA
et al., 1996). Em 2005, Oh e colaboradores avaliaram o uso de interferon- Bla em pacientes com
HAM/TSP, tendo sido observada a melhora dos parametros imunoldgicos, reducdo na frequéncia
de linfdcitos citotdxicos especificos para Tax e dos parametros virolégicos, além da reducdo da
carga de RNA para a proteina Tax.

Nos pacientes acometidos pela HAM/TSP as repercussfes motoras séo tratadas de maneira pontual.
Assim, o tratamento da espasticidade inclui o baclofeno. O blacofeno é um derivado do &cido
gama-aminobutirico (GABA) e atua como agonista de receptores GABA-p pré-sinapticos através
da inibicdo das vias aferentes polissinapticas e monossinapticas dos neurénios motores, sendo
amplamente utilizado (BLATTNER, 1990 apud RIBAS; MELO, 2002; GOODMAN & GILMAN
et al., 2006). A administracdo oral necessita de elevadas doses para o efeito terapéutico, em
contrapartida a administragdo intratecal que é realizada com doses menores e com alta eficiéncia.
No entanto, a utilizacdo do medicamento oral € mais difundida (VEIROS et al., 2006). Os derivados
de benzodiazepinicos induzem o relaxamento muscular ao ponteciarem os efeitos da GABA sobre

os receptores GABA-a, sendo que o diazepam é o mais utilizado.



55

A dor neuropética tem sido tratada utilizando combinagdes de farmacos, devido a ineficiéncia da
monoterapia no alivio da dor. Assim, farmacos analgésicos sdo utilizados juntamente com
antidepressivos triciclicos (amitriptilina, nortriptilina ou imipramina), sendo capazes de
potencializar o efeito dos medicamentos analgésicos. Os anticonvulsivantes sao alternativas
medicamentosas para auxiliar o tratamento de casos com dor persistente (SILVA, 1998 apud
RIBAS, MELO, 2002). Além de interven¢Ges medicamentosas, 0s pacientes sao orientados para a
realizacdo do tratamento fisioterdpico no intuito de auxiliar na reabilitacdo, aumentando a
qualidade de vida e consequentemente diminuindo a morbidade da doenca (RIBAS e MELO,
2002).

O tratamento sintomatico busca a prevencdo de contraturas, manutencdo da capacidade funcional
e o controle das complicacGes mais comuns associados ao quadro clinico da HAM/TSP. No quadro
1.3 esta representado o esquema terapéutico utilizado para o tratamento dos sinais e sintomas
presentes nos individuos com HAM/TSP do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/ (IPEC-
FIOCRUZ).

Atualmente, estratégias adicionais estdo sendo empregado para o tratamento da HT, como a
utilizacdo da minociclina, um antibiotico que atua inibindo a ativacdo de mondcitos e macréfagos,
e, por conseguinte, a ativacdo de fagdcitos mononucleares, células infectadas pelo HTLV-1,
linfoproliferacdo e producdo de citocinas inflamatorias por células T CD8+ (ENOSE-AKAHATA
et al, 2012). O &cido valpréico (VPA), um inibidor de histonas desacetilases também esta sendo
administrado juntamente com AZT, inibidor da transcriptase reversa, utilizados em tratamento anti-
HIV (SANTOS et al, 2009; OLINDO et al, 2011). Matsuzaki e colaboradores (2005) em um estudo
com probidticos ofereceram aos pacientes HT iorgute contendo Lactobacillus casei linhagem

Shipora, e observaram uma melhora da espasticidade e dos disturbios urinarios.
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Quadro 1.3 — Esquema terapéutico utilizado em pacientes que desenvolve a HAM/TSP —

Tratamento geral.

TRATAMENTO GERAL
Sintomas Droga/tratamento/ Efeitos colaterais
dose/frequéncia comuns
Paresia Fisioterapia | -
Baclofeno* (10-80mg/dia) Sonoléncia
Espasticidade Diazepan*(5-40 mg/dia) Sonoléncia
Tizanidina (4-16 mg/dia) Sonoléncia

Toxina botulinica
intramuscular (Individual)

Fraqueza/Hipotonia

Bexiga neurogénica

Oxibutinina (5-15 mg/dia)
Imipramina (10-75 mg/dia)

Cateterizacdo intermitente ITU
(4/4h) ITU
(6/6h)

Boca seca/constipacao
Boca seca/constipacao

Constipacéo intestinal

Orientacéo nutricional
Muciloide psyllium (5,8-17,4
mg/dia)

Oleo mineral (7,5 -30 mL/dia)
Lactulose (10-30 mL/dia)

Dieta rica em fibras,
hidratragéo, atividade
fisica.

Colica, diarréia
Cdlica, diarréia
Colica, diarréia

Dor neuropética

Amitriptilina (25-150 mg/dia)
Nortriptilina (25-150 mg/dia)
Imipramina (25-150 mg/dia)

Gabapentina (900-1800
mg/dia)
Carbamazepina (400-1200
mg/dia)
Oxcarbamazepina (600-1800
mg/dia)

Fenitoina (200-300 mg/dia)
Duloxetina (60-120 mg/dia)

Pregabalina (150-300 mg/dia)

Sonoléncia/Constipacéo
Constipacéo/Boca seca
Constipacdo/Boca seca
Sonoléncia
Ataxia, aplasia
Hiponatremia

Ataxia
Nauseas
Tontura/Sonoléncia

Adaptado de Aradjo et al., 2006; Romanelli et al, 2012.

Contudo, novos estudos longitudinais, controlados e com uma coorte maior Sa0 necessarios para

avaliar o verdadeiro potencial das diferentes classes de farmacos no tratamento do quadro

neuroldgico desencadeado pela infecgdo do HTLV-1.
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1.5.2 Tratamento para ATL

O quadro hematoldgico desenvolvido pelos individuos acometidos pelo HTLV-1 é uma
manifestacdo clinica grave, com progndstico ruim, tendo uma mediana de vida inferior a 1 ano,
mesmo com 0s avangos terapéuticos. Atualmente, diferentes abordagens terapéuticas tém sido
utilizadas na tentativa de aumentar a expectativa e a qualidade de vida dos pacientes com ATL, tais
como quimioterapicos, analogos de nucleosideos, inibidores de topoisomerase, interferons,
blogueadores da via de NF-kB, antiretrovirais, acido trans-retindico, anticorpos monoclonais e
transplantes, isoladamente ou combinagfes (DIAMANTOPOULOS et al, 2012; MAHIEUX, 2006;
TAYLOR, MATSUOKA, 2005).

O paciente antes de iniciar a terapia deve ser submetido a uma avaliacdo que inclui: avaliagcdo da
funcdo renal e hepética, célcio, DHL, albumina, acido Urico, Linfocito CD4, CD8, CD25, aspiracéo
da medula déssea, exames de imagem (tomografia computadorizada contrastada) para avaliacdo da

extensdo do comprometimento, endocospia digestiva alta (KWEEN et al, 2008).

A quimioterapia utilizando agentes quimioterapéuticos citotdxicos ou citostaticos como
ciclofosfamida, adriamicina, vincristina e predinisona é o tratamento padrdo para os individuos
acometidos pela ATL, sendo conhecido como terapia CHOP. Entretanto, a mediana de
sobrevivéncia do paciente € variavel (5,5 a 13 meses), dependendo da coorte estudada (YAMADA,
TOMONAGA, 2003; TAYLOR, MATSUOKA, 2005; TSUKASAKI et al, 2007).

Assim, a suplementacdo da quimioterapia padrdo com a citocina GM-CSF tem trazido efeitos
benéficos ao tratamento, mas estas abordagens ndo oferecem chance de cura para o quadro
hematoldgico (TAYLOR, MATSUOKA, 2005). Mesmo depois de 30 anos de estudo, ndo hd um
padrdo ouro proposto para o tratamento da ATL, mas a quimioterapia é importante, pois atua
reduzindo a massa tumoral inicial (LOUREIRO & LOPES et al, 2012).
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Para o tratamento alternativo da ATL estdo sendo utilizados an&logos de nucleosideos e inibidores
de topoisomerase, mas com limitada melhora na sobrevida do paciente (TOBINAI, 2004). Em
contrapartida, a combinacdo de analogos de nucleosideos com interferon-a. (IFN-a) resultada em
efeitos mais satisfatorios (BAZARBACHI, HERMINE, 1996).

O uso de IFN-o tem sido vastamente empregado em combinagdes com outros farmacos,
especialmente a zidovudina para o tratamento da ATL (TAYLOR e MATSUOKA, 2005). O uso
concomitante de IFN-a e zidovudina aumentou a perspectiva de vida dos pacientes para cerca de
18 meses (MATUTES et al., 2001 apud TAYLOR, MATSUOKA, 2005). A associacdo do IFN-a
com trioxido de arsénio trouxe resultados animadores, sendo capaz de inibir a inducéo da via NF-
kB pela proteina Tax, além de induzir a apoptose nas células ATL (NASR et al., 2003 apud
TAYLOR, MATSUOKA, 2005). Chadesris e colaboradores (2009) descreveram em um estudo de
caso a remisdo completa da ATL apés tratamento com citarabina, antraciclina, acido transretinoico

e trioxido de arsénico.

Outra abordagem terapéutica, o uso de anticorpos monoclonais direcionados para marcadores de
diferenciacdo celular de células malignas, possibilita encontrar o alvo e eliminéa-lo. Essa terapia
permite selecionar moléculas especificas da superficie das células ATL, tais como CD25 e CD52,
tendo potencial terapéutico (ZHANG et al., 2003 apud TAYLOR, MATSUOKA, 2005;
ISHITSUKA, TAMURA, 2008). Esta modalidade € utilizada no Reino Unido desde a década de
80 por Waldmann, sendo hoje empregada como terapia suplementar associada a quimioterapia
CHOP (WALDMANN et al., 1988 apud TAYLOR, MATSUOKA, 2005).

No quadro 1.4 estdo representadas as abordagens terapéuticas que foram utilizadas por diferentes
pesquisadores, ao longo das trés décadas de descobrimento do HTLV, com o objetivo de aumentar
o0 tempo e qualidade de vida do paciente em ATL. Contudo, até 0 momento, ndo existe uma terapia
que garanta o sucesso no tratamento desta enfermidade, sendo necessarias mais pesquisas de novos

farmacos baseados nos mecanismo de leucemogénese.
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No contexto do desenvolvimento da ATL, o transplante de medula dssea apresentou-se como uma
opcdo de tratamento apesar da sua alta agressividade (SOBUE et al, 1987). As alternativas de
transplantes podem ser: o transplante de medula 6ssea com regime de condicionamento
mieloablasivo intensivo, o transplante de medula dsseo ndo aparentado: medula 6ssea e cordao
umbilical, e o transplante de medula 6ssea alogeneico com regime acondicionamento reduzido para
pacientes entre 50 a 70 anos (FUKUSHIMA, 2005).

O farmaco antiretroviral 5-azacitidina, também, esta sendo utilizado no tratamento da ATL. Ap6s
tratamento do paciente com o farmaco é observado a remissdo de doenca hematoldgica e
manifestacdes auto-imunes (DIAMANTOPOQULOS et al, 2012).
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Quadro 1.4 — Abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento da ATL por diferentes estudiosos.

TRATAMENTO DA ATL

Terapia Ano da Mediana de Autor
terapia sobrevivéncia
CHOP - ciclofosfamida, Grupo de estudo
adriamicina, vincristina e 1982 6 meses Linfoma
predinisona.
Transplante de medula 1987 7 meses Sobue
CHOP e methotrexate. 1988 6 meses Shimoyada
Anticorpos monoclonal 1988 | @ - Waldmann
Combinacdes de 1993 | - Tsukasaki
quimioterapicos
Inibidor de Toposoimerase | 1994 | 0 - Tsuda
Interferon-o e zidovudine 1995 3 meses Gill
Interferon-o e zidovudine 1995 10 meses Hermine
Anticorpos monoclonais 1995 | 0 - Waldmann
marcados
CHOP e etoposide, 1996 8,5 meses Taguchi

vindesine, ranimustine e
mitoxantrone.

CHOP, interferon-a e 2001 18 meses Mateus
zidovudine.
Vincristina, ciclofosfamida, 2001 13 meses Yamada

doxorubicina, predinisona,
vindesina, etoposideos,
carboplatina.

CHORP, interferon-a, 2002 17 meses Besson
zidovudine e etoposide.
Transplante 2005 9,6 meses Fukushima

Adaptado de TAYLOR, MATSUOKA, 2005.
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1.6 COMPOSTO VEGETAL TERPENICO E SEU POTENCIAL ANTI-VIRAL E
IMUNOMODULADOR.

No contexto do tratamento da infeccdo pelo HTLV-1, diferentes experimentos estdo sendo
realizados na busca de farmacos e outras medidas terapéuticas para as manifestacbes clinicas
relacionadas com este retrovirus. Nesse sentido, o estudo de substancias, provenientes dos vegetais,

pode ser considerado um campo amplo e promissor.

Desde a antiguidade, os recursos naturais sdo utilizados para intervencdes terapéuticas, sendo esta
pratica tdo antiga quanto a espécie humana, representando em muitas comunidades e grupos étnicos
0 Unico recurso terapéutico (DI STASI, 1996). Atualmente, a pratica da fitoterapia tornou-se
difundida pelo mundo, sendo reconhecida, em parte, a importancia da medicina tradicional e da
identificacdo de plantas medicinais, que possuem potencial de cura no seu estado natural ou como
fonte de outros agentes farmacoldgicos. Desta forma, as plantas medicinais tornaram-se alvo das
industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa na busca de novos compostos com atividade
terapéutica (ELVIN-LEWIS, 2001; BALUNAS, KINGHORN, 2005).

1.6.1 Terpenos

Os compostos terpendides (ou terpénicos, ou terpenos, ou isoprendides) constituem a maior e mais
diversa classe de produtos naturais, presentes em diferentes partes dos vegetais (PADUCH et al.,
2007). Caracterizam-se como hidrocarbonetos biossintetizados a partir de unidades de isopreno
(CsHg), sendo que a formula basica de todos os terpenos é (CsHs)n, onde o “n” é o nimero de
unidades isoprenicas (figura 1.5- A; GAO, SINGH, 1998; PADUCH et al., 2007). Assim, conforme
0 numero de atomos de carbonos os terpendides podem ser subdivididos em vérias classes:
hemiterpendides (Cs), monoterpendides (Cio), sesquiterpenoides (Cis), diterpendides (Czo),
sestertepenoides (Cas), triterpenoides (Cao), tetraterndides (Cao), poli-isoprenoides (Cn, n>45), entre

outras. As unidades de isopreno podem se ligar na ordem “cabeca — cauda”, formando cadeias
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lineares (figura 1.5- B) ou podem estruturar formando anéis (cadeia ciclica; figura 1.5 — C;
PADUCH et al., 2007).

7N\ ™

B | H I cénfora
\’f’% \5 ] /,/;I
cabeca cauda

Figura 1.5 — Representacdo esquematica do isopreno, unidade estrutural dos compostos terpendides (A), ligacdo entre
as unidades isoprenos na ordem “cabega-cauda” formando cadeias lineares (B) e exemplo da cadeia ciclica (C).

Os isoprendides representam uma classe antiga de produtos naturais de baixo peso molecular,
provenientes do metabolismo secundario das plantas sintetizados em diferentes organelas
citoplasmaticas, como plastos, mitocéndrias e reticulos endoplasmaticos, pela atividade enzimatica
da terpeno-sintase, por exemplo. Sua producdo esta correlacionada com a funcédo, estado de
diferenciacdo e organizacdo do compartimento celular ao qual esta associada (BOUVIER et al.,
2005). Nos vegetais, apresentam funcdes fisiologicas e ecoldgicas diversificadas, relacionadas com
a defesa quimica, contra insetos e estresse ambiental, atraente e repelente de polinizadores,
atividade antimicrobiana, constituinte de hormonios do crescimento, repara de injurias,
aromatizante, entre outras (BOUVIER et al., 2005; SALMINEN et al., 2008).

Os seres humanos ingerem 0s compostos terpendides através de diferentes frutas e vegetais, sendo
que estes representam o principal constituinte nutricional destes alimentos (WAGNER,
ELMADFA, 2003). No organismo, diferentes estudos descrevem que o0s terpendides apresentam
atividades bioldgicas variadas, sendo metabolizados e capazes de interagir com diferentes

proteinas, como as proteinas regulatorias. Assim, o efeito benéfico destes compostos esta sendo
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utilizado como ferramenta terapéutica em diferentes doengas humanas (PADUCH et al., 2007;
SALMINEN et al., 2008).

Atualmente, os terpenos sdo reconhecidos por apresentarem atividades antiinflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana, antifingica, antiviral, antiparasitaria, hipoglicémica, antialérgica,
imunomodulatéria, além de possuir efeitos de quimioprevencdo do cancer (BOUVIER et al., 2005;
PADUCH et al., 2007; SALMINEN et al., 2008).

Em relacdo aos mecanismos da atividade antiinflamatéria dos compostos terpendides, existem
diferentes possibilidades, tais como a inibicdo de enzimas pré-inflamatorias (ciclooxigenase -
COX-2, lipoxigenase -LOX, d6xido nitrico sintase indutivel -iNOS), inibi¢do da via de NFkB ,
inibicdo da produgdo de prostaglandina E2 (PGE?) e da producéo de citocinas pro-inflamatdrias,
TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, além da inibicdo da expressdo de reguladores do ciclo celular e
genes ciclinas, D1, B1, Al, cdc-25, bcl-x e c-jun (ZHAO et al., 2000; PADUCH et al., 2007).

A atividade antiviral tem sido descrita como uma interferéncia na replicacdo viral de maneira
indireta, alterando mecanismos bioquimicos envolvidos na atividade e ciclo celular, na apoptose,
na DNA polimerase viral, bem como na inativa¢do direta do virus (HARADA, 2005; KHAN et al.,
2005; IKEDA et al., 2005). Atualmente, diferentes estudos demonstraram o efeito antiviral dos
terpenos sobre o HIV (HARADA, 2005; OHYOSHI et al, 2012; PAN et al, 2011), coronavirus
associado a Sindrome Respiratéria Aguda Severa (SARS, IKEDA et al., 2005), virus Epstein-Barr
(AKIHISA et al, 2009) e virus Chikungunya (ALLARD et al, 2011).

Dentre o grupo dos terpenos, os diterpenos estdo sendo amplamente estudadas pelo potencial
terapéutico em varias patologias, tendo sido observadas atividades imunomodulatéria,
antiinflamatdria, antiviral e anti-neoplasica, com baixa toxicidade sistémica (LEE et al., 1995;
SOUZA-FAGUNDES et al., 2003 A e B; CHAO et al., 2005; HUANG et al., 2005; BONITA et
al., 2007). Estes compostos apresentam quatro unidades de isopreno (C2oHs2) podendo ser
aciclicos, mas geralmente apresentam-se como compostos mono-, bi-, tri-, tetra-, ou macrociclicos

(Figura 1.6, SALMINEN et al., 2008). Entre os diterpenos, a classe do tipo labdano € conhecida
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por suas atividades citotdxica, pro-apoptotica e imunomoduladora (LEE et al., 1995; ZANI et al.,
2000; DIMAS et al., 2001).

Figura 1.6 — Estrutura esquematica do esqueleto basico dos diterpenos classe labdano. Fonte: SALMINEN et al., 2008.

Em 2000, pesquisadores brasileiros identificaram um diterpeno labdano a partir do extrato
etanolico das partes aéreas de Alomia myriadenia Schultz-Bip. Ex Baker (Asteraceae), denominado
miriadenolideo [(12S, 16-dihydroxy-entlabda-7, 13-dien-15, 16-olideo; figura 1.7, ZANI et al.,
2000], sendo que este diterpeno parece ocorrer em A. myriadenia e Acritopappus hagei, também
da familia Asteraceae (BOHLMANN et al., 1980; ZANI et al., 2000).

Figura 1.7 — Estrutura quimica do miriadenolideo. Fonte: SOUZA-FAGUNDES et al., 2003 A.
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O miriadenolideo apresentou importante atividade imunomodulatéria (ZANI et al., 2000, SOUZA-
FAGUNDES et al., 2003 A, B) e efeitos citotoxicos significativos em algumas linhagens de células
tumorais (ZANI et al., 2000). O miriadenolideo é responsavel pela atividade antiproliferativa
observada na presenca do extrato bruto de A. myriadenia em células ndo transformadas. Esta
atividade foi demonstrada utilizando ensaios de proliferagcdo de PBMC humanas induzidas por
fitohemaglutinina (PHA). Neste ensaio, observou-se que o0 miriadenolideo reduziu
significativamente o percentual de células CD14+, sem alterar as proporcdes relativas de
subpopulacdes de linfécitos T CD3"CD4°CD8" e CD3*CD4* CD8 e a viabilidade ou competéncia
proliferativa dos linfécitos T. Assim, ficou demonstrado que o efeito imunossupressor nestas
células esta relacionado com a indugéo de apoptose em mondcitos, explicando em parte, a atividade
inibitdria observada nas células linfocitarias induzida por PHA (SOUZA-FAGUNDES et al., 2003
A).

Em outro estudo, foi demonstrado que o miriadenolideo é capaz de ativar mecanismos relacionados
com a morte programada, ativando a via depentende de caspases, em linhagem leucémica humana,
tanto linfociticas (Jurkat) como monociticas (THP-1). Este processo foi confirmado pela
externalizacdo de residuos de fosfatidilserina, perda do potencial de membrana mitocondrial,
ativacdo das caspases 3, 9 e 8, com subseqliente formacdo de poros, e pela clivagem de Bid
(SOUZA-FAGUNDES et al., 2003 B). Também foi demonstrada a atividade antitumoral deste
composto, no modelo do tumor de Ehrlich em camundongos (JUNIOR et al., 2006).

Em relacdo ao efeito antiinflamatério deste diterpeno, Souza-Fagundes (2002) demonstrou a
inibicdo de citocinas pro-inflamatdrias em sistema murino estimulados por LPS, apds 48 horas de
incubacdo. Assim, foi observada uma inibicdo dose-dependente significativa da secrecao de 1L-12,
importante mediadora da resposta imune aos microrganismos intracelulares (GAZZINELLI, 1996),
do oxido nitrico (NO), e reducdo da secrecdo de TNF-a pelos macrofagos, sendo que a modulagéo
destas citocinas pelo miriadenolideo ocorreu em doses namomolares (SOUZA-FAGUNDES,
2002).
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Capitulo 2 — Avaliacdo da regulacédo de macromoléeculas virais e
celulares em células HTLV-1 positivas apés-tratamento com o

composto terpenoide.
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“... Jesus respondeu: Tende fé em Deus. Em verdade vos
digo, se alguém disser a este monte: ergue-te e langca-te ao
mar, e ndo duvidar no coracéo, mas crer que o

que diz se realiza, assim lhe acontecera...”

Marcos 11:12-14 e 11: 20-26.
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2.1 INTRODUCAO

As retroviroses sdo importantes causas de morbidade e mortalidade humana, tornando-se
pandemias nas Ultimas décadas. Entre os retrovirus, o HTLV-1 pode apresentar um carater de
persisténcia viral e existir no hospedeiro, na forma silenciosa, durante vérias décadas. Dados
epidemiol6gicos apontam que atualmente o Brasil apresenta cerca de dois milhdes de pessoas
infectadas, correspondendo a cerca de 2% da infec¢do na populacdo mundial (PROETTI et al,
2005). Na histdria natural da infeccdo, 95% dos individuos permanecem como portadores
assintomaticos, sendo que 2-5% podem iniciar apos, aproximadamente, 30 a 40 anos de infecgéo,
doencas cronicas e progressivas, como a HAM/TSP e a ATL (POIESZ et al, 1980; HINUMA et al,
1981; YOSHIDA et al, 1984).

O HTLV-1 inicia uma infeccédo persistente de células T CD4+, resultando no desenvolvimento da
HAM/TSP, uma doenga inflamatoéria cronica caracterizada por uma forte resposta humoral e
celular. As investigac6es da relacdo HTLV-1/hospedeiro e mecanismos que conduzem o individuo
infectado a uma desregulacdo imune e subsequente instalacdo da patogénese deverdo resultar na
identificacdo de novas vias moleculares que levardo a elucidacéo e entendimento de outras doencas
imuno-mediadas (ARAYA et al, 2011). Acredita-se que a resposta celular desencadeada pelas
células T CD8+, além de fatores como producao de citocinas e quimiocinas, citotoxidade, reacées
cruzadas, carga viral e fatores genéticos séo iniciadores da patogénese da HAM/TSP (OSAME,
2002; OLINDO et al, 2005).

Na atualidade, ndo ha qualquer terapéutica especifica e comprovadamente eficaz para HAM/TSP.
As pesquisas desenvolvidas até 0 momento sdo consideradas inconclusivas e metodologicamente
inadequadas, ndo havendo um consenso quanto ao melhor medicamento ou procedimento

terapéutico a ser adotado.

Desde a antiguidade, faz-se o uso de espécimes vegetais para o tratamento e a cura de diversas
enfermidades. O Brasil possui cerca de trinta por cento das espécies de plantas e de animais
conhecidas no mundo, que estdo distribuidas em seus diferentes ecossistemas. E o pais detentor da

maior diversidade biologica do planeta. A regido dos cerrados — segundo maior ecossistema
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Brasileiro, superado apenas pela Amazoénia apresentam grande diversificagdo faunistica e floristica
em suas diferentes fisionomias vegetais (AVIDOS e FERREIRA, 2005; AQUINO e AGUIAR,
2007). A partir das partes aéreas da Alomia miriadenia uma planta do cerrado foi isolado o
miriadenolideo um diterpeno que apresentou destacada atividades imunomodulatérias e
antiinflamatéria (SOUZA-FAGUNDES, 2002; 2003), alem de possuir efeitos antivirais e de
quimioprevencdo do cancer (BOUVIER et al., 2005; PADUCH et al., 2007; SALMINEN et al.,
2008). Este composto torna-se entdo, por suas propriedades, de grande interesse na avaliacédo de

uma possivel antividade anti-HTLV-1.
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2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral e antiinflamatéria do composto terpendide miriadenolideo em

linhagens linfociticas permanentemente infectadas pelo HTLV-1.

2.2.1 Objetivos Especificos

- Avaliar a citotoxicidade e determinar a diluicdo-trabalho para a verificacdo da atividade antiviral
e imunomodulatoria do composto terpendide miriadenolideo em:
e Linhagens celulares humanas - células MT-2 e células C91-PL (células linfocitarias
CD4+/CD25+ permanentemente infectadas com o HTLV-1) e Jurkat (linhagem
imortalizada de células T, originada de sangue periférico de um garoto com leucemia);

e PBMC de doadores negativos para HTLV-1 (analises ex-vivo).

- Avaliar por transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real (qQPCR) a expressdao de RNA’s
mensageiros virais codificadores da proteina estrutural Gag e das enzimas virais (gag-pol) e das
principais proteinas modulatérias virais (tax-rex) em células MT-2 e C91-PL tratadas com

diferentes concentra¢des do miriadenolideo.

- Avaliar em ensaio de Western o perfil de expressdo da proteina Tax em células MT-2 tratadas
com diferentes concentracdes do miriadenolideo, por 24 e 48 horas, utilizando na deteccéo

anticorpo monoclonal anti-Tax.

- Avaliar em ensaio de Western o perfil de expressdo de proteinas do HTLV-1 em células MT-2 e
C91-PL, tratadas com o miriadenolideo, utilizando anticorpos monoclonais especificos anti-gp21

e gp46 (proteinas do envelope) e anti-p19 e p24 (proteinas Gag).

- Avaliar por g°PCR em um arranjo de 84 genes celulares (PCR array - Human antiviral response)
a atividade antiviral do miriadenolideo em células MT-2 e C91-PL, antes e depois do tratamento

com o composto terpenoide miriadenolideo.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Composto testado - miriadenolideo

O miriadenolideo (AMY) foi isolado das partes aéreas de Alomia myriadenia e cedido ao nosso
grupo pelo Dr° Carlos Leomar Zani (Fundagéo Oswaldo Cruz — Centro de Pesquisas René Rachou).
O AMY apresenta PM: 334,2134 g/Mol e foi diluido em DMSO (Merck, >99%) para obtencao da
solucdo estoque a 0,1M, que foi armazenada a -20°C, e diluida extemporaneamente em meio de
cultura (RPMI). O DMSO foi utilizado nas culturas controle na concentracao final 0,005%, sendo

este tratamento utilizado na andlise dos resultados, sendo denominado controle do diluente.

2.3.2 Amostra de sangue

Foram avaliadas células mononucleares do sangue periférico de individuos submetidos a avaliacao
clinico-laboratorial, realizada na Fundacdo HEMOMINAS. Todos os individuos foram triados e
avaliados para a presenca de anticorpos para Hepatite B e C, HIV, sifilis, doenca de Chagas e
HTLV-1/2, por diferentes metodologias. Os individuos que apresentarem sorologia positiva para
qualquer um dos micro-organismos citados, bem como mulheres gravidas e individuos utilizando

corticoterapicos, ndo foram incluidos no estudo.

Este trabalho foi submetido & avaliagio dos Comités de Etica em Pesquisa UFMG (anexo 2) e da
Fundacdo HEMOMINAS (anexo 3). Todos os individuos que preencheram os critérios acima
foram convidados para participar desta pesquisa, assinando necessariamente o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido — TCLE (anexo 1). Os individuos que assinaram o TCLE tiveram
o direito de retirar sua participacao da pesquisa em qualquer fase de desenvolvimento do trabalho.
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2.3.2.1 Obtencéo de PBMC

A obtencéo de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC, do inglés “peripheral
blood mononuclear cells”) foi realizada utilizando-se o método descrito por Gazzinelli e
colaboradores (1983). Assim, o sangue heparinizado foi transferido para tubos de polipropileno 50
mL tipo Falcon, contendo uma mistura de Ficoll-diatrozoato (LMS — Lymphocyte Separation
Medium, Organon Teknika Corporation, Durhan) na razdo de uma parte de Ficoll para duas partes
de sangue. Essa preparacao foi centrifugada (18° C, 40 minutos a 400 g) para formacéo de um anel
de células mononucleares na interface Ficoll/plasma. O anel de células foi removido e transferido
para tubos de polipropileno 50 mL tipo Falcon com fundo conico. Posteriormente, foram
adicionados 50 mL de meio de cultura RPMI (SIGMA) as células e este conjunto foi centrifugado
por 10 minutos a 400 g a 4° C, sendo este processo repetido por mais duas vezes utilizando-se 20
mL de RPMI para a lavagem das células. As PBMCs foram entéo ressuspendidas em 1 mL de meio
RPMI (SIGMA) e contadas na camara de Neubauer, testando-se sua viabilidade com solugéo
isotodnica de azul de tripano 0,02%, com auxilio de um microscépico optico (OLYMPUS). A

densidade celular foi ajustada para 2,0 X 108 células/mL.

2.3.3 Linhagens celulares

2.3.3.1 Cultura de células MT-2 e C91-PL

A linhagem celular MT-2 representa uma populacgdo de linfécitos T CD4+CD25+ derivadas de
linfocitos humanos do sangue circulante co-cultivados com células de um individuo adulto que
apresentava ATL (OHTSUKI et al., 1983). A C91-PL também é uma populacao linfocitaria CD4+
derivada de um paciente com ATL infectado com HTLV-1 (HARAKEH et al, 2006). A
manutencdo das células MT-2 e C91-PL (gentilmente cedidas pela FIOCRUZ/RJ) foram realizadas
através de subculturas semanais. Resumidamente, as células foram semeadas em frascos de cultura
no meio RPMI suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB — GIBCO), 2 mM de L-
glutamina, 100 pg/mL penicilina e 50 pug/mL de gentamicina. As culturas foram mantidas em estufa
a 37°C, 5% de CO2, 95% de umidade, por 72H. Apds esse tempo, a suspensdo celular foi

homogeneizada e centrifugada, por 7 minutos, a 400 g, para a eliminacdo dos detritos celulares.
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Entdo, as células eram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI e contadas na camara de Neubauer
para avaliar sua viabilidade com solucéo isotonica de azul de tripano 0,02%, com auxilio de um
microscopico optico (OLYMPUS). A densidade celular foi ajustada para 2,0 X 10° células/mL.

2.3.3.2 Cultura de células Jurkat

As células Jurkat representam uma linhagem celular leucémica de células T CD4+. A manutencéo
das células Jurkat foi realizada com subculturas semanais, semelhantemente as células MT-2,
diferindo apenas na concentracdo do SFB usada, que foi de 10%. Estas células foram utilizadas
como controle comparativo nao infectado pelo HTLV-1 dos experimentos realizados com C91-PL
e MT-2.

2.3.4 Ensaios de citotoxicidade

2.3.4.1 Andlise da viabilidade celular pelo método de Exclusao de azul de tripan

A vibialidade, inicialmente, foi determinada pelo método azul de tripan, composto de um corante,
o qual penetra no interior das células que perderam a integridade da membrana plasmaética. Para
tal, células MT-2 e Jurkat foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos (TPP) na densidade de
2,0 X 10° células/100ul pogo. As células foram incubadas com diferentes concentracdes do
composto miriadenolideo, a 37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de COg2, durante 24 horas.
Foram adicionados controles do diluente (DMSO 0,0001%) e do branco (meio RPMI). Apds o
cultivo das células, foram coletados dez microlitos da suspensdo celular e, juntamente com dez
microlitos do corante Azul de Tripan, esta solucdo foi dispensada na camara de Neubauer. No
guadrante central foi realizada a contagem das células coradas e das células ndo-coradas em azul.

A porcentagem de células tratadas viaveis foi calculada em relacdo a média do controle do diluente.

2.3.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT

Este ensaio baseou-se na metodologia de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2-5-

difeniltetrazoélio], inicialmente descrita por Mosmann (1983) com modificagdes. Células MT-2
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Jurkat e PBMC foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos (TPP) na densidade de 2,0 X 10°
células/100pl poco. As células foram incubadas com diferentes concentracGes das amostras, a
37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO., durante 24H. Foram adicionados controles do
diluente (DMSO 0,0001%) e do branco (meio RPMI). Apds o cultivo das células foram adicionados
20ul/pogo da solugdo de MTT (5mg/mL). A placa foi, entdo, re-incubada por 4 horas em estufa de
CO2 (5%) a 37°C, ao abrigo da luz. Ap6s o tempo de incubagdo com o MTT, a placa foi
centrifugada a 800 g, por 5 minutos a 18°C e todo o sobrenadante da cultura foi retirado. Logo,
foram adicionados 200pul/poco da solucdo de MTT (5mg/mL) preparado em PBS e diluido em
meio. As placas foram, entdo, incubadas novamente por mais 4H. Apoés este periodo, as placas
foram centrifugadas a 400 g, por 5 minutos, a 18°C, e os sobrenadantes foram retirados. Logo,
foram adicionados 200 pl da solucdo de isopropanol/0,04N HCI e os cristais intracitoplasmaticos
de formazan foram solubilizados por pipetagem exaustiva. A densidade Otica (ODsa4) foi
determinada por espectrofotometria (ASY'S Expert plus). A porcentagem de células tratadas viaveis
foi calculada em relacdo & média do controle do diluente: %viabilidade = A-B x 100 (A =

absorbancia amostra e B= absorbancia do controle).

2.3.4.3 Determinacdo do contedo de DNA subdipléide por citometria de fluxo

Depois do cultivo de 24H, as células MT-2, C91-PL, Jurkat e PBMC, tratadas com diferentes
concentracdes das amostras, foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos a 4°C. Ap06s centrifugacéo,
o0s sobrenadantes foram descartados e adicionou-se 300 ul de solucdo fluorocrémica hipoténica
(HFS), contendo 50ug/ml de lodeto de Propidio - PI (Sigma) e 0,1% de triton X-100 (Sigma) em
citrato de sodio a 0,1% (SIGMA). Os tubos foram incubados por 4H a 8°C. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a analise por citometria de fluxo. Apds delimitacdo da populacdo
celular em graficos puntuais de tamanho X granulosidade, os nucleos foram analisados em
histogramas e o contelldo de DNA subdipléide foi determinado pelo programa CellQuest (Becton
Dickinson). Os resultados foram expressos como indice de DNA subdipldide (DNA fragmentado,
células em apoptose ou necrose tardia) por comparacgéo dos diferentes tratamentos com as culturas
controle e com as culturas tratadas somente com o diluente (DMSO, 0,0001%). Os valores foram
expressos como graficos de barra, apresentando a média dos valores do indice referente a cada

poco das replicatas, adicionados ao erro padrao (SEM).
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2.3.5 Extracdo de macromoléculas

2.3.5.1 Preparacdo das culturas celulares para extracido de macromoléculas

A partir da cultura de MT-2 e C91-PL foram preparadas placas de 6 pogos (TPP) com 1 X 10°
celulas/mL e procedeu-se & incubagdo com a molécula AMY — 5- 0,0005uM/ 1- 0,0001uM, bem
como controle celular e controle de diluente (DMSQ). Apds 24, 48, 72, 96H realizou-se a extracdo
de macromoléculas (DNA, RNA e proteinas) com o reagente Trizol (INVITROGEN), sendo que
0 RNA também foi extraido utilizando-se o Kit RNeasy (QIAGEN), ambas extragdes foram
realizadas de acordo com as especificacdes do fabricante.

2.3.5.2 Extracdo de macromoléculas utilizando o Trizol

Ap0s o periodo de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes em PBS 1X e entre as lavagens
realizou-se a centrifugagdo 400 g, 10 minutos a 4°C. Brevemente, para cada 5 x 10° células foi
adicionado 1 ml de Trizol, com posterior homogeneizacéo e incubacéo a temperatura ambiente por
5 minutos. Apds a incubacdo, foi adicionado cloroférmio 100% (0,2 mL) e procedeu-se agitacao
vigorosa por 15 segundos e incubou-se a 25°C por 3 minutos. As amostras foram submetidas a
centrifugacdo (12.000 g, 15 minutos a 4°C), e obtiveram-se misturas trifasicas contendo em cada
uma delas RNA, DNA ou proteinas. As misturas foram isoladas cuidadosamente, e cada fase

reservada para posterior isolamento e purificacdo das macromoléculas.

A) Isolamento e purificacdo de RNA

As fases aquosas transparentes, adicionou-se 500pL de isopropanol e incubou-se por 10 minutos a
25°C. Logo, as amostras foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos, 4 °C e descartou-se 0s
sobrenadantes. Os precipitados foram lavados adicionando-se 1 mL 75% etanol e procedeu-se a
centrifugacgdo a 7.500 g por 5 minutos, 4 °C. Posteriormente, os tubos foram vertidos sob papel
toalha para retirada do excesso de etanol e os RNAs solubilizado em 20pul de agua RNase free. As

amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotdometro Nanodrop (Thermo Scientific 1000).
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B) Isolamento e purificacdo de DNA

Aos materiais resultantes da retirada da fase aquosa anterior, adicionou-se 300 pl de 100% etanol,
e a mistura foi homogeneizada por inversdo. Logo, incubou-se a 25°C por 3 minutos e submeteu-
se a centrifugagdo de 2.000g por 5 minutos a 4 °C. Os precipitados obtidos foram lavados 2X com
1 mL solucdo a 10% de etanol/0,1M de citrato de sodio. Entre cada lavagem, incubou-se 0s
precipitados de DNA por 30 minutos a 25 °C, com ocasionais homogeneizacdes. Logo,
centrifugou-se a 2.000 g por 5 minutos a 4 °C e os precipitados foram ressuspendidos em 2,0 mL
75% etanol e incubados a 25°C por 20 minutos. Posteriormente, os tubos foram vertidos sob papel
toalha por 10 minutos para retirada do excesso da solucdo de lavagem e os precipitados foram
dissolvidos em 8mM NaOH, lentamente, com repetidas pipetacdes e centrifugou-se a mistura a
12.000g por 10 minutos a 25 °C. Os sobrenadantes foram colocados em tubos novos e os lotes de

DNA foram quantificados utilizando-se o espectrofotdometro Nanodrop (Thermo Scientific 1000).

C) Isolamento e purificacdo de proteinas

As fases vermelho-claro (fenol-cloroférmio), adicionou-se 1,5 mL élcool isopropilico com
posterior incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. ApoOs este tempo, a amostra foi
centrifugada a 10.000 g por 10 minutos a 7°C. Os precipitados ricos em proteinas foram lavados
trés vezes com 2 mL de solucdo de lavagem contendo 0,3M guanidina/HCI em 95% de etanol e
entre as lavagens foram realizadas centrifugacdes a 8.500 g por 5 minutos a 4°C. A lavagem final
foi realizada com 2 mL de etanol. Os precipitados protéicos foram dissolvidos em solugdo de SDS
a 1%, e incubados a 56°C por 18H.

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)
utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como padréo, através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-

Rad). As proteinas foram aliquotadas e mantidas a -70°C, até o momento do uso.
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2.3.5.3 Extracao de macromoléculas utilizando o Kit RNeasy

Para as analises da antividade antiviral do composto miriadenolideo utilizando o arranjo PCR array
Human antiviral response (QIAGEN) os RNAs das células MT-2 e C91-PL foram extraidos
utilizando-se o Kit comercial QlAamp RNeasy (QIAGEN), de acordo com as instru¢es do
fabricante. Ao processo de extracdo foi acrescentado um passo para o tratamento com DNase

(RNase-Free DNase Set, QIAGEN), também utilizando-se as especificacdes do fabricante.

Brevemente, as culturas celulares tratadas com o miriadenolideo e os controles, foi acrescentada
uma mistura do tampdo RLT e P-mercaptoetanol. Os tubos foram levados ao vortex para
eliminacdo de qualquer precipitado. As misturas foram transferidas para as colunas QlAshredder,
que foram centrifugadas a 15.000 g por 2 minutos. Aos eluatos foram adicionados etanol 70% (v/v)
e as misturas foram transferidas para as colunas QlAamp. Foi realizado um passo de lavagem com
centrifugacdo a 8000 g e em seguida, feito o tratamento com DNase com incubacgéo a 30°C por 15
minutos. Outros passos de lavagem foram realizados e os RNAs foram eluidos com agua RNase-
free. Uma aliquota foi retirada para leitura da concentracdo do RNA em espectrofotdmetro, e ao
restante foi imediatamente adicionado RNAsin (inibidor de RNase) (PROMEGA, Madison, USA).
Os RNAs foram estocados em freezer —70°C até 0 momento do uso.

2.3.6 Integridade do RNA

A qualidade dos RNAs totais extraidos foi avaliada pela medida da absorbancia em
espectrofotdbmetro (NanoVue Plus, GE Healthcare, Suécia) e pela visualizacdo das bandas 18S e

28S em gel desnaturante de agarose a 1%.

2.3.7 Producéo de cDNA

A partir dos RNAs das amostras testes e controles extraidos e purificados anteriormente pelo
método Trizol procedeu-se a producdo dos cDNAs utilizando-se o kit RT-PCR Impron I
(Promega). Para tal, foi preparada uma mistura de: RNA (até 1 pg), 1,0 ul de Primer Oligo-DT
(0,5 pg) e agua nuclease free, com volume final de 5-7 pl. Logo, esta foi incubada a 70°C por 5
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minutos e, apés este periodo, os tubos foram imersos rapidamente em gelo por 5 minutos. Para a
etapa de transcri¢do reversa, preparou-se uma mistura contendo dgua nuclease free, MgCl, 25mM,
5X RT tampéo (Improl 1), DNTPmix 10mM, RNAsin (20Ul), Transcriptase reversa (Impron 11),
com volume final de 15-13 pl, seguida da incubagdo por 25°C por 5 minutos, 42° C por 1 hora, 70°
C por 15 minutos e 4° C infinito. As amostras de cDNA, foram quantificadas no espectrofotdmetro

Nanodrop (Thermo Scientific 1000) e armazenadas a -20° C.

Ja para as reacdes de PCR array, os cDNAs foram sintetizados a partir de 1 pg de RNA total,
utilizando-se o kit RT2 First strand (SABiosciences, USA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. As amostras de RNAs foi adicionado o tamp&o GE (Genomic DNA Elimination) até
atingir um volume final de 10puL. As misturas foram incubadas a 42° C por 5 minutos e deixadas
no gelo por 2 minutos. Foram adicionados 10 uL do mix RT de acordo com as instrugdes e
reagentes fornecidos pelo fabricante. As misturas foram novamente incubadas a 42° C por 15
minutos, sendo posteriormente aquecido a 95°C por 5 minutos. Foram adicionados 15 pL de H20

e as mistura foram mantida no gelo até o uso na PCR.
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2.3.8 Avaliacao da modulagdo da expressao de genes virais por PCR cinética

A avaliagdo da expressdo dos genes gag-pol e tax-rex do HTLV-1 foram realizadas,
separadamente, utilizando a reacdo de PCR cinética a partir de um protocolo padronizado in house.
O gene GAPDH humano foi utilizado como normalizador da reacdo (Quadro 2.1). Brevemente,
200ng cDNA foram utilizados como molde numa reagéo de 25pl, contendo 2X SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) e 5 pmol/ul de cada iniciador. A reagdo de PCR em tempo real
foi realizada no aparelho Applied Biosystems, 7300 Real Time PCR System, com as seguintes
condigdes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguida por 45 ciclos a 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto. Foi adicionada a curva de melting de 60°C a 95°C, com aumento de 0,5°C a

cada ciclo (total 80 ciclos), para avaliacdo da especificidade dos produtos amplificados.

As amostras de cDNA do controle de diluente de MT-2 e C91-PL foram utilizadas para a
construcdo de uma curva padrdo de 1000,100, 10 e 1 ng. Todas as amostras e controles foram feitos
em triplicatas e a quantificagdo aceita quando os slopes das curvas padréo estavam entre -3.10 e -
3.74 e 0r?>0.99. A expressdo génica foi analisada pelo método da quantificagdo relativa a partir

da curva padréo, sendo calculada pela razédo entre o gene alvo e o gene de referéncia.

Quadro 2.1 — Iniciadores usados na PCR em tempo real para os genes gag-pol, tax-rex, e GAPDH.

Iniciador Sequéncia Amplicon
tax-rex-F 5’- ACCAACACCATGGCCCA -3’ 220 pb
tax-rex-R 5’- GAGTCGAGGGATAAGGAAC -3’
gag/pol F | 5’- GAGGGAGGAGCAAAGGTACTG-3 129 pb
gag/pol R 5-’AGCCCCCAGTTCATGCAGACC-3
hGAPDH-F | 5’- ACAGTCAGCCGCATCTTCTT -3’ 94 pb
hGAPDH-R | 5’- GAGTCAACGGATTTGGTCGT -3’

2.3.9 Analise da expressdo dos genes envolvidos na resposta imune

Para a analise da expressdo dos genes celulares envolvidos na resposta imune inata antiviral foram
realizados ensaios de PCR em tempo real a partir do RNAs obtidos das amostras testes. Para tal,
utilizaram-se placas Human Antiviral Response RT? Profiler™ PCR Array (QIAGEN GmbH,
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Hilden, Alemanha) através da metodologia de PCR em tempo real pelo sistema SYBR Green para
deteccdo dos 84 transcritos génicos selecionados para este estudo (tabela 2.1), além de cinco outros
genes house keeping (B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH, ACTB). A metodologia foi feita de acordo
com as instrucdes do fabricante, utilizando-se 1500ng do cDNA e 1X SYBR Green gPCR Master
Mix (SuperArray Biosciences, USA) para a realizacdo da RT-PCR. As PCRs foram realizadas no
equipamento de PCR em tempo real da Applied Biosystems (modelo 7300), com os seguintes
ciclos de temperatura: uma fase inicial de 95°C por 10 min, seguida por 40 ciclos a 95°C por 15
seg e 60°C por 1 min. Curva de melting de 60°C a 95°C, com aumento de 0,5°C a cada ciclo (total
80 ciclos) foi realizada apds todos os PCR para avaliacdo da especificidade dos produtos
amplificados. O valor de threshold e de baseline foram selecionados e mantidos 0S mesmos em

todos os ensaios de amplificacao.

Foi utilizado o método delta Ct para a analise da expressao génica relativa, usando-se o software
da SABioscience disponivel on line (http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php). O
calculo da diferenca de expressdo do gene (fold change) das amostras testes em relacéo ao controle

de diluente foi:

1°: ACt = média Ct do gene alvo — média Ct dos genes normalizadores;
2°: Calculo do 22t do gene em cada grupo;

3°: Quantidade relativa = 2"t (grupo de estudo) / 22t (grupo de comparagio).

O resultado final foi dado como diferenca de regulacdo génica (fold regulation), que € igual ao fold
change quando o valor é < 1, e o inverso do fold change quando o valor é < 1. Foi considerado
como relevante uma diferenca minima de duas vezes entre dois grupos, seja de inibicdo ou de
estimulagdo da expressdo génica. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando

o valor de foi de p < 0,05 calculado pelo software.



Tabela 2.1: Genes envolvidos na resposta imune inata antiviral avaliada neste estudo.

Simbolo Descricéo
AIM2 Absent in melanoma 2
APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3G
ATG5 ATGS5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
AZI2 5-azacytidine induced 2
CARDS Caspase recruitment domain family, member 8
CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
(interleukin 1, beta, convertase)
CASP10 Caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD80 CDB80 molecule
CD86 CD86 molecule
CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
CTSB Cathepsin B
CTSL1 Cathepsin L1
CTSS Cathepsin S
CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11
CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
CYLD Cylindromatosis (turban tumor syndrome)
DAK Dihydroxyacetone kinase 2 homolog (S. cerevisiae)
DDX3X DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked
DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
DHX58 DEXH (Asp-Glu-X-His) box polypeptide 58
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
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FOS
HSP90AA1L

IFIH1
IFNA1
IFNA2

IFNAR1

IFNB1
IKBKB

IL12A

IL12B

IL15

IL18
IL1B
IL6
IL8
IRAK1

IRF3
IRFS
IRF7
ISG15
JUN

MAP2K1

MAP2K3
MAP3K1

MAP3K7

MAPK1
MAPK14
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FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A
member 1
Interferon induced with helicase C domain 1

Interferon, alpha 1
Interferon, alpha 2

Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1

Interferon, beta 1, fibroblast

Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells, kinase beta

Interleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1,
cytotoxic lymphocyte maturation factor 1, p35)

Interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2,
cytotoxic lymphocyte maturation factor 2, p40)

Interleukin 15
Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)
Interleukin 1, beta
Interleukin 6 (interferon, beta 2)
Interleukin 8

Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

Interferon regulatory factor 3

Interferon regulatory factor 5

Interferon regulatory factor 7

ISG15 ubiquitin-like modifier
Jun proto-oncogene

Mitogen-activated protein kinase kinase 1

Mitogen-activated protein kinase kinase 3
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

Mitogen-activated protein kinase 1
Mitogen-activated protein kinase 14



MAPKS3
MAPKS8
MAVS

MEFV
MX1

MYD88
NFKB1

NFKBIA

NLRP3
NOD2
OAS2

PIN1
PSTPIP1
PYCARD

PYDC1
RELA

RIPK1
SPP1
STAT1

SUGT1
TBK1
TICAM1

TLR3
TLR7
TLR8

TLR9

TNF
TRADD

TRAF3
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Mitogen-activated protein kinase 3

Mitogen-activated protein kinase 8

Mitochondrial antiviral signaling protein
Mediterranean fever

Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-
inducible protein p78 (mouse)

Myeloid differentiation primary response gene (88)

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha

NLR family, pyrin domain containing 3
Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa
Peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1
Proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1
PYD and CARD domain containing
PYD (pyrin domain) containing 1

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
(avian)
Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1

Secreted phosphoprotein 1
Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
SGT1, suppressor of G2 allele of SKPL1 (S. cerevisiae)
TANK-binding kinase 1
Toll-like receptor adaptor molecule 1
Toll-like receptor 3
Toll-like receptor 7
Toll-like receptor 8
Toll-like receptor 9

Tumor necrosis factor
TNFRSF1A-associated via death domain

TNF receptor-associated factor 3
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TRAF6 TNF receptor-associated factor 6
TRIM25 Tripartite motif containing 25

2.3.10 Avaliacéo da expressdo de proteinas por ensaios de Western

Amostras de proteinas totais foram aplicadas em gel de SDS-PAGE — 12%, o qual foi submetido a
uma corrente de 100V por 1 H para o fracionamento destas. O gel foi transferido para membrana
de nitrocelulose, conforme protocolo do “Kit Bio-Rad transferency” (Bio-Rad laboratories, USA).
A membrana foi bloqueada por 18 a 20 horas a 4° C, utilizando TBS 1X contendo 5% de leite em

po desnatado.

Os anticorpos primarios utilizados foram o anticorpo monoclonal anti-Tax (gentilmente cedido
pelo Dr. Kuan Teh Jeang, NIAID, NIH, Bethesda, USA) e anticorpos monoclonais anti-p19, anti-
p24, anti-gp21, anti-gp46 e anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). A membrana foi
primeiramente lavada trés vezes em solugéo de lavagem [TBS 1X contendo 0,05% de Tween-20 e
1% de leite em p6 desnatado (LPD, Molico, Brasil)]. A incuba¢do com os anticorpos primarios
diluidos 1/200 anti-p19, anti-p24, anti-gp21, anti-gp46, anti-GAPDH e 1/20 para anticorpo anti-
Tax foi realizada a 4° C por 18-20 horas em solucdo de lavagem. Imediatamente, a membrana foi
lavada trés vezes e incubada durante 60 minutos a temperatura ambiente com anticorpos
secundarios marcados com peroxidase sob agitacdo (SIGMA) (tabela 2.2). Posterior a incubacéo,
as membranas foram lavadas trés vezes e procedeu-se a revelacdo. Para a revelagdo foi utilizada a
solugdo reveladora “ECL-Plus” (Amersham, UK) e as membranas expostas contra filme de raio X
em intervalos de 30 segundos a 5 minutos e posteriormente fixadas. Apos a revelacao procedeu-se
analise densitometrica das bandas utilizando-se o programa ImageJ.
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Tabela 2.2: Anticorpos e dilui¢Ges utilizadas nos ensaios de Western

Anticorpos e diluigdes

Sitio

Anticorpo Primério Anticorpo secundario enzimatico
anti-Tax - 1/20 anti-coelho - 1/20.000 Peroxidase
anti-p19 - 1/200 anti-mouse - 1/3.000 Peroxidase
anti-p24 - 1/200 anti-mouse - 1/3.000 Peroxidase
anti-gp21 - 1/200 anti-cabra - 1/3.000 Peroxidase
anti-gp46 - 1/200 anti-mouse - 1/3.000 Peroxidase
anti-GAPDH - 1/200 anti-cabra - 1/3.000 Peroxidase

2.3.11 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com o programa Graph Prisma 3.0, através de
métodos de anélises paramétricas (teste de Tukey ou teste de T pareado) e analises ndo paramétricas

(teste de Kruskal-Wallis), no intervalo de confianca de 95%.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Avaliacdo da viabilidade de células MT-2, células Jurkat e PBMC tratadas com o

miriadendlideo

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados inicialmente para determinagdo da concentragao
ndo citotoxica do miriadenolideo a ser utilizada para a avaliacdo da sua atividade anti-viral. Em
estudos prévios, 0 nosso grupo demonstrou que em concentracfes elevadas de 30uM o
miriadenolideo apresenta atividade antitumoral e pro-apoptoética, sendo que a 7uM este produto
natural ndo altera a viabilidade e funcéo de linfécitos T e B (SOUZA-FAGUNDES, 2003 A,
2003B). Desta forma, para a avaliacdo do potencial anti-viral deste diterpeno labdano, incialmente
foram realizados experimentos para a avaliacdo da viabilidade celular frente a concentracdes de

baixa molaridade ou nanomolaridade (1-0,0001puM).

Neste contexto, a avaliacdo da citotoxicidade do composto miriadenolideo foi realizada por trés
metodologias diferentes: avaliacdo da integridade de membrana pelo método de exclusao do azul
de tripan, avaliacdo da viabilidade celular pelo método de reducgdo do sal de tetrazélio (MTT) e

analise do contetido de DNA subdipldide.

Os ensaios com azul de tripan demonstraram que para células Jurkat houve uma reducdo de cerca
de 10% na viabilidade, comparando-se o controle de células cultivadas somente com meio (CC)
com o controle de diluente (CD) frente as diferentes concentracdes do miriadenolideo, apés 24
horas de incubacdo. Dados semelhantes foram observados para células MT-2, onfe foi possivel
observar cerca de 5% de reducdo da viabilidade frente as diferentes concentracdes do

miriadenolideo. Portanto, a maioria das células apresentou-se viaveis (tabela 2.3).



87

Tabela 2.3: Andlise da viabilidade celular (%) de células MT-2 e Jurkat tratadas com diferentes
concentrag¢des do miriadenolideo por 24 horas pelo método de Excluséo de azul de tripan

Tratamento MT-2 Jurkat
CcC 100 100
CD (DMSO) 100 99
1uM 95 91
0,01 uM 97 89
0,0001 uM 95 90

As células foram tratadas e submetidas a contagem celular em microscépio 6tico. O controle de diluente (CD) foi

utilizado para comparacéo dos diferentes tratamentos. Dados representativos de dois experimentos independentes,
realizados em quadruplicata.

A avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT, cujos resultados estdo apresentados na
figura 2.1, demonstrou que o tratamento de células MT-2 com o miriadenolideo, reduziu
significativamente a viabilidade celular nas concentrac@es testadas 1 -0,0001 uM. Esta reducéo foi
de cerca de 20%. Apesar da diferenca estatistica quanto a viabilidade celular entre as concentracdes

do AMY e a cultura controle (CD), a viabilidade celular ficou superior a 80%, aceitavel para os
ensaios in vitro.

Ensaio detoxicidadede AMY para
Células MT-2 tratadaspor 24H

200+
180
1604
1404
1204
100 sees
80+
60+
40+
20+

Viabilidade em porcentagem (%)
Em relacdo ao controle de diluente

CcC uM  0,01uM 0,0001 uM

Figura 2.1 - Avaliagdo da citotoxicidade do miriadenolideo (AMY) em células MT-2. As células MT-2 foram tratadas
com diferentes concentraces de AMY e incubadas por 24H. Viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. O
resultado é apresentado em percentual em relagdo a média do controle de diluente e os dados representam valores de
2 experimentos independentes com 5 replicatas. CC — Controle celular; 1 —0,0001puM — Concentracdo da droga AMY..
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Em relagdo as células Jurkat (uma linhagem linfocitica humana CD4+ imortalizada), apds
tratamento com as diferentes concentracbes do miriadenolideo por 24 horas, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa (p> 0,05) (figura 2.2), demonstrando que o0 mesmo nhdo é

citotoxico para esta linhagem.

Ensaio detoxicidade de AMY para
Células Jurkat tratadas por24H

@ 1501
£S5 1257
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-%18 50_
gg 25-
>0
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cC luMm  0,01uM 0,0001 uM

Figura 2.2 - Avaliacéo da citotoxicidade do miriadenolideo (AMY) em células Jurkat. As células Jurkat foram tratadas
com diferentes concentracGes de AMY e incubadas por 24H e a viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT. A
concentragdo final de DMSO nos pocgos foi de 0,0001%. A analise foi realizada utilizando a média do controle de
diluente. Os dados representam valores de 2 experimentos independentes com 5 replicatas. CC — Controle celular; 1 —
0,0001uM — Concentragdo da droga AMY.

A citotoxicidade do diterpeno igualmente foi avaliada em PBMCs de candidatos a doacdo de
sangue soronegativa para o HTLV-1 (figura 2.3), pelo ensaio de MTT. Os dados revelaram que as
concentragfes diferentes concentracbes do miriadenolideo (1-0,0001uM) ndo apresentaram
toxicidade, quando comparado a média do controle de diluente, apds 24H de incubacdo (figura
2.3). Como o ensaio € realizado com amostras de sangues obtidas de diferentes doadores, foi
possivel observar toxicidade do produto natural para células de um doador, como por exemplo,
para 0 doador n°1, onde os dados sdo estatisticamente diferentes quando comparados a média do
controle de diluente (0,005%) entre a cultura controle e aquela tratada com 1uM e entre a
concentracdo 1uM e 0,0001uM (p< 0,05). Estes resultados sdo atribuidos a variabilidade
individual. J& para a maioria das células mononucleares do sangue periférico obtidas dos outros
sete doadores analisados ndo foram observados toxicidade apds tratamento com as diferentes

concentrag¢fes do miriadenolideo.
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Figura 2.3 - Avaliacdo da citotoxicidade do composto miriadenolideo (AMY) para PBMC de 8 doadores da Fundacéo
HEMOMINAS pela técnica colorimétrica MTT. Viabilidade celular avaliada pelo método de MTT. Resultado
expressos em percentual em relacdo a média do controle de diluente (DMSO 0,0001%). A — Analise da PBMC de
todos doadores (1-8); B-1 — Analise da PBMC de cada doador; CC — Controle celular; 1 — 0,0001uM — Concentragéo
da droga AMY;; * - p< 0,05.
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A viabilidade celular também foi verificada pela quantificacdo do conteido de DNA por citometria.
Estes experimentos foram realizados ndo somente para células MT-2, Jurkat, PBMC e ainda a
linhagem em C91-PL.

Nestes ensaios foram demonstrados que em todas as concentracOes testadas (1-0,0001 pM) em
comparacao ao controle de diluente (DMSO 0,0001%) o composto miriadenolideo ndo apresentou

citotoxicidade significativa para células MT-2 entre os diferentes tratamentos (figura 2.4).

Células MT-2 tratadascom AMY por 24H:
Medida da citotoxicidade por citometria de fluxo

1,25 A

0,75 A

(Droga/Controle Celular)

0,25

Indice de contelido de DNA subdipléide

0 T T T |
cC 1uM 0,01uM 0,0001 uM

Figura 2.4 - Andlise da citotoxicidade do composto miriadenolideo (AMY) em células MT-2 por quantificagdo do
DNA subdiploide. As células MT-2 foram tratadas com diferentes concentragdes de AMY e incubadas por 24H e o
contetido de DNA subdiploide (fragmentado) foi avaliado por citometria de fluxo. A andlise foi realizada utilizando a
média do controle de diluente. CC — Controle celular; 1 — 0,0001uM — Concentracéo da droga AMY.

Os resultados da analise por citometria de fluxo apresentados na figura 2.5 demonstram também
que o composto miriadenolideo ndo induziu o aumento significativo do conteido de DNA
subdiploide em células C91-PL, nas mesmas condigoes. Igualmente para células Jurkat (figura 2.6),
este produto natural ndo induziu aumento significativo do contetldo de DNA subdiploéide. Estes
resultados demonstram que o miriadenolideo ndo apresentou citotoxicidade nas concentracdes de
1a0.001uM.
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Células C91-PL tratadascom AMY por 24H:
Medida da citotoxicidade por citometria de fluxo

1,3 1

Indice de contetido de DNA subdipléide
(Droga/Controle Celular)

cC 0,01uM 0,0001uM

Figura 2.5 - Avaliacéo da citotoxicidade do composto miriadenolideo (AMY) em células C91-PL por quantificacdo do
DNA subdiploide. As células C91-PL foram tratadas com diferentes concentragdes de AMY e incubadas por 24H e 0
contetido de DNA subdiploide (fragmentado) foi avaliado por citometria de fluxo. A analise foi realizada utilizando a
média do controle de diluente. CC — Controle celular; 1 — 0,0001uM — Concentracéo da droga AMY..

Células Jurkat tratadascom AMY por 24H:
Medida da citotoxicidade por citometria de fluxo
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Figura 2.6 - Avaliacdo da citotoxicidade do composto miriadenolideo (AMY) em células Jurkat pela técnica de HFS.
As células Jurkat foram tratadas com diferentes concentragdes de AMY e incubadas por 24H. A andlise foi realizada
utilizando a média do controle de diluente. CC — Controle celular; 1 — 0,0001uM — Concentragdo da droga AMY.

Em relagdo as PBMCs, também, ndo foi observado efeito toxico do AMY na concentracdo de 1
MM, quando incubadas por 24H, em relagdo a média do controle de diluente, ja& que ndo foi

observado um aumento no contetdo de DNA sudipléide nas células (figura 2.7).
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Células PBMC tratadascom AMY por 24H:
Medida da citotoxicidade por citometria de fluxo
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Figura 2.7 - Avaliagdo do conteldo de DNA subdiploide de PBMCs tratadas com o miriadenolideo. As PBMC de
doadores saudaveis foram tratadas com 1 uM AMY (n=8), incubadas por 24H e o conteido de DNA subdiploide
avaliado por citometria de fluxo. A anélise foi realizada com o resultado em percentagem em relagdo a média do
controle de diluente (CD).

2.4.2 Acumulacdo de mRNA de genes virais (QPCR), ap0s o tratamento de células MT-2 e

C91-PL com o miradenolideo

2.4.2.1 Integridade do RNA e curva padréo

Para a realizacdo das PCR quantitativas a qualidade do RNA total foi avaliada pela medida da
absorbancia em espectrofotémetro (NanoVue Plus, GE Healthcare, Suécia) e pela visualizagdo das
bandas 18S e 28S em gel desnaturante de agarose. As amostras utilizadas no estudo tinham uma
taxa de absorbancia 260 nm/280nm > 1.8; 260 nm/230 nm > 2.0 e mostraram um perfil com bandas

nitidas (figura 2.8) em gel desnaturante de agarose a 1%, evidenciando RNAS integros.
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Figura 2.8 - Eletroforese de gel desnaturante de agarose & 1% corado com brometo de etideo e visualizado sob luz
ultravioleta. Amostras de RNA total (canaletas 1 a 5), mostrando a presenca das bandas de RNA ribossomal 18S e
28S.

A andlise da atividade antiviral do miriadenolideo e a avalia¢do da expressdo génica de gag-pol,
tax-rex e GAPDH foi realizada em duplicata e triplicata, respectivamente, e a quantificacdo foi

aceita quando os slopes das curvas padrdo estavam entre -3.10 e -3.54 e 0 r2 >0.98 (figura 2.9).
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Figura 2.9 - Curva de dissociacdo das PCR em tempo real para os mRNA de gag-pol, tax-rex e GAPDH. Um Unico
pico é observado na curva de dissociagdo, o que evidencia a auséncia de dimeros de iniciadores ou de produtos

inespecificos.

A analise da acumulacdo de mensageiros virais por PCR cinética foi realizada utilizando-se RNA

total da linhagem MT-2 ou C91-PL incubada com diferentes concentracfes de AMY 5; 0,05 e

0,0005uM ou 1; 0,01 € 0,0001 uM por 24H. Foram avaliados os genes gag-pol, rex-tax, utilizando

como normalizador o GAPDH.
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2.4.2.2 Regulagdo de mensageiros virais em células MT-2 pos-tratamento com AMY

Na figura 2.10 estdo ilustrados os resultados de acumulacdo dos MRNAS de gag-pol e tax-rex em
relacdo a acumulacdo do gene normalizador GAPDH. Os dados foram expressos em valores
relativos em relacdo ao controle de diluente. As analises demonstram que houve inibicdo na
expressdo dos genes estudados. O miriadenolideo foi capaz inibir a expressdo dos mMRNAs de gag-
pol em todas as concentracOes avaliadas, sendo que a reducéo foi mais expressiva na concentracao
de 1 uM, em cerca de 3,33X (figura 2.10 A). Em relacdo a acumulacdo dos mMRNAs de tax-rex,

verificou-se uma reducdo na concentracdo de 1 uM, expressa em 2,08X (figura 2.10B).

A B

l .

1uM 0,01 puM  0,0001 pM

1uM 0,01 pM  0,0001pM

0,1
0,1

Figura 2.10 - Acumulacdo de mRNA de gag-pol (A) e tax-rex (B) em células MT-2 ap0s tratamento por 24H com
diferentes concentragfes do miriadenolideo (1-0,0001uM) por PCR cinética. Os dados representam o valor relativo
calculado pela quantificagdo relativa, baseando-se no controle de diluente (DMSO).

2.4.2.3 Regulacdo de mensageiros virais em células C91-PL po6s-tratamento com AMY

A andlise da acumulacdo dos mMRNAs de gag-pol e tax-rex em células C91-PL tratadas com
diferentes concentragdes de AMY (1; 0,01; 0,0001uM) por 24H mostrou um perfil muito distinto
guando o mesmo tratamento foi avaliado em MT-2, embora sejam ambas linhagens linfociticas de
perfil fenotipico assemelhado, e revelou que nas concentracfes trabalhadas houve uma pequena
inibicdo da expresséo génica viral quando comparou-se quanto ao controle de diluente (Figura 2.11
A, B). A atuacgdo da droga foi um pouco mais efetiva na concentracdo de 0,0001uM em relacéo a

diminuicdo dos genes que codificam protéinas estruturais e regulatdrias.

A B

10 T —
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Figura 2.11 - Acumulacdo de mRNA de (A) gag-pol e (B) tax-rex em C91-PL apds tratamento por 24H com
diferentes concentracGes de miriadenolideo medida por PCR cinética. Os dados representam os valores
relativos calculados pelo método de quantificacéo relativa a partir da curva padrdo, baseando-se no controle
de diluente (DMSO).

2.4.2.4 Avaliacao do perfil protéico total das células MT-2 a partir de anticorpos monoclonais

Foram realizados ensaios de Western para verificar a interferéncia do composto testado no nivel de
expressdo das proteinas estruturais, p19, p24 e gp46 e da proteina regulatéria Tax do HTLV-1,
utilizando-se anticorpos monoclonais. As figuras 2.12 A e B mostram que o miriadenolideo é capaz
de modular negativamente a expressao protéica das proteinas de Gag. A expressdo da proteina de
matriz, p19, foi inibida de maneira expressiva em todas as concentragdes testadas. J& para proteina
do capsideo, p24, observou-se reducdo da expressao especialmente nas concentraces de 1uM e
0,0001uM. A expressdo da proteina de envelope, gp46, foi também regulada negativamente em
todas as concentragdes testadas, e, de maneira interessante a maior inibicdo foi observada para a
menor concentracdo testada - 0,0001uM (figura 2.12 C). A proteina enddgena GAPDH utilizada
como um normalizador do ensaio foi expresso em todos 0s experimentos. Em relacdo a expressao
de Tax, esta foi regulada negativamente nas concentra¢des de SuM e 0,05 uM quando se incubou
as células com o AMY por 48H (figura 2.12 D).
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Figura 2.12 - Avaliacdo da expressdo de proteinas virais em células MT-2 tratadas com miriadenolideo. Extrato total
protéico de MT-2 tratada com diferentes concentra¢des do miriadenolideo (5-0,0005pM/1-0,0001uM) foi submetido
ao fracionamento eletroforético em gel de SDS-PAGE 12% e posteriormente transferido para membrana de
nitrocelulose. Anticorpos primarios monoclonais utilizados: A. anti-p19 e anti-GAPDH, B. anti-p24 e anti-GAPDH,
C. anti-gp46 e anti-GAPDH e D. anti-Tax.

2.4.2.5 Quantificacdo densitométrica da expressdo protéica em células MT-2 tratadas com o

miriadenolideo

As analises densitométricas dos ensaios de Western demonstraram quantitativamente que o
miriadenolideo inibiu a expressao das proteinas estruturais e regulatorias do HLTV-1. A proteina
de matriz, p19, foi inibida mais de 4X em todas as concentracdes analisadas, sendo observada uma
inibicdo de 7,9X concentracdo de 1uM (figura 2.13 A), ou seja, 87,3% de reducdo na expressao
proteica (figura 2.13 B). A proteina do capsideo, p24, foi inibida principalmente na concentracéo
de 1uM onde se pode observar 58% de inibicdo (figura 2.13 B). Em relacdo a proteina de envelope,
gp46, também foi observada uma modulagdo do miriadenolideo em todas as concentragdes testes,
sendo que na concentragdo de 0,0001uM houve uma reducdo de 7,9X que representa 87,4% de
inibicdo da expressdo proteica. (figura 2.13 A e B).
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2.4.3 Avaliacdo da regulacdo de genes envolvidos na imunidade antiviral inata pelo
miriadenolideo em células MT-2 e C91-PL

2.4.3.1 Avaliacéo da regulacéo de genes da resposta antiviral inata em células permanentemente
infectadas pelo HTLV-1 tratadas com AMY — MT-2 e C91-PL

A avaliacdo da atividade antiviral do miriadenolideo em células MT-2 e C91-PL foram realizadas
utilizando-se um sistema de PCR em tempo real em arranjo de 84 genes da via da resposta imune
inata (PAHS-122A — Human antiviral response RT? Profiler PCR array - Sabioscience). O ponto
de corte empregado neste trabalho foi uma diferenca maior ou igual a 2,0 vezes na regulagéo
positiva ou negativa, utilizando-se a média geométrica de dois experimentos independentes.
Utilizando-se os padrbes de controle de qualidade do arranjo génico trabalhado a partir dos
normalizadores do ensaio, dos 84 genes testados 50 (60%) foram passiveis de serem analisados nas
condigdes trabalhadas, considerando-se ambas as concentragOes trabalhadas. As figuras 2.14
(células MT-2) e 2.15 (células C91-PL) mostram gréaficos do tipo scatter plotter, onde pode ser
visualizado que o tratamento com AMY nas concentracdes de 1uM e 0,01uM modularam a
expressao de diferentes genes da resposta imune inata de maneira concentracdao-dependente, tanto
nas células MT-2 quanto na linhagem C91-PL. De acordo com o quadro 2.2 de maneira
interessante, observa-se que, embora as duas linhagens utilizadas tenham um fenétipo assemelhado
e ambas sdo infectadas pelo HTLV-1, o numero de genes regulados dentre os 84 analisados foi
muito distinto entre as mesmas. Porém, ao longo deste trabalho em cada uma das metodologias
avaliadas, os eventos bioldgicos observados nas duas distintas linhagens sempre mostraram
diferencas. Foi observado que a maioria dos genes estudados foi regulada positivamente pela a¢éo
do miriadenolideo nas células MT-2, e, embora alguns tenham sido regulados também
positivamente nas células C91-PL, somente 0 CXCL-11 foi regulado positivamente na menor
concentracdo, e, na maior concentracdo somente trés genes foram regulados positivamente,

enquanto 11 o foram negativamente.
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Figura 2.14- Analise da expressao de genes envolvidos na atividade antiviral em células MT-2/HTLV-1+ tratadas com
o miriadenolideo. A e B - Tratamento com 1uM e 0,01uM de miriadenolideo, respectivamente em relagdo ao controle
de diluente. Pontos em vermelho indicam genes com regulacdo positiva de pelo menos duas vezes em relagdo ao
controle de diluente. Pontos em verde indicam genes com regulacéo negativa da expressdo em pelo menos duas vezes
em relacio ao controle de diluente. Graficos scatter-plot gerados no software

Sabioscience:
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http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php, utilizando média geométrica e ponto de corte de
regulagdo génica de 2x.
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Figura 2.15: Avaliacdo da expressdo de genes envolvidos na atividade antiviral em células C91-PL/HTLV-1+ tratadas
com o miriadenolideo. A e B - Tratamento com 1uM e 0,01uM de miriadenolideo, respectivamente em relacdo ao
controle de diluente. Pontos em vermelho indicam genes com expressdo aumentada de pelo menos duas vezes em
relacdo ao controle de diluente. Pontos em verde indicam genes que apresentaram inibicdo da expressao em pelo menos
duas vezes em relacdo ao controle de diluente. Graficos scatter-plot gerados no software Sabioscience:
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php, utilizando média geométrica e ponto de corte de
regulacdo génica de 2x.
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Quadro 2.2: Quantificacdo da regulacdo de mensageiros para genes antivirais da resposta imune inata

Células trabalhadas

MT-2 MT-2 C91-PL C91-PL
Receptores toll-like 1uM 0,01uM 1uM 0,01uM Descrigao
Fold Fold Fold Fold
regulation | regulation | regulation | regulation
Genes responsivos: IL15 3 NR NR NR Interleukin 15
Genes responsivos: CD86 4 2 NR NR CD86 molecule
Genes responsivos: CXCL11 3 NR 3 2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11
Genes responsivos: CXCL9 (MIG) 2 NR NR NR Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
Genes responsivos: IFNA2 2 NR NR NR Interferon, alpha 2
Genes responsivos: IFNA1 NR 2 NR NR Interferon, alpha 1
Genes responsivos: IL12A NR 2 NR NR Interleul-<in 12A (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte
maturation factor 1, p35
Genes responsivos: IL1B NR 2 -4 NR Interleukin 1, beta
Receptores e chaperonas: CTSB 2 3 NR NR Cathepsin B
Receptores e chaperonas: TLR7 -3 NR NR NR Toll-like receptor 7
Sinalizagdo & montante: IRF3 2 NR 2 NR Interferon regulatory factor 3
Receptores e chaperonas: CTSL1 NR 2 NR NR Cathepsin L1
Receptores e chaperonas: TLR8 NR NR -3 NR Toll-like receptor 8
Receptores e chaperonas: TLR9 NR NR -2 NR Toll-like receptor 9
Sinaliza¢do a montante: CHUK (IKKa) 3 3 NR NR Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
Sinalizagdo a montante: TNF 2 3 NR NR Tumor necrosis factor
Sinalizagdo a montante: JUN NR 2 NR NR Jun proto-oncogene
Sinalizagdo a montante: MAP2K1 (MEK1) NR 2 NR NR Mitogen-activated protein kinase kinase 1
Sinalizagdo a montante: NFKB1 NR 3 NR NR Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
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Sinalizagdo a montante: RELA NR 2 NR NR V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
Sinalizagdo a montante: TBK1 NR 2 NR NR TANK-binding kinase 1
Sinalizagdo a montante: MAPK3 (ERK1) NR NR -2 NR Mitogen-activated protein kinase 3
Sinalizagdo a montante: SPP1 NR NR -2 NR Secreted phosphoprotein 1
Sinalizagdo a montante: TRAF3 NR NR -2 NR TNF receptor-associated factor 3
Receptores NOD-like
Genes responsivos: IL1B NR 2 -4 NR Interleukin 1, beta
Sinalizagdo e receptores: MEFV 2 5 NR NR Mediterranean fever
Sinalizagao e receptores: OAS2 -2 NR NR NR 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa
Sinalizagao e receptores: AIM2 NR 2 NR NR Absent in melanoma 2
Sinalizagdo e receptores: SUGT1 NR 2 NR NR SGT1, suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae)
Sinalizacdo e receptores: CASP1 NR NR 3 NR Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
Sinalizacdo e receptores: NLRP3 NR NR -2 NR NLR family, pyrin domain containing 3
Sinalizagio e receptores: PSTPIP1 NR NR -2 NR Proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1
Receptores RIG-I-Like
Receptores e chaperonas: TRIM25 -3 NR -3 NR Tripartite motif containing 25
Receptores e chaperonas: DAK NR 2 NR NR Dihydroxyacetone kinase 2 homolog (S. cerevisiae)
Receptores e chaperonas: DDX58 (RIG-I) 2 NR NR NR DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
Receptores e chaperonas: DHX58 3 3 NR NR DEXH (Asp-Glu-X-His) box polypeptide 58
Sinalizagdo a montante: ATG5 3 NR NR NR ATG5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
Sinalizagdo & montante: CASP8 (FLICE) 3 2 NR NR Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
Sinaliza¢ao a montante: CHUK (IKKa) 3 3 NR NR Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
Sinalizagdo a montante: TRADD 3 3 NR NR TNFRSF1A-associated via death domain
Sinalizagdo a montante: CASP10 (MCH4) -3 -5 -4 NR Caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase
Sinalizagdo a montante: MAVS 2 NR NR NR Mitochondrial antiviral signaling protein
Sinalizagdo @ montante: DDX3X NR 3 NR NR DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked
Sinalizagdo @ montante: IKBKB NR 2 NR NR Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta

Via de sinalizacéo do Interferon tipo |
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Genes estimulados por interferon (ISGs):

3 3 NR NR Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G
APOBEC3G polipop g enzy yuc polypep
Genes estimulados por interferon (ISGs): o B
NR 3 NR NR ISG15 ubiquitin-like modifier
1ISG15
Genes estimulados por interferon (ISGs): .
3 NR NR NR Interleukin 15
IL15
Via de sinalizagdo: IFNAR1 2 NR NR NR Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
Via de sinalizacdo: IFNA2 2 NR NR NR Interferon, alpha 2
Via de sinalizagéo: IFNA1 NR 2 NR NR Interferon, alpha 1

Em vermelho: regulacéo positiva; em azul: regulacéo negativa.

NR = n&o regulado (abaixo do ponto de corte utilizado = 2,0)
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De acordo com os dados do quadro 2.2, e, considerando-se os resultados com uma ou outra
concentracgéo utilizada, os genes envolvidos nas vias da imunidade inata foram divididos neste
arranjo em: A. genes ligados a via dos receptores do tipo Toll, onde se observou 19/23 (83%)
e 8/9 (89%) de genes regulados para MT-2 e C91-PL, respectivamente; B. genes ligados a via
dos receptores do tipo NOD, onde observou-se 5/6 (83%) e 4/4 (100%) de genes regulados
para MT-2 e C91-PL, respectivamente; C. genes ligados a via dos receptores do tipo RIG-I,
onde observou-se 12/17 (71%) e 2/2 (100%) de genes regulados para MT-2 e C91-PL,
respectivamente; D. genes ligados a sinalizacdo via IFN do tipo I, onde observou-se 6/7
(86%), 0/0 (0%) de genes regulados para MT-2 e C91-PL, respectivamente. Assim,
considerando-se a metodologia empregada e a linhagem continua permanentemente infectada
com o HTLV-1, MT-2 (onde realmente se observou uma regulacdo mais expressiva) o
tratamento com AMY regulou genes da imunidade antiviral inata em maior escala pelo disparo
da via do IFN-I, seguida pela via dos receptores do tipo Toll e pela via dos receptores do tipo
NOD e receptores do tipo RIG-I. Como mostrado acima, para grande parte dos genes regulados
em MT-2, o efeito foi concentracdo-dependente, porém, cabe destacar que para genes muito
importantes no contexto da infec¢do pelo HTLV-1, CHUK (IKKa), DHX58, TRADD e
APOBE3CG a regulacéo foi igual (3x e positiva) para as duas concentra¢fes do miriadenolideo

utilizadas.

Embora a diferenca marcante para os resultados observados entre os dois modelos biolégicos
infectados pelo HTLV-1 — células MT-2 e C91-PL, de maneira interessante, para 0S poucos
genes que foram negativamente regulados pos-tratamento nas células MT-2, a regulacéo foi
também direcionada no mesmo sentido nas células C91-PL: CASP10, TRIM25, OAS e TLRY.
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2.5 DISCUSSAO

Diferentes estudos sobre a constituicdo quimica e as atividades biologicas de espécies vegetais,
hd muito tempo ocupa espaco relevante em pesquisas cientificas, seja pelo simples
conhecimento das estruturas moleculares envolvidas na agdo medicamentosa das plantas, ou
com a intencdo de fazer modificagcdes nas estruturas moleculares para adequar as atividades
bioldgicas aos interesses da pesquisa. O emprego de plantas na cura das enfermidades vem
sendo descrito desde a origem da humanidade e foi associado a préticas rituais ou magicas, das

quais se reconhecem vestigios até hoje (SCHMIDT et al., 2008).

Segundo Itokawa e colaboradores muitos compostos bioativos foram descobertos e isolados a
partir de fontes naturais e sdo hoje utilizados nas formulacdes alopaticas. Dos medicamentos
utilizados na clinica médica, 25% tém sua origem nas plantas (PHILLIPSON et al., 2007).
Embora a descoberta de muitas moléculas com propriedades curativas tenha se originado de
investigacGes com produtos naturais de origem vegetal, a producdo em larga escala de muitos
desses farmacos requer processos de obtencdo de principios ativos além de modelagem
molecular e sintese quimica (HARVEY, 2008; NEWMAN, GRAGG, 2007). Assim, para 0 uso
correto das plantas como medicamento fitoterapico, se faz necessario o conhecimento das
estruturas dos compostos envolvidos na atividade que elas possuem e o descobrimento da
substancia bioativa que podem levar ao substituto sintético. Ainda, merecem destaque, neste
tipo de pesquisa, as modifica¢Oes estruturais que podem ser feitas nas substancias isoladas para

a quantificagdo e melhoramento dessa atividade (KNIGHT et al., 2003).

A avaliacdo do potencial terapéutico das plantas medicinais e de alguns de seus constituintes,
tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, diterpenos,
dentre outros, tem sido objeto de estudos, que comprovaram suas a¢des farmacolégicas através
de testes pre-clinicos como cultivos celulares e animais. Muitas destas plantas tém grande

possibilidade de virem a ser aproveitadas como agente medicinal (CECHINEL, YUNES, 1998).

Neste estudo foi avaliada a atividade antiretroviral e imunomodulatéria do composto

miriadenolideo em células infectadas pelo HTLV-1.

As células permanentemente infectadas pelo HTLV-1 utilizadas neste estudo sdo células

linfocitarias transformadas pelo HTLV-1, e segundo Popovic e colaboradores (1982) estdo
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intimamente correlacionados. Estudos de caracterizacdo gendmica da célula MT-2
demonstraram que esta linhagem apresenta oito provirus do HTLV-1 integrados
individualmente, sendo que sete destes sdo provirus defectivos (NOBUYUKI et al, 1984).
Diferentes estudos sobre 0o HTLV empregam igualmente a MT-2 e a C91-PL para entender 0s
mecanismos de desenvolvimento da infeccdo (PAIS-CORREIA et al, 2010, MACCHI et al,
2011; WATERS et al, 2011; ROMANOS et al, 2002). Ao longo do desenvolvimento deste
trabalho, pode ser observado que, embora mundialmente utilizadas pelos grandes grupos que
trabalnam com a pesquisa do HTLV, estas duas linhagens celulares linfociticas humanas
permanentemente infectadas pelo virus, ndo podem ser utilizadas de maneira comparativa, pois,

disparam respostas bioldgicas diversas em diferentes sistemas.

Para a investigacdo do potencial antiviral do diterpeno labdano, a primeira estratégia escolhida

foi determinar a citotoxicidade do miriadenolideo para as linhagens utilizadas nestes estudos.

A avaliacdo da citotoxicidade do composto miriadenolideo foi avaliada por trés metodologias
diferentes de avaliacdo de viabilidade celular: avaliacdo da integridade de membrana pelo
método de exclusdo do azul de tripan, avaliagdo da viabilidade celular pelo método
colorimétrico de reducdo do sal de tetraz6lio (MTT) e método de analise do conteido de DNA
subdipldide, que permite uma medida acurada do conteido de DNA.

O método de exclusdo de corantes como o azul de tripan é uma metodogia amplamente utilizada
para determinar o nimero de células viaveis presentes em uma suspensdo. Este é baseado no
principio de que células viaveis, que possuem a membrana celular intacta exclue certos
corantes, como o azul de tripan, eosina, ou iodeto de propideo, enquanto células mortas, ndo
(STROBER, 2001). Neste estudo, foi possivel observar que apds o tratamento das células com
diferentes concentracbes do miriadenolideo (1uM-0.0001uM) as células apresentaram-se
viaveis em mais de 85%. Estes resultados foram confirmados pelo ensaio de MTT. Este
metodologia (MOSSMAN, 1983; DENIZOT, LANG, 1986) avalia a capacidade da enzima
succinato desidrogenase de reduzir o substrato MTT a cristais de formazan na mitocdndria da
célula e vem sendo empregada em diversos ensaios bioldgicos como localizacdo subcelular de
oxiredutases (FABER et al, 1996), estimativa do crescimento de cultura celular (SCUDIERO
et al., 1988), para predizer a resposta de farmacos em citotoxicos (ULUKAYA et al., 2004),
para avaliar a viabilidade celular (SATOH et al., 1996, SHEARMAN, 1996, JIYANG et al.,
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2008), entre outros, sendo que a reducdo do MTT estd diretamente correlacionada com o
namero de células metabolicamente ativas (DENIZOT, LANG, 1986).

Ja 0 método de anélise do contetido de DNA subdiploide baseia-se na quantificacdo do DNA
celular em células normais e apoptdticas. As células normais apresentam contetdo de DNA
igual a 2n ou 4n, dependendo da fase do ciclo celular em que se encontram, ja as células em
morte celular por apoptose e/ou necrose tardia apresentard o conteido de DNA menor que 2n,
uma vez que os fragmentos de pequeno peso molecular irdo deixar o interior do nucleo
(NICOLETTI et al., 1991). A escolha desta metodologia foi fundamentada no fato de que
celulas viaveis apresentam a distribuicdo do contelldo de DNA normal, podendo-se distinguir
suas diferentes fases do ciclo celular (G0/G1, S, G2/M). Células em processo de morte por
apoptose apresentam um aumento no contetdo de DNA subdipldide (sub GO/G1) que esta
associada a um aumento na fragmentacdo do DNA. Os dados demonstraram que ndo houve
aumento do conteldo de DNA subdipléide e nem alteragdo do ciclo celular, ap6s tratamento

com as diferentes concentracdes do miriadenolideo.

A partir dos resultados obtidos pelas trés metodologias, foi possivel observar que o
miriadenolideo apresenta baixa citotoxicidade para as células MT-2, C91-PL, Jurkat e PBMCs
humanas, nas concentracdes estudadas (1-0,0001uM). Estes resultados corraboram os relatos
de Souza-Fagundes e colaboradores (2003 C) onde foi demonstrado que este diterpeno na
concentracdo de até 7,5 UM ndo é citotoxico para linfécitos CD4+ e CD8+ e nem altera a

funcionabilidade destas células, como citado anteriormente.

Com os avancos tecnoldgicos nas ultimas décadas, possibilitou-se o aparecimento de um novo
ramo da ciéncia, a biotecnologia, que transformou e revolucionou a investigacao cientifica.
Métodos engenhosos de isolamento, anélise e manipulacao dos &cidos nucleicos (DNA e RNA)
e de proteinas permitiram avangos no conhecimento dos processos bioldgicos de inimeras
doencas humanas e de metodologias terapéuticas (FREEMAN, GIOIA, 1999).

Apos a anélise da viabilidade celular das células infectadas e ndo infectadas pelo HTLV-1, foi
realizada a andlise da expressdo génica do mRNA tax-rex e gag-pol por PCR cinética, nas
células MT-2 e C91-PL. Segundo Pfaffl (2001) a transcri¢do reversa seguida de PCR é a
metodologia de escolha para a analise da expressdo de mRNA. A PCR cinética por sua vez é
uma técnica altamente sensivel e especifica (PFAFFL, 2001; NIESTERS, 2001; MACKAY et
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al., 2002; WONG, MEDRANO, 2005) para a quantificacdo de &cido nucléico viral, sendo
atualmente utilizada para a medida da carga proviral em amostras clinicas, indicadora da
infeccdo ativa e interacdo virus-hospedeiro e para a avaliacdo de terapias antiviral (NIESTERS,
2001; MACKAY et al., 2002). Nas linhagens celulares estudadas observou-se uma modulacéo
diferenciada da transcri¢do génica, sendo que em ambas as linhagens observou-se um inibigéo
da transcricdo do mRNA de gag-pol e tax-rex. Entretanto, nas células MT-2 foi observado que
o0 tratamento de 24 horas nas distintas concentracfes reduziu a expressdo dos mensageiros
analisados, especialmente na concentragdo de 1 pM, sendo na ordem de 3,33X para os genes
gag-pol e 2,08X para os genes tax-rex. Estes resultados apontam que, no modelo estudado, o
composto miriadenolideo é capaz de interferir com a transcri¢do de genes virais, especialmente
os codificadores de proteinas estruturais e enzimas, certamente influenciando na producéo de

particulas virais.

Seguindo a modulagdo no nivel transcricional, verificou-se a sua comprovacdo no nivel
traducional, onde, em ensaios de Western utilizando anticorpos monoclonais anti-HTLV-1,
observou-se uma reducao expressiva, pos-tratamento de 24H, das proteinas estruturais p19 e
gp46 e, em menor escala a p24, sendo que todos os ensaios foram realizados com experimentos
independentes, onde foi observado o mesmo efeito bioldgico. No caso da proteina regulatéria
Tax nas células MT-2, a reducdo no tempo de 48 horas para duas das concentrac@es utilizadas
do AMY ¢é muito evidente, embora o calculo efetivo da reducdo ndo possa ser efetivado por

auséncia da checagem de um gene normalizador.

A expressdo citoplasmatica de mRNAs ndo processados e um complexo de mRNAs
processados alternativamente de maneira mono ou bicistrénica do HTLV-1 resulta na producéo
das proteinas do virion, proteinas regulatorias e acessorias (LI, GREEN, 2007; OLIERE et al.,
2011). Assim, as proteinas virais sdo expressas a partir de diferentes processamentos do mMRNA
(PRINCHER et al., 2003). As proteinas estruturais e enziméticas Gag, Pol e Pro sdo expressas
como um mRNA ndo processado (LEE et al., 1984, NAM et al., 1988), sendo que a proteina
estrutural Env é expressa a partir de um mRNA processado (PAINE et al., 1994). As proteinas
regulatdrias, por sua vez, sdo traduzidas por processamentos alternativos da regido pX do
genoma viral. A Tax é traduzida a partir da janela de leitura (ORF) 1V e a Rex pela sobreposi¢édo
parcial da ORF Il (CERESETO et al., 1997; LI & GREEN, 2007). No curso da infeccéo pelo

HTLV-1, segundo Li & Green (2007) os mRNAs transcritos mais abundantes sdo 0s
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codificadores das proteinas Gag/Pol/Pro, seguido pelo mRNA das proteinas Tax-Rex e pelo
mMRNA da proteinas Env.

A principal proteina estrutural do HTLV-1 é a poliproteina Gag, sendo que a sua expressao, na
auséncia de outras proteinas virais, pode levar a producéo e liberacdo de particulas tipo virus
imaturos (virus-like particles — VLPs) (GHEYSEN et al, 1989). Nos retrovirus, as proteinas de
Gag apresentam-se como unidades auto-montaveis que séo suficientes para a formacéo e a
liberacdo de particulas virais (BOUARMR et al, 2003; LE BLANC et al, 1999). A poliproteina
Gag (p55) € composta por trés dominios funcionais: matriz (MA/p19), caspideo (CA/p24), e
nucleocapsideo (NC/p15), que funcionalmente promovem a montagem e liberagdo das
particulas virais (LAIRMORE et al, 2011; OLIERI et al, 2011). Normalmente, ap6s o
brotamento ou a liberacdo de particulas imaturas ocorre a clivagem proteolitica das
poliproteinas Gag, desencadeando a maturacdo do cerne viral. As poliproteinas Gag clivadas
pela acdo de proteases sdo responsaveis pela estruturacdo do nucleo-capsideo viral. A proteina
de matriz, MA, permanece associada ao envelope viral; a proteina do capsideo, CA, ap0ds
modifica¢cdes conformacionais forma o nucleocapsideo que carrea internamente a proteina NC,
como outras proteinas virais e 0 RNA genémico (BENJAMIN et al, 2004; BRIGGS et al, 2004;
LAIRMORE et al, 2011; OLIERI et al, 2011).

A partir da traducdo do gene env é produzido um percrusor poliproteico (61 kDa) o qual é
glicosilado e clivado pela acdo das proteases em duas proteinas: proteina de superficie, SU/gp46
e proteina transmembrana, TM/gp21 (OLIERI et al, 2011). A proteina de superficie e
transmembrana formam heterodimeros na superficie dos virions, sendo responsaveis por iniciar
a ligacdo e a penetracdo na célula hospedeira. A proteina de SU interage especificamente com
o0 receptor da célula hospedeira, e a proteina TM suporta a fusdo entre o envelope viral e

membrana celular hospedeira permitindo a penetracéo viral (LAIRMORE et al, 2011).

O HTLV-1 é um virus complexo, sendo assim, apresenta genes regulatérios, como o gene tax.
A proteina regulatéria Tax apresenta atividade pleitrdpica pela habilidade de interagir com
diferentes vias transcricionais e de sinalizacdo (LAIRMORE et al, 2011). A estrutura desta
proteina contém importantes dominios de ativacdo funcionais, através dos quais sofre
modificac¢fes pos-traducionais como acetilagdo, ubiquitinacdo e sumoilacao, favorecendo a sua
perfeita interacdo e uso da maquinaria celular e suas e vias de disparo de sinalizacdo

(LODEWICK et al., 2011). Assim, Tax é capaz de recrutar variados fatores celulares do
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hospedeiro para promover a ativacdo transcricional do promotor da LTR viral, além de

promover nas células hospedeiras a ativacdo permanente da via NFkB, controlando a apoptose,

producdo de citocinas anti e pro-inflamatérias e regulando o MTOC (MAJOROVITIS et al,
2008, NEJMEDDINE et al, 2009, BERTAZZONI et al, 2011).

No contexto da infec¢cdo, 0s genes e proteinas estruturais e regulatorias sdo essenciais para o
ciclo de mutiplicacdo viral. Visto que miriadenolideo foi capaz de modular significamente a
transcricdo e a traducdo de genes virais, estes dados indicam que o composto provelmente
podera atuar reduzindo a carga proviral do individuo infectado pelo HTLV-1.

No organismo, apos a infeccdo viral, os virus sdo rapidamente reconhecidos pelo sistema imune
inato através dos receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs). Diferentes classes dos PRRs
reconhecem os componentes virais e diretamente ativam as células imunitarias (CASTANIER
et al, 2012). Sendo assim, através da técnica de PCR cinética foi avaliada a expressdo de 84
genes responsivos as vias de sinalizacdo de diferentes PRRs: receptores do tipo toll, receptores
do tipo NOD, receptores do tipo RIG-I e a via de sinalizagcdo do interferon tipo I. Esses
receptores quando ativados desencadeiam uma cascata de sinalizagdo integrada que leva a

desrepressdo de genes tais como o fator nuclear kB (NF-kB) dependentes de resposta de

citocinas, fator regulador de interferon (IRF) dependentes de resposta INF-a/p, e
inflamassoma/caspase-1-dependente de IL-1 (AKIRA, TAKEDA, 2004; MEDZHITOV, 2001;
STROBER et al, 2006).

Dentre os 50 genes (quadro 2.2) que apresentaram regulacdo diferencial nas células
permanentemente infectadas pelo HTLV-1, vinte e trés (23) sdo componentes da via de
receptores do tipo toll, seis (6) sdo componentes da via de receptores do tipo NOD; dezesete
(17) sdo componentes da via de receptores do tipo-RIG-1 e sete (7) da via de sinalizacdo do
interferon tipo 1. Como dito anteriormente, e, avaliando os diferentes genes de cada via, 0
tratamento com AMY nas condi¢Oes trabalhadas regulou os genes da imunidade antiviral inata
em células MT-2, em maior escala pelo disparo da via do IFN-I (86%), seguida pela via dos
receptores do tipo Toll (83%) e pela via dos receptores do tipo NOD (83%), e, menor escala,
receptores do tipo RIG-I (71%), mas ndo menos importante. Neste estudo, destacaremos alguns,
para 0s quais a literatura ja aponta algum direcionamento de regulacdo na infecgéo viral e/ou

regulacdo do sistema imune.
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No presente estudo, em relagéo ao tratamento das células MT-2 com o AMY, observou-se,
principalmente de maneira concentracdo-dependente, um aumento da expressdo dos genes
responsivos aos PRRs. Da via de sinalizacdo ativada pelos receptores do tipo NOD (NLR-NOD
like receptors) foram estimulados (dose de 1uM; dose de 0,01uM) os mensageiros de AIM2
(NR; 2), SUGTL(NR; 2), MEFV (2; 5) e IL1B (NR; 2). Como observado, para 0s genes da via
de ativacdo de NOD, a menor concentracdo de AMY foi mais efetiva. Os NLRs sdo proteinas
citoplasmaticas que apresentam diferentes funcGes na regulacdo da inflamacdo e vias
apoptdticas. Ao reconhecer moléculas enddgenas, formam oligdmeros que ativam caspases
inflamatorias que atuam clivando e ativando importantes citocinas inflamatorias e a via de
sinalizacdo de TING et al, 2005; HARTON et al, 2002). Os AIM2s representam sensores
citoplasmaticos que reconhecem o DNA viral das células infectadas desencadeando a ativacao
de complexos pro-inflamatorio multiproteico chamados de inflamassomas, que estimulam a
liberacdo das caspases-1 capazes por sua vez, de maturar as citocinas pré-inflamatérias IL-1B
e IL-18 (AOSHI et al, 2011; FRANCHINI et al, 2009). O SUGT-1 (suppressor of G2 allele of
SKP1) é o gene codificador de uma proteina adaptadora altamente conservada encontrada no
nacleo e no citoplasma que apresenta diferentes fun¢Ges bioldgicas em plantas, leveduras e em
mamiferos. Evidéncias apontam que atua como regulador positivo da via de ativacdo de NOD1
(CORREIA et al, 2007). Por sua vez, MEFV (o Unico gene deste grupo regulado positivamente
nas duas concentracfes de AMY) é um gene humano codificador da proteina pirina que
apresenta importante papel na regulacdo da inflamacédo. O seu papel regulador € exercido pela
interacdo dos seus cinco dominios com diferentes proteinas regulatérias da via de inflamacéo
que atuam na morte celular, na secrecdo de citocinas e na sinaliza¢do do citoesqueleto (CHAE
et al, 2009), vias de grande importancia especialmente no contexto da cronificacdo da infeccédo
pelo HTLV-1.

Os receptores do tipo RIG-1 (RLRs) sdo moléculas de helicases citoplasmaticas sensiveis ao
RNA viral, que apresentam em sua estrutura dois CARDS (dominios de recrutamento e ativacdo

de caspases). Os RLRs ativam a transcricdo de genes inflamatérios, dependentes do fator

transcricional incluindo o fator nuclear kB (NF-kB). O CARD do RIG-1 apresenta uma

molécula adaptadora do fator de regulacdo IPS-1 (IPS-1 ou MAVS), que ativa as vias de

sinalizacdo que conduzem a respostas do IFN tipo | dependentes de IRF3/7, e para a expressao

dos genes inflamatérios dependente da via NF-kB (YONEYAMA et al., 2005;
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ROTHENFUSSER et al., 2005). O tratamento com 0 AMY estimulou a expressdo (dose de
1uM; dose de 0,01uM) de diferentes elementos de sinalizagcdo a montante, ATG5 (3; NR),
CASPS8 (3; 2), CHUK/IKKa (3; 3), TRADD (3; 3), MAVS (2; NR) DDX3X (NR; 3) e IKBKB
(NR; 2); e de receptores e chaperonas dos RLRs, DAK (NR; 2), DDX58/RIG-1 (2; NR) e

DHX58 (3; 3). A ligacdo de proteinas celulares e Tax, leva a uma ativacdo persistente da via

NFkB, contribuindo tanto para a iniciacdo e manutencao da malignizagdo em ATL quanto para

a manutencao do estado crénico pro-inflamatério em individuos com HAM/TSP (LODEWICK
et al, 2011). Foi observada a estimulacdo da molécula IKKa (CHUK) importante no contexto

da estimulag&o das via candnica e ndo canonica de NF-kB, bem como do gene codificador da
enzima IKK-p (IKBKB) que quando ativada fosforila uma outra proteina inibidora de NF-kB,

IkB, que liga-se ao NF-kB para inibir a sua funcdo. As moléculas da familia NFkB, p65 (RelA),

RelB, c-Rel, p50 (NFKBL1) e p52 (NFKB2), se encontram sob a forma de dimeros ligada a
proteina inibitoria IKB no citoplasma (GHOSH, HAYDEN, 2008; SUN, ZHANG, 2007).

Na presenca de estimulo, ativa-se um complexo especifico de quinases (IKK) que fosforilam
IKB, sinalizando para a sua ubiquitinacdo e degradacgdo por proteossomas, permitindo assim o

transporte dos elementos do NF-kB para o nucleo, com conseqliente ligacdo desses nos genes

que apresentam a sequiéncia regulatéria GGGACTTTCC junto a regido promotora, levando a
um aumento na expressao dos genes alvo, 0s quais agem em elementos envolvidos na resposta
inflamatdria e imune, estimulando a transcricdo (GLEZER et al, 2000, HAYDEN, GHOSH,
2008).

As moléculas ATG-5, CASP-8 e TRADD séo importantes no contexto da morte celular (KIM
et al, 2011; HE et al, 2012). A molécula ATG-5 é um importante elemento para a formagéo de
vacuolos autofagicos necessarios no processo de morte celular autofagica. Esta interage com o
dominio de morte FADD como um passo necessario para o desencadeando da morte celular
(PYO et al, 2005). A CASP-8 pertence a familia das caspases que representam 0s componentes
centrais da resposta apoptética celular. Estas moléculas sdo recrutadas pelo receptor ativado,
juntamente com outras moléculas sinalizadoras e por proteinas adaptadoras tais como TRADD
e FADD (POBEZINSKAYA et al, 2008).
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A caspase-8 € uma caspase iniciadora ou reguladora, igualmente a caspase 10, que atua na
sinalizacdo de moléculas, traduzindo sinais de estresse capazes de ativar as caspases efetoras
(CASP-3,6 e 7) (AMARANTE-MENDES, GREEN, 1999; JIN, EL-DEIRY, 2005). A caspase-
8 e 0 seu adaptador FADD séo necessarios para que a apoptose se realize através dos receptores
de morte (STRASSER et al., 2000; ASHKENAZI, 2002). Uma vez ativada, a CASP-8 pode
iniciar uma forte prote6lise em muitos tipos de células (linfécitos) através da ativacao direta da
caspase-3. A manutencdo do crescimento e ativacao celular, com bloqueio da apoptose, garante
ao HTLV-1 a proliferacdo e sobrevivéncia das células hospedeiras. O tratamento com AMY
regulou positivamente de 2 a 3 vezes as moléculas ativadoras de apoptose descritas acima.
Hipoteticamente, a partir dos dados aqui analisados in vitro, pode ser sugerido que AMY agiria

beneficamente no contexto da cronificacdo em individuos infectados.

Por sua vez, o DHX58 é uma molécula chave do sistema imune inato contra a infeccéo viral,
sendo capaz de interagir através do dominio repressor com DDX58, disparando sinais
regulatérios negativos ap6s reconhecer a molécula de RNA fita duplos produzidos durante a
replicacdo viral. A proteina DDX3X pertence a familia das helicases DEAD, sendo
classificadas com RNA helicases por interagir com o RNA (LINDER, 2006). Atua em
diferentes passos do metabolismo do RNA, incluindo iniciagéo, transcricdo e processamento,
exportacdo nuclear, controle de traducdo do mRNA e regulagéo da estabilizacdo (SOULAT et
al., 2008). Diferentemente de RIG-1 (DDX58), DDX3X ndo exerce efeito nos PRRs, mas atua
a montante na cascata de sinaliza¢do da produgéo do IFN-B. A molécula TBK1 ¢ essencial para
a inducdo do IFN-1 em resposta a patdgenos. Logo, DDX3X interage com TBK1 atuando
sinergicamente na estimulacéo da producdo do IFN (SOULAT et al, 2008).

Os PRRs dos receptores do tipo toll (TLR) estdo intimamente envolvidos no sensoriamento de
micro-organismos invasores ou em seus componentes estruturais. Os TLRs pertencem a familia
dos receptores transmembrana do tipo I, caracterizados por um dominio extracelular e um
dominio intracelular. O dominio extracelular é composto por uma cadeia rica em leucina
(dominio LRR) que estd relacionada ao reconhecimento do micro-organismo e com a
transducédo do sinal, além de ser também necessaria para a dimerizagdo do receptor (KOBE,
KAJAVA, 2001). Ja o dominio intracelular, denominado Toll/receptor IL-1 (TIR), tem a funcéo
de mediar interacdes entre 0 TLR e proteinas intracelulares envolvidas na transducéo do sinal
(ARMANT, FENTON, 2002). A ativacéo das vias de transducéo de sinal pelos TLRs induz a
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expressdo de genes envolvidos na resposta imune do organismo, como citocinas inflamatorias,

quimiocinas e moléculas co-estimulatérias (MEDZHITOV, 2001).

No contexto da modulacéo dos elementos responsivos a via de sinalizacdo dos receptores do

tipo toll verificou-se a estimulacdo de diferentes genes associados a via NF-kB: NFKB1 (3;

NR), RELA (NR; 2), IKBKB (NR; 2), IKKa(3; 3) e TBK1(NR; 2). Interessantemente, genes
correlacionados com a proliferacdo e a ativacdo celular também foram modulados
positivamente e de maneira concentracdo-dependente, como CD86 (4; 2), JUN (NR; 2),
MAP2K1 (NR; 2) , IL-15 (3; NR). Destaca-se a IL-15, que atua na regulagéo da ativagéo e a
proliferacdo das células NK e células T, além de retroalimentar as células T de memdria na
auséncia do antigeno (BUDAGIAN et al., 2006). Observou-se que o tratamento das células
MT-2 com AMY também regulou positivamente na maior concentracdo a expressao das
quimiocinas CXCL9/MIG (2; NR) e CXCL11 (3; NR). Estas quimiocinas normalmente
apresentam um padrdo de expressao constitutivo e atuam em linfécitos e células do
compartimento hematopoiético. A quimiocina CXCL9/MIG apresenta atividade angiostatica,
além de atuar como potente quimioatraente para células do tipo Thl e induzir a infiltracdo de
tumores com linfcitos T CD8+. CXCL9/MIG e CXCL10 sdo responsaveis em parte, pelo
efeito antitumoral de IL-12, mediado por INF-y (KANEGANE et al, 1998; TANNENBAUN et
al, 1998).

Os TLRs estdo intimamente envolvidos no sensoriamento de micro-organismos invasores ou
em seus componentes estruturais. A interacdo dos TLRs com seus ligantes resulta na ativacéo
de algumas vias sinalizadoras intracelulares, sendo assim, capazes de levar a ativacdo de
processos do sistema imune inato e adaptativo (MEDZHITOV, 2007; KULKARNI et al.,
2011). Os TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo especializados em detectar virus e reconhecer o acido nucleico,
estando presentes em compartimentos intracelulares (HIELI et al, 2003; MATSUMOTO et al,
2003) e detectam acido nucleico viral pela via endossomal/lissosomal tardia (DIEBOLD et al,
2004; LUND et al, 2004; LUND et al, 2003).

Com relacéo a via de sinalizacdo do interferon tipo | foi observada a estimulagdo concentracao-
dependente da expressdo dos genes IFNAR1 (2; NR), IFNAL (NR; 2), IFNA2 (2; NR), ISG15
(NR; 3) e, igualmente nas duas concentragbes de AMY utilizadas, o gene estimulado por
interferon APOBEC3G (3; 3). As moléculas IFN tipo | atuam através da estimulagédo dos seus
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receptores IFNAR1 e IFNAR2, sendo estes expressos em todos o0s tecidos corporais e tém como
funcdo principal mediar respostas antivirais. Apds reconhecimento do receptor ocorre ativagdo
das quinases TYK2 e JAK1, fosforilacdo das proteinas STAT1/2 que desencadeiam a
transativacdo dos genes estimulados pelo interferon. O produto destes genes diretamente
suprime a disseminacdo do patdgeno, especialmente os virus, e coopera com a producdo de
citocinas inflamatdérias em células dentriticas para promover a apresentacdo de antigenos
ligando imunidade inata e adaptativa (STARK, 2007; AARONSON et al, 2002; PLATANIAS
et al, 2005). A proteina APOBEC3G, codificada por gene de mesmo nome, pertence a
superfamilia de proteinas APOBEC, enzimas de reconhecida importancia na imunidade inata
antiviral. Esta molécula interfere com a transcrigdo reversa, ligando-se ao PBS (primer-binding
site) e também na integracdo viral, e, atualmente vem sendo descrita, sua destacada atividade
imune antiretroviral, principalmente na infeccdo pelo HIV (MALIM, BIENIASZ, 2012).

O tratamento de células MT-2 com AMY também regulou positivamente o gene IRF3 (2; NR).
A familia de fatores reguladores de interferon (IRF-Interferon Regulatory Factor) forma uma
familia de fatores de transcricdo que possuem uma extensa homologia em sua sequéncia de
consenso de reconhecimento do DNA (DNA-binding domain-DBD) sendo chamados de IRF-1
a IRF-10 (TAMURA et al, 2008; LOHOFF, MAK, 2005; NEHYBA et al, 2002). De maneira
interessante foram identificados em alguns virus varios homélogos dos IRFs celulares (RUSSO
et al, 1996, ALEXANDER et al 2000), comprovando a importancia destas moléculas na
regulacao antiviral. Os membros dessa familia de reguladores transcricionais tém em comum a
habilidade de se ligar a uma seqliéncia homéloga do gene do interferon- e varios genes
regulados pelo interferon. A principal funcdo da familia IRF é a regulacdo de respostas imunes,
especialmente contra a infeccdo viral ou de ligacdo ao Interferon tipo I, resultando na
amplificacdo do ataque antiviral e ativacdo da defesa adaptativa (NEHYNA, 2002). Os IRFs
apresentam funcgdes fisioldgicas distintas nos processos bioldgicos, como nas respostas
imunoldgicas a patogenias, sinalizagdo de citocinas, regulagdo do crescimento das células e
desenvolvimento hematopoiético (NGUYEN et al., 1998; TADATSUGU et al, 2001; ZHANG
etal, 2012).

E importante destacar alguns genes codificadores de moléculas importantes no contexto da
imunidade inata antiviral que ndo foram reguladas ou o foram negativamente. Os TLR avaliados
neste arranjo génico (TLR7, TLR8 e TLR9) ndo foram regulados pelo AMY, ou foram
regulados negativamente (como o caso do TLR7 na dose de 1uM). O mesmo fendémeno foi
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observado para o gene codificador da enzima 2°5 - oligoadenilato sintetase, importante no
blogueio da maquinaria ribossémica pos-infeccGes virais, onde na maior concentracdo de AMY
foi observada modulagéo negativa e na menor dose ndo houve regulacdo. Para o gene TRIM25
que faz parte da grande familia das proteinas de motivo tripartido houve regulacdo negativa na
maior concentracdo de AMY. Muitas proteinas desta familia sdo induzidas por interferons,
sendo alguma delas requeridas para restringir a infeccdo pelos lentivirus, fenébmeno ja
comprovado para o HIV. Doze proteinas TRIM ja foram avaliadas em sua capacidade de
subverter a infeccdo do HIV, alterando desde a entrada do virus até montagem, liberacdo e
resposta inata a infec¢do, includindo a TRIM25 (NDUNG’U, 2011).

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos, sendo a resposta
mediada pelo sistema imune inato, funcionando em conjunto com o sistema imune adaptativo,
mantenedoras da homeostasia do organismo. O farmaco em estudo foi capaz de modular
positivamente diferentes genes, importantes na resposta imune inata antiviral, sendo assim,

mais um indicativo da sua possivel atividade anti-retroviral.

2.6 CONCLUSAO

As andlises de citotoxicidade do composto diterpeno miriadenolideo demonstraram baixa
toxicidade nas linhagens testadas: MT-2, C91-PL, Jurkat e PBMC. A viabilidade foi menor nas
células Jurkat em algumas concentragdes teste, mas esta se manteve sempre acima de 80%

mesmo nesta linhagem leucémica, nas concentracGes avaliadas.

O miriadenolideo foi capaz de inibir a acumulacdo de mRNA gag-pol e tax-rex principalmente
na concentragdo 1uM, sendo na ordem de 3,33X para os genes gag-pol e 2,08X para os genes

tax-rex.
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Nos ensaios de western verificou-se uma reducdo das proteinas estruturais e regulatorias do
HTLV-1, de maneira concentracdo-dependente. Na concentragéo de 1puM foram reduzida a
expressao das proteinas pl9 (87,3%) e p24 (58%), na concentracdo de 0,0001uM a gp46

(87,4%). Estes dados foram evidenciados na linhagem MT-2.

Os dados da PCR cinética utilizando um arranjo de 84 genes da resposta imune inata
demonstrou que o composto em estudo foi capaz de modular diferentes elementos responsivos
aos receptores de reconhecimento de padrdo, dentre eles receptores do tipo Toll, NOD e RIG-I
e a via de sinalizagdo do interferon tipo I, modulando positivamente, particularmante na
linhagem infectada MT-2, pelo menos 41 genes de comprovada importancia no disparo da

imunidade inata antiviral.

Em todos os experimentos deste estudo verificou-se um comportamento diferenciado das
células MT-2 e C91-PL, sendo que, a atividade modulatéria do miriadenolideo foi mais

evidenciada nas células MT-2.

Visto que o miriadenolideo é capaz de inibir diferentes genes e proteinas do HTLV-1 e ativar
genes importantes da resposta imune inata, este composto apresentou atividades antivirais

relevantes, evidenciando o seu potencial uso no contexto da infec¢éo pelo HTLV-1.
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Capitulo 3 — Uso da microscopia eletronica, de forca atdbmica
e confocal na avaliacdo da ativiade antiviral do terpendide em
celulas MT-2 e C91-PL




121

“Para tudo hd um tempo, para cada coisa ha um momento debaixo dos céus:

Tempo para nascer, e tempo para morrer; tempo para plantar,

e tempo para arrancar o que foi plantado;

Tempo para matar, e tempo para sarar; tempo para demolir, e tempo para construir;
Tempo para chorar, e tempo para rir; tempo para gemer, e tempo para dancar;

Tempo para atirar pedras, e tempo para ajunta-las;

tempo para dar abracos, e tempo para apartar-se.

Tempo para procurar, e tempo para perder; tempo para guardar, e tempo para jogar fora
Tempo para rasgar, e tempo para costurar; tempo para calar, e tempo para falar;

Tempo para amar, e tempo para odiar, tempo para a guerra, e tempo para a paz”’

Eclesiastes, 3,1-8
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3.1 INTRODUCAO

Durante o século 20, muitas pesquisas foram realizadas com o intuito de identificar virus
oncongénicos humanos. Na década de 80, pesquisadores americanos estudando uma linhagem
de células T cuténea, descreveram o virus linfotropico de células T humanas do tipo | (HTLV-
1) (POIESZ et al, 1980). Ao mesmo tempo, pesquisadores japoneses descreveram um tipo de
leucemia que apresentava frequente infiltracdo do sangue periférico por células pleomorficas e
membrana nuclear irregular, denominada leucemia/linfoma de célula T do adulto (ATL). A
andlise de amostras destes pacientes demosntrou a presenca de anticorpos anti-HTLV-1 e 0
retrovirus HTLV-1. Este foi o primeiro relato associando um retrovirus e um cancer humano
(YOSHIDA et al, 1984).

Para o estudo da biologia do novo virus descoberto, diferentes linhagens foram estabelecidas a
partir de celulas infectadas de individuos HTLV-1+ co-cultivadas com células do corddo
sanguineo humano (POPOVIC et al, 1983 A; POPOVIC et al, 1983 B; YOSHIDA et al, 1982).
As novas células formadas eram caracterizadas fenotipicamente e a particula viral identificada
por microscopica eletrdnica. A partir da microscopia foi demonstrado que a quantidade viral
varia entre as linhagens (POPOVIC et al, 1983 A).

Um dos principais objetivos em biociéncias no momento é obter um profundo entendimento
dos processos celulares, pois a célula é a unidade basica da vida. Assim, com a descoberta da
microscopia no século XVII houve uma grande revolugdo nas ciéncias bioldgicas revelando o
que anteriormente era invisivel. Esta revolucdo cientifica aconteceu pela juncéao
multidisciplinar da fisica com a biologia, e as analises de dimensdes hanométricas se tornam
importantes permitindo visualizar os efeitos de superficies e suas interfaces (WAKITA et al.,
1994; . Atualmente é difundida duas classes microscopicas que permitem acesso a informacgéo
de resolugdo espacial, subnanométrica ou mesmo atomica: as de ponta (STM, Scanning
Tunneling Microscopy e AFM, Atomic Force Microscopy) e as eletrdnicas (de varredura, SEM,
Scanning Electron Microscopy e de transmissdao, TEM, Transmission Electron Microscopy)
(COSTANTINI etal., 2006; HERMAN et al., 1991; LAUHON et al., 2002; WANG et al., 2005;
SHINDO, HIRAGA, 1998).

A AFM é uma microscopia de varredura por sonda que foi desenvolvida com o objetivo de se

estudar a superficie de materiais ndo condutores (HADDAD et al., 2007). Na atualidade, vem
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sendo também empregada em andlises biol6gicas por analisar essencialmente superficies de
sistemas vivos. Dentro deste contexto, tem aumentado o uso de AFM para andlises de formacao
de biofilme pelos micro-organismos e processos induzidos por infeccdo viral em células vivas
(HANSMA, 2001; ROZATOS et al., 1998; MAH, O’TOOLE, 2001).

As andlises por AFM sdo caracterizada pela varredura da superficie da amostra por uma
ponteira (agulha) de formato piramidal (50 nm) ou conica (10 nm), integrada em uma haste
flexivel (cantilever) de aproximadamente 100-200 um de comprimento. A sonda de uma AFM
exerce sobre a amostra uma forga da ordem das forcas interatdmicas. O cantilever sofre efeito
de deflexdo por forgas de repulsdo produzidas a partir da interacdo entre a agulha e a superficie
da amostra, com a sonda podendo afastar-se ou aproximar-se da mesma. As diferencas de
deflexdo sdo medidas por um sensor optico e refletem a topografia da regido da amostra que
esta sendo varrida, transformando os valores em imagens topogréficas da superficie bi e
tridimensionais (HADDAD et al., 2007; NEVES et al., 1998; SANTOS, CASTANHO, 2004).

A técnica de AFM pode ser operada em trés modos diferentes: contato, quando a agulha é
mantida em contato suave para ndo danificar a superficie que esta sendo analisada, ndo contato,
guando a agulha se mantém a alguns poucos nandmetros da superficie da amostra e contato
intermitente, quando a agulha toca a amostra periodicamente (NEVES et al., 1998; SANTOS,
CASTANHO, 2004).

Ja na microscopia eletrénica de transmissdo, uma onda eletrénica plana € transmitida através
de um filme fino (que é a amostra). A interacdo elétron matéria permite, dadas as condicGes
corretas, a formacédo de imagens com resolugdo atbmica. A necessidade de um filme fino é um
empecilho a obtencdo de amostras de qualidade, porém é o que torna a TEM a técnica ideal
para analisar pequenos objetos enterrados (interfaces, pontos quanticos, etc) (PETFORD-
LONG, CHIARAMONTI, 2008).

Na atualidade, os marcadores fluorescentes séo utilizados para detectarem e identificarem
micro-organismos, assim como aspectos fisioldgicos, tais como expressdo de proteinas,
atividade enzimatica, formacéo de biofilme, diferenciacdo de bactérias Gram positivo e Gram
negativo, determinacdo da vitalidade, entre outros (KAGAYAMA et al, 1999;
KHEMALEELAKUL et al., 2006). A técnica de microscopia confocal a laser utiliza uma
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combinacdo de recursos de microscopia Optica reunida a principios de fisico-quimica e
computacdo para a aquisicao e processamento de imagens. O sistema utiliza uma fonte de laser
para promover a excitacao de fluorofloros. Os feixes de luz do laser podem se difundir através
das células, detectando sua estrutura interior e exterior formando vérias imagens em 2D. Todas
as imagens em 2D podem ser sobrepostas, e fotografias em 3D s&o produzidas (KAGAYAMA
etal., 1999).

O descobrimento do HTLV-1 e a correlagdo com patologias humanas perfazem mais de trés
décadas, entretanto, até 0 momento ndo ha uma cartilha terapéutica definida para o tratamento
das doencas inerentes a esta infeccdo. Visto a grande morbidade e a mortalidade associadas ao
HTLV-1 e a acurécia das técnicas de microscopia, este trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade antiviral do composto miriadenolideo, um possivel farmaco, em células

permanentemente infectadas pelo HTLV-1, por microscopia.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a antividade antiviral e imunomodulatéria do miriadenolideo em células infectadas pelo

HTLV-1 por microscopia.

3.2.1.1 Objetivos especificos

- Quantificar e avaliar a morfologia as células MT-2 e C91-PL tratadas com o miriadenolideo

por MET - Microscopia eletrénica de transmisséo;

- Analisar a morfologia e quantificar os virus das células MT-2 tratadas ou ndo com o composto
miriadenolideo por AFM - Microscopia de forca atbmica;

- Avaliar a expressdo de proteinas virais e celulares com o uso de anticorpos monoclonais em

células MT-2 utilizando a microscopia confocal.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Avaliacdo por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) da atividade antiviral
do composto AMY em células HTLV-1+.

A atividade antiviral do miriadenolideo foi avaliada pela técnica de Microscopia Eletronica de
transmiss&o. Para tal, 1X10° células/mL de MT-2 e C91-PL foram cultivadas na presenca e na
auséncia de 1uM de miriadenolideo. Ap6s 24H de incubagdo, as células foram lavadas com
RPMI sem soro e fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4 por 18H a
4°C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos a 4°C e entdo, lavadas
com tampéo cacodilato, pos-fixadas com tetroxido de ésmio a 1%, desidratadas em acetona e
processadas para microscopia eletronica de transmissdo convencional. Os cortes ultrafinos
foram visualizados em microscépio eletrénico de transmissdo Tecnai G2 20 (FEI), do Centro
de Microscopia da UFMG. Todo o processamento das amostras para microscopia eletronica foi

realizado pelos técnicos do Centro de Microscopia da UFMG.

3.3.2 Analise por Microscopia de forca atdmica (AFM) da atividade antiviral do composto
AMY em células HTLV-1+.

Para analises por Microscopia de Forca Atdmica (Atomic Force Microcoscopy - AFM), 2 X 10°
celulas MT-2 foram incubadas com 1uM de miriadenolideo ou sem o composto (controle
celular) por 24 horas. Apdés a incubacdo, as células MT-2 foram fixadas em laminulas de mica
(Ted Pella, Inc.), previamente clivadas. As células MT-2, entdo, foram centrifugadas utilizando
o rotor de Citospin (Jouan, USA) por 10 minutos a 1.000 g, 18°C. A caracterizacdo por
Microscopia de Forca Atdmica procedeu-se em temperatura ambiente operando no modo de
contato intermitente (tapping mode) utilizando-se um microscopio Multimode Illa monitorado
por um controlador Nanoscope Il1d, ambos produzidos por Bruker AXS (Santa Barbara, USA).
As imagens topograficas e de contraste de fase foram obtidas simultaneamente utilizando-se
sondas NSC18 MikroMasch (San Jos¢, USA) com comprimento de 230um, raio de curvatura
de 10nm, uma frequéncia de ressonancia de 60-90kHz e constante de mola de 2-5N/m com
velocidade de varredura de uma linha por segundo. A caracterizagcdo das imagens quanto ao
tamanho e profundidade das estruturas celulares e virais foram medidas utlizando-se o software

do equipamento.
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3.3.3 Avaliacéo da expressdo proteica do HTLV-1 em MT-2

A avaliacio da expressdo proteica por microscopia confocal procedeu-se utilizando 2 X 10°
células MT-2 tratadas com 1uM de miriadenolideo ou o controle celular. Apés o tratamento,
estas foram lavadas duas vezes com PBS 1X gelado e em seguida fixadas com paraformaldeido
4% em PBS 1X por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds fixacdo, as células foram
mantidas em PBS 1X, a 4°C, até o processamento para microscopia confocal. As células foram
novamente submetidas a lavagem com PBS 1X acrescido de 2% de SFB e apés centrifugacéao
a 1000 g por 5 minutos a 4°C, a massa celular formada foi ressuspendida em PBS 1X acrescida
de 3% de BSA e depositadas sob laminas estéreis previamente tratadas com 0,01% de poli-
lisina, em centrifuga cytospin (Shandon), a 100 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos
serem tranferidas para camara Umida protegida da luz, as células foram permeabilizadas ou ndo
com 0,2% de Triton X-100 em PBS 1X acrescido de 3% de BSA, por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds este periodo, as células foram lavadas com PBS 1X acrescido de 3% de BSA.
Para evitar ligacGes inespecificas, as laminas foram bloqueadas com PBS 1X acrescido de 3%
de BSA e 2% de SFB por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS 1X acrescido de 3% de BSA e incubadas, por 50 minutos a temperatura
ambiente em cadmara Umida, com anticorpo primario preparado em PBS 1X acrescido de 3% de
BSA, nas seguintes dilui¢fes: anti-p19, 1:25; anti-p24, 1:25; e anti-gp46, 1:50. Apds lavagem
com PBS 1X acrescido de 3% de BSA, as células foram incubadas, por 30 minutos a
temperatura ambiente em camara Umida, com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a AlexaFluor 488 (Molecular Probes), diluido 1:400 em PBS 1X acrescido de 3%
de BSA. A seguir, as células foram novamente lavadas em PBS 1X acrescido de 3% de BSA e
tratadas com faloidina conjugada a rodamina (aprox. 6,6{M em metanol, Molecular Probes),
na diluicdo 1:50, por 20 minutos a temperatura ambiente em camara Umida. Logo apos, as
celulas foram lavadas com PBS 1X acrescido de BSA 3% e incubadas com DAPI (diamidino-
2-fenilindol, Sigma-Aldrich Co.) 100 mg/ml preparado em PBS1X acrescido de Triton 0,2%,
por 10 minutos a temperatura ambiente em camara Umida. As células foram entdo lavadas 3
vezes em PBS 1X e montadas com laminula utilizando-se uma gota de Mowiol (Sigma-Aldrich
Co.), previamente aquecido a 72°C por 15 minutos, para melhor preservacdo dos fluoroforos.
As laminas prontas foram guardadas por 24 horas a 4°C protegidas da luz e depois congeladas
a -20°C até o momento da analise. As células foram analisadas ao microscopio confocal Laser
Scanning Microscope (LSM) 510 META (Zeiss), do Centro de Microscopia Eletrnica do ICB
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(CEMEL - ICB - UFMG). Imagens representativas dos campos analisados foram obtidas e

processadas através dos softwares LSM 510 (Zeiss) e Imajed (NIH).

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Andlise da atividade antiviral do composto AMY em células HTLV-1+ por

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

3.4.1.1 MET em MT-2

Apds as andlises no nivel transcricional e traducional, a atividade antiviral do miriadenolideo
foi investigada pelo método acurado de microscépia. As particulas do HTLV-1 ndo sdo
consideradas pleomorficas, porém, tem sido mostrado por microscopia eletrbnica que as
mesmas possuem algumas diferencas morfoldgicas, provavelmente relativas ao ultimo
processamento para a maturacdo efetuado pela protease poés-brotamento, levando ainda a
variacdes no tamanho. Porém, as analises de MET mostram que esta variacdo morfoldgica
ocorreu de forma mais acentuada nas células tratadas em relagéo ao controle néo tratado (figura
3.1). As células que foram tratadas com o miriadenolideo apresentaram um maior nimero de
particulas amorfas e irregulares, provavelmente defectivas (figura 3.1), indicativo de provavel
defeito na morfogénese. Em relacdo ao tamanho da particula viral, as analises quantitativas,
medidas efetuadas com o uso de software livre (Gwyddion — http://gwyddion.net),
demonstraram que as particulas presentes nas células controle e células tratadas nao
apresentaram grande variacdo no tamanho. Foram medidas 412 particulas (229 em células
tratadas e 183 em células controle), onde as particulas produzidas nas células controle variaram

de 53 a 212 nm e as produzids em células tratadas variaram de 41 a 171 nm (figura 3.2).

As micrografias eletronicas também revelaram a presenca de diferentes estruturas amorfas
envoltas por membranas, preenchidas por particulas virais em diferentes estagios de maturacéo,

tanto nas células controle quanto nas células tratadas com o composto (figura 3.3).
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Figura 3.1 - Microfotografias eletrénicas mostrando particulas do HTLV-1 em células MT-2, tratada ou ndo com o composto terpénico. As células tratadas com
AMY apresentam uma maior variagdo morfoldgica nas particulas virais produzidas em comparagdo com as particulas do controle ndo tratada.
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Tamanho das particulas de HTLV-1em MET

Total de particulas medidas 19,59 = SD
(n=412; variagdo: 41 -212nm) 90,31
B Média
MT2-tratadas com AMY (n=229; 20,36

MT2-Controle (n=183; 20,46
variagdo: 53 - 212nm) w00

T T T T 1
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Diametro das particulas (nm)

Programa utilizado na medida de particulas: GWYDDION - Free and Open Source software for
Scanning Probe Microscopy (http://gwyddion.net/)

Figura 3.2 - Andlise quantitativa das particulas do HTLV-1 em células MT-2 tratadas ou ndo com o miriadenolideo
por MET.
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Figura 3.3 - Estruturas envoltas por membranas presentes no citoplasma de células MT-2, apresentando particulas virais em diferentes estagios de morfogénese e maturagdo.
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3.4.1.2 MET em C91-PL

As células C91-PL foram igualmente analisadas por MET e observou-se, como para as células
MT-2, uma variacdo morfologica das particulas virais nas células tratadas com o miriadenolideo
em comparacdo ao controle sem tratamento. As particulas virais apresentam tamanho
diferenciado e apresentam-se desuniformemente (Figura 3.4). Foram medidas 131 particulas
(108 em celulas tratadas com AMY e 23 em células controle) onde as particulas produzidas nas
células controle variaram de 84 a 141 nm e as produzidas em células tratadas variaram de 80 a
261 nm, portanto, as anélises quantitativas demonstraram que as particulas presentes nas células
controle e células tratadas apresentam tamanho relativo diferente conforme observado nas
analises morfologicas, sendo a média do tamanho de 110,48 nm para as particulas do controle
e 136,11 nm para as particulas das células tratadas com AMY (figura 3.5). Nesta linhagem
celular também foi observada a presenca de corpos vesiculares com diferentes particulas virais
(Figura 3.6).
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Figura 3.4 - Micrografias eletrénicas demonstrando particulas do HTLV-1 em células C91-PL. As células tratadas com AMY apresentam um maior nimero de variagdes morfoldgicas
nas particulas virais produzidas em relagdo ao controle nao tratado.



Tamanho das particulas de HTLV-1 em células C91PL medidas por MET

Total de particulas medidas 32,87
(n=131; varia¢do: 80 -261nm) 133,01

C91-PL tratadas com AMY 28,91
(n=108; variagdo: 80-261nm) 136,11

C91PL - controle 16,42
(n=23; variacdo: 84 -141nm) 110,48 @sb
B Média
0,00 50,00 100,00 150,00

Diametro das particulas (nm)

Programa utilizado na medida de pariculas: GWYDDION — Free and Open source software for
Scanning Probe Microscopy (http://gwyddion.net/)
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Figura 3.5: Avaliagdo quantitativa das particulas do HTLV-1 em células C91-PL tratadas ou ndo com o

miriadenolideo por MET.
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Figura 3.6 - Estrutura envolta por membrana presente no citoplasma de células C91-PL, apresentando diferentes estagios de maturacéo viral.
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Um fato interessante observado, em ambas as linhagens estudadas, € a presenca de fibras de
actina em grande quantidade ao longo do citoplasma celular, associada aos locais de brotamento

em proximidade as particulas virais (figura 3.7).
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Figura 3.7 - Micrografias eletronicas demonstrando fibras de actina em células infectadas pelo HTLV-1.
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3.4.2. Avaliacdo da atividade antiviral do composto AMY em células HTLV-1+ por
Microscopia de Forga Atomica (AFM)

A microscopia de varredura é uma potente ferramenta que permite a caracterizacdo de amostras
bioldgicas com grande precisdo. Neste trabalho a microscopia de varredura de escolha foi a
Microscopia de Forga Atdmica, uma vez que esta técnica permite medidas acuradas da
superficie celular e das particulas virais. No presente trabalho, onde se buscou mensurar 0s
provaveis efeitos antivirais do composto terpénico AMY, esta técnica permitiu varrer a
superficie das culturas celulares e efetuar a observacdo das mesmas e das particulas virais,
praticamente a partir de culturas celulares frescas. Destaca-se aqui a obtengéo de medidas das
particulas virais mais fidedignas em relacdo a microscopia eletrénica, que depende de varias
etapas de inclusdo e coloracdo, sendo relatado em todo o mundo que estas técnicas que
antecedem a captura de imagens na eletronica podem distorcer tamanho e morfologia de

componentes bioldgicos.

As culturas celulares trabalhadas nesta técnica foram somente a linhagem MT-2. Na analise por
AFM foi demonstrado qualitativamente e quantitativamente que o composto miriadenolideo foi
capaz de reduzir o diametro da particula viral (figura 3.8). Foram medidas 158 particulas (103
em células tratadas com AMY e 55 em células controle) onde as particulas produzidas nas
celulas controle variaram de 75,8 a 273,6 nm (média 148,94 nm) e as produzidas em células
tratadas variaram de 42,4 a 175,5 nm (média 97,87 nm). Portanto, as analises quantitativas
demonstraram que as particulas presentes nas células controle e células tratadas apresentam

tamanho relativo diferente conforme observado nas anélises morfolégicas.
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Tamanho das particulas de HTLV-1em AFM
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Programa utilizado na medida de particulas: Software do Nanoscépio

Figura 3.8: Avaliagdo quantitativa das particulas do HTLV-1 em células MT-2 tratadas ou ndo com o
miriadenolideo por AFM.

As imagens de AFM foram capturadas utilizando o modo de contato intermitente, e, deve ser
aqui enfatizado que as sondas “varrem” a superficie celular, e, toda e qualquer estrutrura aqui
visualizada esta sobre a superficie. Na figura 3.9 pode ser observada na letra A uma imagem de
amplitude mostrando uma célula MT-2 completa, ndo tratada, onde pode ser observada uma
superficie irregular, contendo inumeras projecées, provavelmente citoplasmaticas. Nas letras B
e C estdo representadas imagens de fase, nas células nao tratadas, onde pode ser observada uma
superficie rugosa, apresentado areas mais escuras, que, na AFM representam areas mais
profundas, contendo provavelmente invagina¢des da membrana. Nestas estruturas podem ser
observadas particulas virais em brotamento. Nas letras D a F, estdo representadas superficie de
células tratadas com o miradenolideo. A mais interessante e intrigante observacdo na
comparacdo entre as superficies celulares antes e ap0s o tratamento, € que as células tratadas
apresentam uma superficie mais lisa, e, as particulas virais ndo parecem envoltas por nenhuma

estrutura.
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Apos observar esta diferenca, novos experimentos foram conduzidos e, estdo representados na
figura 3.10, onde foram analisadas células MT-2 ndo tratadas (células controle). Nos quadrantes
de A-D podem ser visualizadas particulas virais envoltas em uma complexa rede de proteinas,
muito provavelmente trata-se do biofilme viral, recentemente relatado. Este biofilme é descrito
como uma estrutura imprescindivel & transmisséo dos virus célula a célula, sendo composto por
complexa matrix protéica. No quadrante D pode ser destacada uma estrutura assemelhada a
uma invaginacdo, onde podem ser visualizadas muitas particulas virais, ja envolvidas por um

envelope.
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Figura 3.9 - Imagens das células MT-2 por Microscopia de Forga Atdmica. A-Imagem de amplitude mostrando a célula MT-2; B-C - Imagens de fase mostrando invaginagdes
na superficie de células MT-2 ndo tratadas, com particulas virais em seu interior; D-F - Imagens de fase mostrando a superficie de células MT-2 tratadas com o miriadenolideo,
onde podem ser observadas particulas do HTLV-1, porém, sem as invaginagdes observadas nas células controle.
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Figura 3.10- Visualizacdo de células MT-2 por AFM. Nos quadrantes de A — D observa-se figuras de fase com particulas virais sempre envoltas por uma complexa estrutura
provelmente de glicoproteinas. Observa-se a formacao de uma estrutura extracelular as particulas virais tipo biofilme. A, B, D — Célula MT-2; C — Célula MT-2 tratada com AMY.
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3.4.3 Analise da expressdo protéica do HTLV-1 em células MT-2 tratadas com o
miriadenolideo utilizando Microscopia Confocal

A dindmica da expressdo e movimentacao das proteinas estruturais do HTLV-1 foi verificada
por analises de imunofluorescéncia confocal. Os experimentos demonstraram a presenca das
proteinas estruturais gp46, p24 e p19 na membrana celular, e, nestas anélises foram utilizados
anticorpos monoclonais especificos contra cada uma das proteinas avaliadas. Entretanto, a
distribuicdo ao longo da membrana plasmatica mostrou ter um padrdo diferenciado entre as
diferentes proteinas (figura 3.11). A proteina de envelope, gp46, esta disposta em torno de toda
a estrutura de membrana das células MT-2. A proteina p24 foi também encontrada em toda a
membrana, mas em menor quantidade, e caracteristicamente, apresentou-se em aglomerados
em regides ao longo da membrana. Por sua vez, a proteina p19 além de ter sido observada em
toda a superficie celular em grande quantidade, foi encontrada presente nos prolongamentos
celulares (figura 3.11). A actina, proteina do citoesqueleto celular, mostrou estar expressa em

grande quantidade nas células infectadas e se co-localizar com as proteinas virais.
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Figura 3.11 - Analise do perfil de expressdo de proteinas virais e celulares das células MT-2. As cores representam: Azul — nlcleo — (DAPI); vermelho — actina
(Rodomina/faloidina) e, verde — proteinas do HTLV-1 (anti-IgG de camundongo conjugado AlexaFluor 488).
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3.5 DISCUSSAO

A exploracdo e caracterizacao de fendbmenos em materiais com dimensfes nanomeétricas € uma
das linhas de pesquisa mais promissoras da atualidade, sendo amplamente aplicada aos sistemas
bioldgicos. Devido a importancia da caracacterizagdo celular e molecular para o entendimento
do ciclo da célula, a biologia vem estimulando a cria¢do de uma interface com novos campos
da fisica/matematica, facilitando o conhecimento de estruturas e o entendimento de fenémenos
bioldgicos anteriormente ndo detectaveis e impossivel de serem compreendidas. Desta forma é
possivel estudar a formacéo fractal formada pelo crescimento de ramos de uma arvore, ou em
escalas micrométricas, o crescimento de uma coldnia de fungos ou bactérias, obtendo
informac@es quantitativas de um sistema aleatério (NOY et al, 1997; NAKABAYASHI et al,
2008; FOGARTY et al, 2011).

No presente estudo foram utilizados trés métodos de microscopia: a Microscopia Eletronica de
Transmissdo, a Microscopia de Forca Atdmica e a Microscopia Confocal para andlise da

atividade antiviral do composto miriadenolideo.

A MET e a AFM evidenciaram qualitivamente, e a Gltima, também, quantitativamente que o
composto miriadenolideo alterou a formacgdo da particula viral, sendo observadas particulas
menores a partir das células tratadas com o miriadenolideo (média 97,9 nm) em comparacao
com as células controle (média 148,9), demonstrando a producdo de virus provavelmente
defectivos apresentando defeito na morfogénese. Foi também observada a presenca de grande
quantidade de particulas virais envoltas por membranas em diferentes estagios de maturacéo

nas células tratadas e ndo tratadas.

Os retrovirus apresentam os genes gag, pro-pol e env que codificam proteinas do cerne viral
(MA - matriz, CA — capsideo e NC - nucleocapsideo), proteinas enzimaticas e glicoproteinas
do envelope (SU - superficie e TM - transmembrana), respectivamente. Sendo que, a expressao
da poliproteina Gag em eucariontes é suficiente para a liberacdo de particulas semelhantes a
virus (VLP — virus like particles), demonstrando que esta proteina apresenta todas as funcgdes
necessarias para a montagem, o brotamento e a subsequente liberacéo da particula viral. Nas
particulas maduras, a proteina de matriz forma uma camada interna ao envelope viral, além de
interagir com a proteina TM ancorada na bicamada lipidica (SWANSTROM et al, 1997). As

proteinas do CA definem o cerne interno que envolve o genoma viral associado com as
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proteinas do NC. Biologicamente ja foi determinado o papel de cada proteina gerada através do
precursor poliproteico de Gag durante a formacdo da particula viral. Os dominios de MA
(dominio M) estdo envolvidos na ligacdo a membrana e sdo necessarios para miristilacdo da
regido N terminal de Gag e subsequente ligacdo na membrana plasmatica. O dominio de
interacdo (dominio 1) apresenta fungdo destacada na multimerizacdo de Gag e o dominio de
montagem atrasada (dominio L) é importante para introduzir a particula viral na membrana da
célula do hospedeiro (ALDOVINI, YOUNG, 1990; GORELICK et al, 1988; ONO, FREED,
1999; HAYAKAWA et al, 1992; BENNETT et al, 1993; SANDEFUR et al, 2000 ZHANG et
al, 1996; WANG, GOFF, 2003; BLANC et al, 2002). O dominio L apresenta uma sequéncia
consenso formada por trés motivos: PPXY, PT/SAP e o YPXL, sendo que muitos virus de
RNA, como os retrovirus, apresentam algumas destas sequéncias como 0s motivos PPXY e/ou
PT/SAP (DORWEILER et al., 2006; HEIDECKER et al., 2004; SHEHU-XHILAGA et al.,
2004; YUAN, GOFF; 1999; WANG et al., 2004).

Diferentes fatores do hospedeiro que interagem com o dominio L estdo envolvidos com a via
de proteina vacuolar classe E, sugerindo que o brotamento em corpos multivesiculares (MVBS)
em endossomas tardios e o0 brotamento viral sdo topologicamente idénticos e ocorrem por
mecanismos semelhantes (URATA et al, 2007; TIMAR et al, 1987). Estudos de Urata e
colaboradores (2007) utilizando forma de dominio negativo de proteinas da classe E,
demonstraram que o HTLV-1 brota utilizando a via MVB, sendo que para este processo €
requerida as enzimas ATPases VPs4A e VPs4B.

Pesquisadores utilizando analises biofisicas para obter informacbes sobre o tamanho da
particula viral e a estequiometria das proteinas, produziram particulas assemelhadas a virus
(VLPs) e determinaram a média do numero de copias de Gag de 510 + 50 (de 300 a 800 copias)
(GRIGSBY et al, 2010). Em um estudo com o HIV-1 foi observado que o nimero aumentado
de moléculas de Gag na producdo do virus pode interferir na infectividade da particula,
transmissdo e patogénese (CARLSON et al, 2008). Nos experimentos de MET e AFM ficou
evidenciada a alteracdo da morfologia da particula viral pelo tratamento com o miriadenolideo.
Visto que a proteina Gag é de fundamental importancia para a estruturacéo da particula, além
de orquestrar o brotamento e a liberacéo da particula, os dados apontam que a sua dindmica de
maturacgdo foi possivelmente alterada pelo o composto levando a produgédo de virus menores e,

possivelmente, defectivos, por defeito na morfogénese.
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Anélises das imagens de microscopia de forca atbmica permitiram observar a formacao de
matriz extracelular viral em torno das particulas virais, sendo este fato evidenciado pela
microscopia confocal onde se verifica regifes com concentracdo das proteinas estruturais, como
a p24, e regides com alta concentracdo da proteina p19. Nos experimentos com confocal foi
comprovada ainda a co-localizagdo com a proteina actina. Certamente que a partir da
complexidade do arranjo visualizado na AFM (figura 3.9) esta matriz deve ser formada por

maultiplas proteinas celulares e virais, dentre outras moléculas como os carboidratos.

No contexto da infeccdo pelo HTLV-1 o contato intercelular é essencial para a transmissdo
eficiente do virus (GRASSMANN et al., 2005; MATSUOKA, 2005). O contato célula-célula
ocorre pela polarizacdo do centro organizador dos microtubulos (MTOC), estabilizado por
moléculas celulares como a ICAM-1 (Molécula de adeséo intercelular 1), LFA1 (Antigeno de
funcdo associada ao linfécito 1) e pela proteina viral Tax, na regido intercelular, acarretando a
formagéo de uma sinapse viral. Segundo Nejmeddine e colaboradores (2009) a polarizagédo
sinérgica nas sinapses virais do HTLV-1 é dependente da presenca da proteina Tax associada
as regides do MTOC das células T infectadas, ativacdo da via CREB pela Tax e ativacdo da via
MEK/ERK através da ligagdo de ICAM-1 na superficie celular. Nesta sinapse, 0 RNA,
proteinas virais e a particula viral sdo transferidos para a célula-alvo (MATSUOKA et al., 2007;
MAJOROVITS et al., 2008; BRAND et al., 2009).

Recentemente a forma de transmissdo do HTLV-1 utilizando as sinapses virais foi mais bem
caracterizada e, foi descrito, uma estrutura celular de superficie complexa que protege a
particula do HTLV-1 durante a transmissdo célula-célula conhecida como tipo biofilme
(THOULOUZE, ALCOVER, 2011; PAIS-CORREIA et al, 2010). Pais-Correia e colaboradores
(2010) também descreveram que a estrutura tipo biofilme que o HTLV-1 produz durante o seu
brotamento, é formada por agregados ricos em glicoproteinas, que rapidamente adere a outra

célula durante o contato celular suportanto a transmisséo viral.

A transmissdo por contato célula-célula através de sinapse viral permite a efetiva transmisséo
do HTLV-1 e de outros virus como o HIV-1 (MALBEC et al., 2011). A transmisséo celula-
célula do HTLV-1 é efetivada em parte pela formacéo de pontes (conduits) celulares induzidas
pela proteina acessdria p8 (VAN PROOYEN et al., 2010). As pontes sdo finas extensfes de

membrana (~5 um) que podem ser formadas por consequéncia de uma protusao tipo filopodio
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em dire¢do a uma célula vizinha ou por deslocamento ap0s interacdo direta com a célula de
contato (GERDES et al., 2007; RUDNICKA et al., 2009).

A proteina acessoria p8 aumenta o nimero e 0 comprimento das pontes celulares, aumentando
assim, a comunicacgéo entre diferentes tipos celulares (SOWINSKI et al., 2008; WATKINS,
SALTER, 2005), desta forma é responsavel por um aumento de quatro vezes na transmissao do
HTLV-1 (MALBEC et al., 2011). Logo, as pontes celulares representam também uma forma
de transmissdo do HTLV-1 (VAN PROOYEN et al., 2010).
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3.6 CONCLUSAO

As células MT-2 e C91-PL analisadas pelo MET mostraram a producdo de particulas virais
com morfologia e tamanhos diferindo quando tratadas com o composto miriadenolideo em
comparagdo a amostra controle ndo tratada. As andlises quantitativas ndo demonstraram
diferenca expressiva entre a amostra tradada e néo tratada. As analises evidenciaram também
particulas virais em diferentes estagios de maturacao presentes em corpos vesiculares, incluindo

particulas ja envelopadas.

A microscopia de forca atdmica realizada em células MT-2 demonstrou quantitativamente e
gualitativamente a alteracdo morfologica de particulas do HTLV-1 tratadas com o
miriadenolideo. Por esta metodologia também foi observada que a superficie das células MT-2
tratadas e ndo tratadas apresentaram grande diferenca de topologia, podendo ser evidenciado
nas células ndo tratadas o biofilme induzido pelo virus na forma de uma complexa matriz

extracelular, fendbmeno ndo visualizado nas células tratadas.

Corroborando as analises da AFM, a microscopia confocal permitiu verificar a distribuicdo de
proteinas estruturais do virus (gp46, p24 e pl9) ao longo da membrana celular, em co-
localizagdo com a proteina actina do citoesqueleto. As proteinas gp46 e p24 apresentaram-se
com alguns pontos de localizacdo definidos, e, de maneira destacada, a proteina p19 mostrou
uma expressdo aumentada, igualmente distribuida ao longo da superficie celular, e, em longos

prolongamentos citoplasmaticos.

As andlises microscopicas trouxeram novas luzes ao presente estudo, contribuindo
enormemente na caracterizacdo dos fendmenos pds-tratamento com o miriadenolideo, e
permitiram demonstrar que o terpendide alterou a morfogénese das particulas virais, bem como
o biofilme viral, enfatizando a possibilidade de emprega-lo em futuros estudos para o

desenvolvimento de farmacos com atividades anti-HTLV-1.
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ANEXO 1- CONSENTIMENTO PARA PESQUISA LIVRE E ESCLARECILC

A pesquisa intitulada “Potencial anti-viral do composto terpénico Miriadenolideo para o retrovirus HTLV-1”, em
doadores de sangue da Fundacdo Hemominas e pacientes do Hospital Sarah Kubstchek, pretende estudar aspectos
clinicos e laboratoriais destes pacientes. Os objetivos do presente projeto séo:

1 — Esclarecer os riscos para a infecgdo e estudar a transmissdo desse virus entre familiares;

2 — Verificar se existem problemas de salide que possam estar relacionados com a presenca dele;

3 — Estudar o virus e sua forma de relacionar com a pessoa infectada para esclarecer como ele causaria estas
alteracdes.

Embora o HTLV-I/Il ndo seja um virus novo, sua descoberta é recente e muitos aspectos precisam ser
esclarecidos. Sabe-se que ele pode ser transmitido através de relagdes sexuais, agulhas e sangue contaminado e
aleitamento materno.

Procedimentos: Sua participagdo neste estudo tera as seguintes etapas:

1 — Entrevista individual em consultério para investigacdo da presenca de fatores de risco para a infeccdo
pelo HTLV-I/II.

2 — Exame clinico para avaliagdo do seu estado de saude, com possibilidade de encaminhamento para
especialistas se 0 medico achar necessario.

3 — Coleta de sangue da veia para exames laboratoriais (hemograma, pesquisa de linfocitos atipicos,
imunofenotipagem, PCR e outros testes especificos para estudo do virus); amostras serdo guardadas para o
caso de haver necessidade de repeticdo desses exames. A picada da veia para a coleta de sangue causa leve dor
local, podendo raramente haver inchacdo; as vezes, ocorre um pequeno sangramento.

4 — Exames laboratoriais (sangue, fezes e urina), se indicado pelo médico.

Os resultados deste estudo serdo mantidos sigilosos, podendo ser informados somente ao participante
e so serdo publicados em conjunto, ndo permitindo a identificacdo individual. O participante da pesquisa ou
seu responsavel legal tem garantia de quaisquer esclarecimentos, pelos pesquisadores responsaveis, antes e
durante o curso da pesquisa.

Eu consinto na minha participacdo na pesquisa descrita acima. Tenho liberdade de retirar o
meu consentimento em qualquer fase da pesquisa, caso ndo queira continuar participando da mesma.

Assinatura Data: / /
Representante legal:
Nome do participante:

Idade: DN: Estado Civil:
N.° Prontuério: N.° Pesquisa:
Naturalidade: Procedéncia:
Escolaridade: Profissao:
Endereco Residencial:
Rua: N.°
Bairro: Cidade:
Telefone:

Endereco/Telefone Profissional:

Pesquisador

Para contato com o pesquisador:
Edel Figueiredo Barbosa Stancioli - coordenadora - Telefone - 3409-2753
Camila Pacheco Silveira Martins- Telefone - 3409-2736

Comité de ética em pesquisa - COEP - Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005 Av. Antdnio
Carlos, 6627 - Pampulha. Fone: 3499-4592.
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ANEXO 2 — Aprovacéo pelo comité de ética da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 45/08

Interessado(a): Profa. Edel Figueiredo Barbosa Stancioli
Departamento de Microbiologia
ICB - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG ~ COEP aprovou, no
dia 2 de abril de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagio da
atividade antiviral, Imunomodulatéria e antioxidante dos
compostos polifendlicos quercetina e Kaempferol em cultura de
PBMC de pacientes infectados pelo HTLV-1" bem coma o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido

O refatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

Y=

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Ax. Free. Aol Covios, $627 - Diidade Adwinlivuting & - 2* cocker - Sl 2005 - Cop- 21270001 - RR-MG
Tabefax: (007) 30094802 - arail. copndarrg ubug by



ANEXO 3 — Aprovacado pelo comité de ética da Fundacdo HEMOMINAS

v b Cuie

Hersciompe 30 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
e s

HEMOMINAS

Belo Horizonte, 08 de agosto de 2019

OF 71/2011
Registro CEP/HEMOMINAS: 210

Prezada Senhora Pesquisatora, Edal Figueiredo Barbosa Stanciall

O adendo apresentado € o padioo de prorrogagic do projeto *Avaliagao da atividade
antiviral, imunomedulatdra e antioxidante dos compostos polfendlicos quarceling e
kaempferal em cultura de PBMC de pacientes infectados pelo HTLV-1T foram
aprovados pelo CEP Hamominas

Alenciosamens,

Ay SRRl
" Maisa Aparecida Ribairo
Coordenadora do CEP/Hemominas
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