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RESUMO

O Virus T-linfotropico Humano do tipo 1 (HTLV-1) é um retrovirus oncogénico que
pode levar ao desenvolvimento da leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL),
além de doencas neurodegenerativas, como mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM). O HTLV-1 é endémico em alguns paises como o Brasil, no Maranhdo a
prevaléncia varia entre 0,1-0,99%. O genoma do HTLV-1 apresenta em sua
extremidade 5’'LTR sitios promotores, como 0s elementos responsivos de Tax (TRE),
e codifica a proteina Tax, cuja funcdo e polimorfismos génicos estdo relacionados
com a patogénese da infeccdo e o quadro clinico dos portadores. Ademais a
interacdo entre Tax e TRE ativa a transcricdo dos elementos virais. Dessa forma,
este estudo tem como objetivo analisar regides promotoras e codificantes do
genoma proviral, sequéncias de LTR e do gene tax, a fim de conhecer as variantes
circulantes na regido e a possivel associacdo destas com doenca em pessoas
vivendo com HTLV. A partir de uma amostragem de conveniéncia, 9 individuos
positivos para o virus HTLV-1 foram incluidos neste estudo, 7 eram assintomaticos e
2 com HAM. A confirmacédo da infeccdo foi realizada pelos testes soroldgicos de
ELISA e Western Blot. O DNA proviral extraido foi utilizado para amplificacdo da
regido LTR, por nested PCR, e do gene tax, por PCR convencional, seguida de
sequenciamento de Sanger, as sequéncias obtidas foram alinhadas entre si e com a
sequéncia de referéncia ATK1 para avaliar a presenca de polimorfismos, e as
sequéncias de tax também foram utilizadas na construgcdo da arvore filogenética. O
alinhamento da regido promotora das 9 sequéncias de LTR identificou a presenca
dos polimorfismos A125G (7/9 amostras) e G174A (7/9 amostras) na primeira e
segunda repeticdo de TRE, respectivamente. O alinhamento das 7 sequéncias
parciais da regido tax revelou a presenca dos polimorfismos C7897T, C7959T e
G8208A (7/7 amostras), T7891C (5/7), C7930T (1/7). As trocas de nucleotideos
C7959T e GB208A resultam em mutagdes ndo sindbnimas e conduzem as trocas de
aminoacidos A—V e S—N, que ocorrem nos dominios de ativacdo da via NF-kB e
proteina CREB presentes na proteina Tax, respectivamente. A presenca dos
polimorfismos encontrados estdo associadas ao genoétipo transcontinental
cosmopolita taxA, revelado pela filogenia. Quando comparada a presenca dos
polimorfismos entre os portadores assintomaticos e com HAM, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Avaliando frequéncias dos polimorfismos em ambas a
regides estudadas, € possivel observar uma maior frequéncia dos polimorfismos
A125G e G174A nas amostras com os polimorfismos presentes em tax. A analise
das regides LTR e tax demonstrou a presenca de polimorfismos que podem
influenciar na dinamica de ativacdo da regidao promotora do genoma proviral, bem
como interferir em vias que podem levar ao desenvolvimento de patologias
relacionadas ao virus. Além disso, os polimorfismos encontrados na regido tax sao
caracteristicos no Brasil, padréo esse decorrente da entrada do virus no pais que se
deu, em maioria, pelo trafico de pessoas escravizadas do continente africano e
refletindo no gendtipo encontrado. O achado destes polimorfismos também agrega
aos restritos dados moleculares disponiveis na literatura para melhor compreensao
da diversidade viral, suas implicagBes epidemiolégicas e clinicas.

Palavras-chave: Caracterizagdo Molecular. Mutagdes. Regido LTR. Regi&o tax



ABSTRACT

Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is an oncogenic retrovirus that can lead
to the development of adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) and
neurodegenerative diseases such as HTLV-1-associated myelopathy (HAM). HTLV-1
Is endemic in certain countries, including Brazil, where prevalence rates in Maranh&o
range between 0.1%-0.99%. The HTLV-1 genome contains promoter sites in its
5LTR region, such as Tax-responsive elements (TRE), and encodes the Tax protein,
whose function and genetic polymorphisms are associated with infection
pathogenesis and the clinical outcomes of carriers. Moreover, the interaction
between Tax and TRE activates the transcription of viral elements. Thus, this study
aims to analyze the promoter and coding regions of the proviral genome, LTR
sequences and the tax gene, to identify circulating variants in the region and their
possible association with disease in individuals living with HTLV. Using a
convenience sampling approach, nine HTLV-1-positive individuals were included in
this study: seven asymptomatic carriers and two with HAM. Infection confirmation
was performed through ELISA and Western Blot serological tests. Extracted proviral
DNA was used for nested PCR amplification of the LTR region and conventional
PCR for tax, followed by Sanger sequencing. The obtained sequences were aligned
with each other and with the ATK1 reference sequence to assess the presence of
polymorphisms, and the tax sequences were also used for phylogenetic tree
construction. Alignment of the promoter region of the nine LTR sequences identified
the presence of polymorphisms A125G (7/9 samples) and G174A (7/9 samples) in
the first and second TRE repeats, respectively. Alignment of the seven partial tax
sequences revealed the presence of polymorphisms C7897T, C7959T, and G8208A
(7/7 samples); T7891C (5/7); and C7930T (1/7). The nucleotide substitutions C7959T
and G8208A resulted in nonsynonymous mutations leading to amino acid changes
A—V and S—N, occurring in the NF-kB pathway activation and CREB protein
domains of the Tax protein, respectively. The presence of these polymorphisms was
associated with the transcontinental cosmopolitan taxA genotype, as revealed by
phylogenetic analysis. When comparing the occurrence of polymorphisms between
asymptomatic carriers and individuals with HAM, no statistically significant difference
was observed. Evaluating polymorphism frequencies in both studied regions, A125G
and G174A were more frequent in samples that also carried polymorphisms in tax.
The analysis of LTR and tax regions demonstrated the presence of polymorphisms
that may influence the activation dynamics of the proviral genome promoter region,
as well as interfere with pathways leading to HTLV-related diseases. Furthermore,
the identified tax polymorphisms are characteristic of Brazil, a pattern shaped by the
introduction of the virus into the country, primarily through the transatlantic slave
trade from Africa, which is reflected in the observed genotype. The identification of
these polymorphisms contributes to the limited molecular data available in the
literature, enhancing the understanding of viral diversity and its epidemiological and
clinical implications.

Keywords: Molecular characterization. Mutations. LTR region. tax region.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicio mundial do virus HTLV-1 em estudos realizados com
populacdes gerais. Fonte: Legrand (2022)............uuuuuuimmiimimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieeee 24
Figura 2. Estrutura morfologica do virus HTLV. Fonte: Olindo e Jaennin (2014). ....29
Figura 3. Organizacdo genbmica do virus HTLV. Matriz (MA); capsideo (CA);
nucleocapsideo (NC); transcriptase reversa (TR); integrase (IN); proteina de
superficie (SU); proteina transmembrana (TM). Fonte: Adaptado de Olindo e Jaennin
20 PRSP 30
Figura 4. Representacao esquematica dos elementos responsivos de Tax (TRES) do
HTLV-1. (A) A subregido U3 da 5'LTR é considerada como uma regido promotora do
genoma proviral, onde é abrigada elementos essenciais para o inicio da transcri¢ao;
(B) Um dos principais elementos presentes nessa regido sao as TREs, que
constituem de trés repeticdes de 21 pb, cada uma dividida em trés dominios (A, B e
C), localizados a jusante da TATA box; (C) Em cada repeticdo é formado um
complexo constituido de fatores de transcricdes celulares recrutados pela proteina
viral Tax. O fator CREB se liga ao dominio B, também conhecido como CRE viral
(VCRE). Os dominios A e C séo utilizados como apoio para a proteina Tax, e assim,
estabilizar o complexo de transcricdo. Fonte: Elaborado pelo préprio autor. ............ 34
Figura 5. Etapas do ciclo de replicacdo do virus HTLV. Fonte: Adaptado de
Machado €t @l (2022). ......ueueiiiiiiiiiiiieiii e 36
Figura 6. Distribuicdo geografica dos sete principais genoétipos do HTLV-1 (a-g) e

dos subgrupos do genétipo Cosmopolita. Fonte: Adaptado de Afonso, Cassar e

GESSAIN (2019). e 39
Figura 7. Linfécitos T multinucleados com aspecto de flor, caracteristica de
pacientes com ATLL. Fonte: John, Abdullah, John (2020).........cccccceeeiiiiieiiiiiiiiinn. 42

Figura 8. O papel de Tax e HBZ na regulacdo da expressdo de genes virais e do
hospedeiro. A interacdo dessas proteinas com a célula pode levar a estados
sintomaticos como HAM ou ATLL. Fonte: Adaptado de Miura, Naito e Saito (2022).

Figura 9. Representagdo esquematica das principais funcdes da proteina viral Tax.
Essa proteina é transcrita a partir do genoma proviral e atua interferindo em algumas
vias celulares. Tax recruta fatores transcricdo, como a proteina CREB, e assim
estimula a tran cricdo de genes do hospedeiro e do virus. A proteina Tax também

estimula de forma positiva a via NF-kB, ocasionando a producgao de citocinas que



estimulam a proliferacdo celular e quimiocinas pro-inflamatérias, que contribuem
para a progressao da HAM. Aléem da HAM, a proteina Tax interfere em fatores que
podem levar ao desenvolvimento da ATLL, como inibir a atividade a proteina p53 e
ativar a hTERT. Fonte: Elaborado pelo proprio @utor. ...........occcuvvieieeeeeeenniiiiiiiieeeeennn 45
Figura 10. Fluxograma das etapas metodoldgicas seguidas por este trabalho. Foram
utilizadas 9 amostras positivas para HTLV tipo 1 confirmadas pelos testes
sorologicos de triagem e confirmatério. O material genético foi obtido a partir da
extracdo de DNA do buffycoat das amostras coletadas. Esse material foi utilizado
para os testes moleculares dos alvos de INtEreSSe. .......cceevvveeeeiveeiiiiiiie e, 53
Figura 11. Eletroforese da PCR realizadas para a amplificacdo das regides de
interesse utilizando os iniciadores TAX. Altura das bandas de interesse identifica por
1<) - PP 62
Figura 12. Arvore filogenética construida pelo método Neighbor Joining utilizando o
software Geneious Prime v2014 com 483 pb da regido tax do HTLV-1 de 41
amostras provenientes do GenBank e 7 amostras deste estudo (destacadas em
negrito). O HTLV-1b (M67514.1) foi utilizado como grupo externo. ...........cccceevvvnnnnn. 66



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Polimorfismos na regido tax do genoma do HTLV-1 descritos na literatura.

Tabela 2. Alinhamento dos Elementos Responsivos de Tax | e Il entre as amostras
obtidas neste estudo e a sequéncia de referéncia ATKL. ........cooovvviiiiiiiiiiiieiiiinnnnnnn. 63
Tabela 3. Sequéncia de maior similaridade encontrada no BLAST de cada amostra
ESEE ESTUUO. ..o 64
Tabela 4. Alinhamento das sequéncias parciais da regido tax obtidas neste estudo
comparadas a sequéncia de referéncia ATKL........ooooiriiiii, 65
Tabela 5. Presenca dos polimorfismos encontrados nos TREs e no gene tax entre
0s grupos de portadores assintomaticos (PA) e sSintomaticos. .........cccoeeeeeeevvvevvvnnnnnn. 67
Tabela 6. Frequéncia das mutacbes da regido tax em comparacdo com

polimorfismos encontrados Na regidio LTR. .........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 68



INDICE DE QUADRO

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados na qPCR para diagnéstico molecular.

Quadro 3. Sequéncia de primers utilizados na nested PCR para a regidao 5'LTR ....57
Quadro 4. Sequéncias de primers utilizados na PCR para sequenciamento. .......... 58

Quadro 5. Caracteristicas e diagndéstico de HTLV-1 na populacédo estudada. ......... 61



AP-1
ATLL
ATLV
AZT
BLAST
CBP
CRE
CREB
CT
CTLs
DO
GLUT-1
HAM
HSPG
hTERT
HTLV-1
HTLV-2
IFN-y
ISTs
LTR

ML

MS
NCBI
NF-kB
NJ
NRP-1
OMS

LISTA DE SIGLAS

Proteina Ativadora 1

Leucemia/Linfoma de células T do adulto
Virus da Leucemia de Células T do Adulto
Zidovudina

Basic Local Alignment Search Tool
Proteina de ligacdo ao CREB

Elemento responsivo CAMP

Elemento de Resposta cAMP (CREB)
Cycle threshold

Células T citotdxicas

Densidade optica

Transportador de Glicose 1

Mielopatia associada ao HTLV-1

Sulfato de Heparano Proteoglicano
Transcriptase Reversa da Telomerase
Virus T-linfotrépico Humano do tipo 1
Virus T-linfotropico Humano do tipo 2
Interferon-y

InfeccBes Sexualmente Transmissiveis
Longas Terminacdes Repetidas
Maximum Likelihood

Ministério da Saude

National Center for Biotechnology Information
Fatores Nucleares kB

Neighbor Joining

Neuropilina 1

Organizacdo Mundial da Saude



ORFs
PA

PB
PVHTLV
gPCR
SUS
TAE
TCLE
TN
TNF-a
TRE
Treg
TSS
VCRE

Quadros de Leitura Aberta
Portadores assintomaticos
Pares de bases

Pessoa vivendo com HTLV
PCR em tempo real

Sistema Unico de Saude
Tris-Acetato-EDTA

Termo de Consentimento Livre Esclarecido
Tamura-Nei

Fator de Necrose Tumoral-a
Elementos Responsivos da Tax
Células T Regulatérias

Sitio de inicio da transcricdo

CRE viral



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt ettt et e ettt et e st e aeesteenaeseeanes 19
2. REREFENCIAL TEORICO.......ciiiiiiieeieee e ee e e ettt sttt 22
2.1 HIiStOrICO € UESCODEITA. .....ceeiieeiiiiiiiiie et 22
pZ 2 =1 o110 [=T0 0T To] (oo - U PSS 23
2.3 Politicas publicas para HTLV N0 Brasil ...........cooovvviiiiiiiie e, 26
2.4 TIANSIMISSAD ...eeieieiiiiiiitie ettt e e e e ettt e e e e e et r et e e e e e e e s e bbb e e et e e e e e e s s nnnnreeeeeeeas 27
2.5 Morfologia e estrutura gendmica do HTLV ... 28
2.6 Regulacdo da expressao do genoma Proviral ..........cccoeeeeeeeeeeeeiieiinneeeeeeeeeeeiinnnnnns 32
2.7 Ciclo de replicag8o € diSSEMINAGAOD ........cceeeeeeeeeeeeeeee e 36
2.8 Epidemiologia MOIECUIAN ..........cooeeiieeeeee e 38
2.9 Patologias associadas a0 HTLV ... 40
2.10 O papel da Tax na patogénese da iNfECCAO ..........ceeveeeeeeieiiiieeeeeeeee e 43
9.11 Polimorfismos genéticos N0 genoma Proviral ..........ccccooeecevvieieieeeeene i 46
3. OBUIETIVOS ettt e et e e e aee 50
R 1= - | TP PP PP PPPPPPPP 50
A S o= Tox o] o 1SS 50
4. MATERIAIS E METODOS ..ottt et eae e 51
4.1 Caracterizacdo do estudo, amostras € CrtEriOS ........cevvvvveeeiiiieeieieieieeieeeeeeeeeeeeeen 51
4.2 ASPECIOS BLICOS ... .oiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e 54
4.3 Diagnostico sorol0gico para HTLV ... 54
4.4 EXIrag8o 08 DNA.. ..o 55
4.5 Confirmagao MOIECUIAT...........ccooiiiiiiiiiee e 55

4.6 Amplificacdo e sequenciamento da regido 5’LTR .........cceeiviiiiiiiiiiiiiiiiee e 56



4.7 Amplificacdo e sequenciamento do gene tax do HTLV-1.........cocovvvvviiiiiienneeennn. 57

VI =To [ o= ToJo Fo TR oT=To [ T=T g (o3 - T 58
4.9 Andlise da presenca de polimorfiSMOS..........couvuiiiiiiiii i 58
4.10 Construcao da arvore filogenética - Genotipagem da regido tax....................... 59
4.11 ANAIISE ESLALISTICA ... e e ettt 60
5. RESULTADOS . ..ttt e e et e e e e e et e e e e eeaa e aeees 61
5.1 Ocorréncia da infec¢ao pelo HTLV-1 em amostras coletadas em Séo Luis ....... 61

5.2 Os Elementos Responsivos de Tax apresentam-se integros na regido 5'LTR do
genoma proviral de isolados do eStado...........ccooeeeeeieeeeeeeee 62

5.3 Variantes de tax presentes no estado alteram aminoacidos em dominios

funcionais da ProteiNa TaAX ......ccovviiiiiiiiii e e e e e e e e eeanaes 64
5.4 Mutacdes no gene tax refletem ao grupo monofilético taxA..............cceevvvvivvnnnnnn. 66

5.5 Perfil de Polimorfismos Genéticos entre Grupos Clinicos de PVHTLV do estado

.................................................................................................................................. 67
B. DISCUSSAD .....uiiiiiiieieieieeiee ettt sttt s et s s s e s e e e e e 69
7. CONCLUSAO ...ttt 77
8. REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt 78
9. MATERIAL SUPLEMENTAR. ...t 107
9.1 QUAIO SUPIEMENTAN ... 107
9.2 Figura SUPIEMENLAr L .......ouuiiiiiieeeeeeee e e e e e e 109
9.3 Figura SUPIEMENLAT 2 ......oviiiiii e e e e e e 110
L1O. ANEXOS ..ottt e e e e e e e e e e e eeaans 111
10.1 Termo de Consentimento Livre Esclarecido (ANEXO 1) .......ccccoevveivviiiieenennnnn. 111
10.2 Questionario socioepidemioldgico (ANEXO 2) ......covvviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 113

10.3 Parecer do comité de ética (ANEXO 3) ....oiiiiiiiiiiiiiiiee e 114



19

1. INTRODUCAO

Os Virus T-linfotropico Humano do tipo 1 (HTLV-1) pertencem a familia
Retroviridae, subfamilia Oncovirinae, género Deltaretrovirus. Possuem esses nomes
por apresentarem tropismo preferencial pelas células do sistema imune humano
conhecidas como linfocitos T CD4+ (Martinez; Al-Saleem; Green, 2019).

O HTLV-1 é um virus com potencial carcinogénico por estar associado a
manifestacbes agressivas de leucemial/linfoma de células T do adulto (ATLL), as
quais sdo dificilmente trataveis resultando em uma sobrevida média de um ano
destes pacientes (Oliveira et al., 2016; Tagaya; Gallo, 2017). Além disso, o virus
também esta relacionado ao desenvolvimento de uma doenca neurodegenerativa, a
mielopatia associada ao HTLV (HAM), os portadores apresentam um quadro
inflamatorio debilitante que leva a alta morbidade e mortalidade (Enose-Akahata;
Jacobson, 2019).

A transmissdo pode ocorrer pelas vias verticais e horizontais, assim como
em outras Infec¢Bes Sexualmente Transmissiveis (ISTs). A via vertical ocorre a partir
da transferéncia do virus de uma mae portadora para o filho, isso pode ocorrer
durante o parto ou amamentacédo. A transmissao horizontal ocorre por contato direto
com uma pessoa portadora, podendo acontecer devido a transfusfes sanguineas,
objetos perfurocortantes e relacdes sexuais desprotegidas. Todas as vias favorecem
a manutencao da circulacdo do virus na sociedade (Kalinichenko; Komkov; Mazurov,
2022).

O Brasil é considerado um pais endémico para HTLV com aproximadamente
1,5 milhdes de pessoas vivendo com o HTLV (PVHTLV) (Legrand et al., 2022). O
Maranhdo figura entre os estados com maior endemicidade para o virus, tendo
estudos realizados em doadores de sangue e gestantes, que encontraram
prevaléncias entre 0,1-0,7% (Mendes et al., 2020; de Souza et al., 2012; Viana et al.,
2014). Esses dados demonstraram a transmissdo e manutengédo desse virus dentro
da populacdo maranhense. No entanto, careciamos de dados no que se refere a
situacao desta infec¢cdo na populagao geral Maranhense e em povos tradicionais.

Para suprir as informacdes acerca do virus na regido, nosso grupo de

pesquisa integrou um projeto multicéntrico, iniciado em meados do ano 2020 e
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coordenado pelo Laboratério de Virologia da Universidade Federal do Para (UFPA),
buscando preencher as lacunas acerca da prevaléncia deste virus em estados do
Norte, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil. No Maranhdo a sede do projeto foi o
Laboratorio de Genética e Biologia Molecular — UFMA, e estudos foram realizados
na capital e com populacées de diversas cidades do interior do estado, assim foi
iniciada uma nova linha de pesquisa em HTLV no estado.

Por meio destes trabalhos foram realizadas dissertagcdes de mestrado,
monografias de graduacgdo e iniciagcdes cientificas que demonstraram prevaléncias
de 0,81% na populacéo geral urbana de Séo Luis e de 0,99% em uma comunidade
quilombola de Itapecuru-Mirim (MA) (Mohana, 2023; Sousa, 2024). Além disso,
foram encontrados fatores demogréficos associados a infec¢do na populacdo, como
renda familiar baixa e naturalidade no interior do estado. Nesse sentido, alguns
fatores de risco foram identificados, principalmente historico prévio de IST. O autor
desta dissertacdo por meio de iniciacdo cientifica e da monografia de graduacao
também identificou que a idade elevada é um fator de risco para a infeccéo, e por
ISSO, 0s idosos necessitam de mais atengao.

Estudos epidemioldgicos sédo fundamentais para compreender o
comportamento do HTLV na populagdo. Contudo, ainda havia a necessidade de
ampliar o conhecimento sobre os aspectos genéticos e a patogénese desse
patégeno, que, até entdo, ndo haviam sido descritos no estado do Maranhao. Com
base nessa lacuna, por meio do apoio da FAPEMA, o grupo de pesquisa deu
continuidade as investigacdes relacionadas ao HTLV, originando esta dissertacao de
mestrado.

O desenvolvimento das patologias associadas a infeccao pelo HTLV-1 ainda
€ objeto de estudo. Trabalhos sugerem que o0s aspectos genéticos do virus
desempenham um papel crucial nas diferentes manifestacdes clinicas observadas
(Cucco et al., 2021). A proteina Tax, transcrita a partir do genoma proviral, exerce
uma funcdo fundamental tanto no estabelecimento da infeccdo quanto na
progressdo para patologias (Enose-Akahata; Vellucci; Jacobson, 2017; Mohanty;
Harhaj, 2020a). Isso ocorre devido a sua capacidade de interferir em vias celulares

essenciais. Além disso, Tax potencializa a transcricdo do genoma proviral ao se ligar
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a regibes promotoras especificas, conhecidas como elementos responsivos de Tax
(TRES), localizadas na por¢cao 5’LTR do genoma viral (Currer et al., 2012).

Sabe-se que o efeito de alteragbes no genoma do HTLV ainda ndo esta
completamente elucidado. Variantes do virus podem desempenhar um papel
importante nos mecanismos da patogénese, contribuindo para o desenvolvimento
das diferentes manifestacées clinicas da infeccdo. Como exemplo, a mutacdo
C7959T na regido tax, que vem sendo descrita na literatura com mais frequente em
portadores com HAM (Lima et al.,, 2024). Dessa forma, identificar e caracterizar
marcadores prognadsticos na populacdo é essencial para prever a evolucao clinica e
desenvolver estratégias eficazes de prevencdo e manejo clinico dos portadores.

Tendo em vista esses fatores e a necessidade de ampliar o conhecimento
no estado, esta dissertagcdo conduziu um trabalho de avalicdo das regides TREs e
tax do genoma proviral, além de associar polimorfismos encontrados as
manifestacdes clinicas. Com a leitura deste trabalho é possivel encontrar uma vasta
revisdo de literatura sobre HTLV e os principais pontos aqui estudados, além de
resultados inéditos acerca deste patégeno no Maranhé&o.
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2. REREFENCIAL TEORICO

2.1 Histo6rico e descoberta

O virus T-linfotrépico humano foi o primeiro retrovirus humano a ser
identificado, em 1980, quando pesquisadores americanos relataram o isolamento
desse virus a partir da andlise dos linfocitos de um paciente com suspeita de linfoma
de células T cutaneo, e entdo foi denominado como HTLV (Poiesz et al., 1980).
Concomitante a essa descoberta, no Japao, a partir de uma linhagem de células
humanas identificaram a presenca de um retrovirus, o virus da leucemia de células T
do adulto (ATLV) (Yoshida; Miyoshi; Hinuma, 1982). Ao comparar os perfis
moleculares e bioldgicos dos virus isolados nessas diferentes abordagens, foi
constatado que ambos se referiam ao mesmo agente infeccioso, o que consolidou a
nomenclatura HTLV para designar o virus (Watanabe; Seiki; Yoshida, 1984).

Pouco tempo apés a descoberta do HTLV-1, pesquisadores identificaram um
novo tipo viral, o HTLV-2, isolado inicialmente de um paciente com leucemia de
células pilosas, também conhecida como tricoleucemia (Kalyanaraman et al., 1982).
Embora sua identificacdo tenha ocorrido num contexto clinico relacionado a uma
doenca hematoldgica, estudos subsequentes indicaram que a associacdo entre 0
HTLV-2 e a manifestacdo de leucemia ndo € consistente nem tao evidente quanto
no caso do HTLV-1, portanto € considerado pela literatura como assintomatico
(Martinez; Al-Saleem; Green, 2019b; Stufano et al., 2021).

No Brasil, o HTLV-1 foi descrito pela primeira vez em 1986 em uma
comunidade de migrantes japoneses residentes em Campo Grande, no Mato Grosso
do Sul, onde foi encontrada uma soroprevaléncia de aproximadamente 13%, com a
maioria dos individuos oriundos de Okinawa no Japéao (Kitagawa et al., 1986).

Paralelo ao periodo em que o HTLV estava sendo descrito, 0s primeiros
casos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foram registrados em 1981.
Dois anos depois, em 1983, identificou-se que o agente etiolégico dessa sindrome
era outro retrovirus humano, inclusive inicialmente chamado de HTLV-IIl, mas que
por fim foi nomeado como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), (Broder; Gallo,
1984). Embora o HTLV tenha sido descoberto primeiro, o HIV acabou se tornando

mais conhecido devido ao seu impacto epidemiologico e clinico, pois o virus se
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espalhou rapidamente e a AIDS apresentava alta mortalidade, em uma época em
gue nao havia tratamento disponivel, levando assim a uma pandemia (de Cock;
Jaffe; Curran, 2021).

Na primeira metade dos anos 2000, foram identificados os tipos HTLV-3 e
HTLV-4, ambos descobertos em 2005 em regides isoladas da Republica de
Camardes, na Africa Central. Esses tipos foram detectados pontualmente em
cacadores de animais silvestres, e ndo foram relacionados a nenhuma manifestacao
clinica, desde entéo, esses foram o0s Unicos casos relatados (Calattini et al., 2005;
Wolfe et al., 2005).

2.2 Epidemiologia

Acredita-se que o HTLV-1 tenha se originado no continente africano, onde
evidéncias filogenéticas e epidemiolégicas apontam para uma longa histéria com
mais de 50 mil anos de infeccdo em populacbes humanas e simios (Van Dooren;
Salemi; Vandamme, 2001). A medida que os primeiros grupos humanos migraram
para outras regides do planeta, o virus se espalhou e se estabeleceu em focos
endémicos notaveis, entre eles, a Africa Central, o Sudoeste do Jap&o, e até mesmo
entre os aborigenes australianos (Einsiedel et al., 2016; Gessain et al., 2023; Sagara
et al., 2018). Essa disseminacdo ndo ocorreu apenas por migracdes pré-historicas,
mas também foi reforcada por fluxos histéricos, como o trafico de pessoas
escravizadas, que contribuiu para a propagacao do HTLV-1 em populagdes com
forte influéncia africana, como o Brasil (Ishak et al., 2020a). Em contraste, o HTLV-2
€ encontrado predominantemente em populacdes nativas do continente americano,
sugerindo que esse tipo acompanhou as primeiras ondas migratorias que
colonizaram as Américas, via Estreito de Bering (Ishak et al., 2020a; Switzer et al.,
1996; Vallinoto et al., 2002). Dessa forma, 0os movimentos migratorios foram
fundamentais para a distribuicdo e os diferentes focos de prevaléncia do HTLV no
mundo.

Devido a origem e disseminag¢do do HTLV pelo globo ao longo da historia, o
HTLV-1 possui uma distribuicdo geografica heterogénea. E endémico no sudoeste
do Jap&o, em partes da Africa (Benin, em Camardes, na Guiné-Bissau), nas ilhas do
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Caribe e na América do Sul, chegando a apresentar uma prevaléncia de 10% em
algumas dessas regides (Figura 1). A infeccdo pelo HTLV-2 é endémica em
populacées nativas americanas e em usudrios de drogas intravenosas em todo o
mundo (Gessain; Cassar, 2012; Legrand et al., 2022). Os estudos epidemioldgicos
do HTLV tendem a se concentrar em grupos especificos, como gestantes, doadores
de sangue e portadores com alguma IST preexistente, portanto o nimero real de

portadores do HTLV permanece desconhecido.
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Figura 1. Distribuicho mundial do virus HTLV-1 em estudos realizados com
populacdes gerais. Fonte: Legrand (2022).

O Japédo é um dos paises mais endémicos para o HTLV-1, atingindo uma
soroprevalécia de 37%. O numero de portadores tende a ser maior na regiao
sudoeste, atingindo principalmente idosos e mulheres. A ilha de Kyushu-Okinawa
apresenta os indices mais elevados do pais, possuindo cerca de 45% de todos os
portadores (lwanaga, 2020; Satake; Yamaguchi; Tadokoro, 2012).

O HTLV apresenta uma alta prevaléncia em paises das regibes central e

ocidental do continente africano. Guiné-Bissau € o pais de maior endemismo da
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regido ocidental, um estudo feito nos anos 2000 reportou uma prevaléncia de 3,6%,
e nha regiao rural de Cai6é esse numero subiu para 5,9% (Larsen et al., 2000; van
Tienen et al., 2010); estudos mais recentes apresentaram uma prevaléncia de 2,8%
em populacdes urbanas (Jensen et al., 2019). No Gab&o, Africa Central, em uma
populacao rural foi encontrada uma prevaléncia de 8,7% com um aumento em
mulheres e pessoas com idades avancadas (Djuicy et al., 2018).

A regido caribenha também é endémica para o HTLV e possui alguns paises
em que a populagdo é majoritariamente de origem africana. A Jamaica, apresenta
uma prevaléncia entre 6,1 e 7,0%, e ao contrario de outras areas, os portadores
foram em sua maioria do sexo masculino (Manns et al., 1993; Murphy et al., 1991,
Oliveira; de Carvalho; Bittencourt, 2016). Em relacdo a Trinidad e Tobago, a
diversidade racial € mais heterogénea e a soroprevaléncia € de aproximadamente
6% (Manns et al., 1993).

Outra area com um grande endemismo para o HTLV é a América do Sul
(Gessain; Cassar, 2012; Legrand et al., 2022). Um estudo realizado na populacao
geral de Tumaco na Coldombia obteve uma prevaléncia de 2,8% (Truijillo et al., 2009);
em doadores de sangue do Peru e Chile a prevaléncia foi de 3,4% e 1,24%,
respectivamente (Ramirez-Soto; Huichi-Atamari, 2018; San Martin et al., 2016).

E estimado que o Brasil possua aproximadamente 1,5 milhdes de PVHTLYV,
assumindo assim o posto de um dos paises mais endémicos (Rosadas et al., 2018).
Na maioria dos estados da regido Norte poucos estudos tém sido realizados no
sentido de descrever a real prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1, sendo boa parte
desses estudos realizados em bancos de sangue. O Maranhdo tem sido
considerado um dos estados brasileiros com maiores nimeros de casos de infeccao
pelo HTLV-1 (Ishak; Ishak; Vallinoto, 2020).

Em relacdo a capital Sdo Luis, um estudo realizado com doadores de sangue
encontrou uma prevaléncia de 0,15% em um estrato de 165.000 testados (Viana et
al., 2014). Além disso, mulheres gravidas também foram alvo de estudos, sendo
descrita uma prevaléncia de 0,38%-0,7% (Mendes et al., 2020; Souza et al., 2012).
Em relagdo a populacdo geral, na capital uma recente analise epidemiolégica

estratificada, incluindo todas as faixas etaria, mostrou a prevaléncia de 0,81%
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(Mohana, 2023), e no interior do estado, em uma comunidade quilombola foi
observada a prevaléncia de 0,99% (Sousa, 2024).

A soroprevaléncia do HTLV-1 possui uma tendéncia a aumentar conforme a
faixa etaria e é normalmente mais frequente no sexo feminino. Em adultos, a
prevaléncia é estimada em pelo menos 1-2%, entretanto em pessoas com idade
superior a 50 anos, como os idosos (= 60), esses numeros podem chegar a 20-40%

em alguns grupos com alta taxa de endemismo (Gessain; Cassar, 2012).

2.3 Politicas publicas para HTLV no Brasil

O HTLV vem sendo tratado como uma infeccdo negligenciada,
principalmente por estar mais presente nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (Garcia; Hennington, 2019). Além disso, a grande quantidade de
assintomaticos e o dificil acesso aos testes permite com que a transmissdo aconteca
de forma despercebida, dificultando o trabalho dos profissionais de saude e um
levantamento epidemiolégico detalhado. Essa lacuna impacta na implementacédo de
politicas publicas associadas a esse virus, politicas essas que vém sendo adotadas
nos ultimos anos no Brasil (Rosadas et al., 2021).

Algumas politicas de controle da infeccdo dos virus HTLV-1/2 no Brasil
foram adotadas desde os anos 90. Primeiramente, houve a implementacdo da
triagem para o HTLV nas bolsas de sangue em 1993 e em receptores e doadores de
orgados essa pratica foi adotada em 2009. Para suprir a auséncia de informacéo
quanto ao manejo de pacientes com HTLV, em 2003 o Ministério da Saude (MS)
realizou a primeira publicacdo do primeiro protocolo para manejo clinico desses
pacientes, o segundo foi publicado em 2013 e o terceiro em 2021. Um decreto
ministerial de 2016 regulamentou os testes confirmatérios para pessoas com ATLL,
além disso, foi liberado o uso de Zidovudina (AZT), um farmaco antirretroviral muito
utilizado no tratamento de pessoas com HIV. Como estratégia para prevenir a
transmissao vertical, 0 MS recomenda desde 2021 o uso de cabergolina e formula
lactea. O sucesso da implementacgéo de estratégias nos ultimos anos se deu devido
a integracao e responsabilidade do HTLV ao Departamento de Doengas Cronicas e
IST (Miranda et al., 2022).



27

Um dos desafios enfrentado no combate a esse virus, é a disponibilidade de
centros especializados para pacientes com HTLV. Segundo o MS, existem 33
centros meédicos especializados no pais divididos em servigos publicos e privados,
entretanto, menos da metade dispbe dos servicos adequados para um melhor
acolhimento as PVHTLV. O Maranhao dispde de um centro especializado, o Hospital
Getulio Vargas em Séao Luis. Além disso, esses centros ndo apresentam uma
distribuicdo abrangente e se concentram nas capitais dos estados (Miranda et al.,
2022).

Baseado no que se sabe acerca do diagndstico de HTLV, outra dificuldade
encontrada é o acesso aos testes confirmatorios pelo sistema publico. Devido ao
decreto de 2016, esses testes estdo disponiveis para a populacdo geral, somente
para aqueles com suspeita de ATLL; vale ressaltar que os hemocentros ndo séo
obrigados a realizarem os testes confirmatérios (Miranda et al., 2022). Ademais, uma
forma de prevenir a transmisséo vertical do HTLV é pela testagem de gestantes
durante o pré-natal, sendo assim, recentemente o MS publicou a portaria
SECTICS/MS N° 13/2024, que torna publico a decisdo de incorporar no SUS para a
deteccdo pré-natal da infeccdo pelo HTLV-1/2 em gestantes. Além disso, somente
também em 2024, através de outra portaria, o HTLV foi incluido na lista de agravos
de notificacdo compulséria (GM/MS N° 3.148).

2.4 Transmissao

A transmissdo do HTLV-1 para um individuo ndo infectado ocorre pelo
contato célula-célula via verticalmente, sexualmente ou por exposicdo a sangue
contaminado. Tendo como as possiveis vias de transmissao a transfusdo de sangue,
compartilhamento de seringas e de agulhas contaminadas, contato sexual
desprotegido, transmissao mae/filho, durante a gravidez, pelo parto e aleitamento
materno (Kalinichenko; Komkov; Mazurov, 2022).

Varios fatores de risco tém sido associados a transmissédo do HTLV e estéo
relacionados a outras infecgbes sexualmente transmissiveis (ISTs), como o HIV. O
comportamento sexual pode ser um desses fatores, visto que, relacdes sexuais

desprotegidas, multiplos parceiros e feridas genitais facilitam a transmissdo do HTLV
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(Kalinichenko; Komkov; Mazurov, 2022). A presenca maior do virus no sexo feminino
ocorre, pois, a transmissdo entre parceiros sexuais de sexos opostos € mais
eficiente do homem portador para a mulher saudavel, com uma taxa de
aproximadamente 60% (Bandeira et al., 2018; Kajiyama et al., 1986). Além do
comportamento sexual, o compartilhamento de objetos perfurocortantes também
esta associado com essa disseminacdo, como 0s usuarios de drogas, um grupo de
risco em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (Paulino-Ramirez et al., 2019).

A transmissdo vertical pelo aleitamento se d& pela presenca de linfocitos
infectados no leite materno de uma mée portadora, a quantidade desses linfocitos é
reflexo da carga proviral (Rosadas; Taylor, 2019). Esse risco pode aumentar com um
maior tempo de amamentacdo, podendo chegar a 30% de chance. E estimado que
no Brasil haja pelo menos 2.600 novos casos por ano de HTLV originado pelo
aleitamento (Rosadas et al., 2018).

A transfusdo sanguinea também € um fator de risco para a infeccdo do
HTLV. No entanto, desde 1993 o Brasil adotou o teste de HTLV na triagem das
bolsas sanguineas, assim esse risco é reduzido atualmente. No entanto, aqueles
que receberam transfusbes antes de 1993 apresentam maior risco de terem
contraido o virus HTLV por essa via (Lopes; Proietti, 2008).

Aproximadamente 90% dos portadores de HTLV permanecem
assintomaticos ao longo da vida, no entanto, ainda apresentam a capacidade de
transmissdo do virus (Millen; Thoma-Kress, 2022). Além disso, por se tratar de uma
infeccdo negligenciada e os testes serem de dificil acesso, a transmissdo acontece
de forma despercebida, dificultando o trabalho dos profissionais de saude e um
levantamento epidemiolégico detalhado. Vale ressaltar que ndo existe cura ou um
tratamento especifico para o HTLV, até entdo todos os cuidados sdo paliativos
(Rosadas et al., 2021).

2.5 Morfologia e estrutura gendmica do HTLV

O HTLV é um virus envelopado esférico de tamanho médio entre 80 e 120
nm, possuindo estrutura similar a outros retrovirus (Figura 2). O envelope tem

constituicdo lipoprotéica, na sua superficie € possivel encontrar as glicoproteinas
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estruturais gp46, que realiza a interacao virus-célula, e a gp21; na superficie interna
do envelope se encontra a proteina de matriz p19. Em seu capsideo é encontrado a
proteina pl15, essa estrutura possui um formato icosaédrico e protege o material
genético. No nucleocapsideo, estdo presentes as duas fitas de RNA gendmico viral
e as enzimas associadas, transcriptase reversa, integrase e protease (Mahieux,
2011).

gp21
gp46

Envelope lipoproteico

Matriz
Capsideo

Nucleocapsideo

RNA viral
Transcriptase reversa

Figura 2. Estrutura morfolégica do virus HTLV. Fonte: Olindo e Jaennin (2014).

O HTLV-1 e o HTLV-2 possuem, respectivamente, um genoma composto
por 9.032 e 8.952 nucleotideos. Quando comparados, ambos o0s tipos virais
possuem uma semelhanca de 65% em seus genomas (Gessain, 2004). Assim como
os demais retrovirus, possuem 0s genes essenciais para a replicacdo viral, gag, pol
e env, que se encontram entre longas terminacgdes repetidas (long terminal repeats,
LTR) nas extremidades 3’ e 5 do RNA gendmico viral. Adicionalmente, os virus T-

linfotrépicos humanos apresentam uma regido caracteristica chamada pX, que
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contém alguns genes especificos, como tax e rex, além dos genes hbz para HTLV-1
e aph-2 para HTLV-2 (Figura 3) (Gessain, 2004; Martinez; Al-Saleem; Green, 2019)
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Figura 3. Organizacdo genbmica do virus HTLV. Matriz (MA); capsideo (CA);
nucleocapsideo (NC); transcriptase reversa (TR); integrase (IN); proteina de
superficie (SU); proteina transmembrana (TM). Fonte: Adaptado de Olindo e Jaennin

(2014).

As regides LTR se encontram nas extremidades 5 e 3’ do genoma proviral,

ou seja, flanqueiam todos os genes do genoma do HTLV. Essas regides sé&o

importantes por atuarem na integracdo do DNA proviral no genoma da célula

hospedeira, e por possuirem elementos promotores e regulatorios (Seiki et al., 1983;

Shimotohno et al., 1985). Além disso, pode ser dividida em trés sub-regides, U3, R e

U5, em que a primeira abriga os elementos essenciais para o inicio da transcricdo

viral, como a TATA box e os elementos responsivos da Tax (Tax responsive

elements — TRES), que sao constituidos por 21 pares de bases (Shimotohno et al.,

1985; Tan; Horikoshi; Roeder, 1989).
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Quando se trata dos genes comuns aos retrovirus, o0 gene gag codifica
proteinas estruturais da matriz p19, capsideo p24 e nucleocapsideo pl5 (Fogarty et
al., 2011). Os componentes enzimaticos sao codificados pelo pol, e sdo eles a
transcriptase reversa, que realiza a transcricdo do RNA viral em DNA; a integrase,
responsavel pela insercdo do material genético viral no genoma hospedeiro
(Gessain, 2004). Ademais, a regido Pro, sobreposta aos genes gag e pol, codifica a
protease, que cliva as proteinas codificadas desses dois genes (Shuker et al., 2003).
Ainda sobre os genes em comum, o gene env, codifica os elementos do envelope
viral: as glicoproteinas gp46, com a funcao de realizar a interacdo virus-célula; e a
gp21, uma proteina transmembranar com funcdo de sustentar a gp46, como é
mostrado na Figura 2 (Maksimova; Panfil, 2022).

Em relacdo as particularidades do genoma do HTLV, tém-se a regido pX
localizada préxima a extremidade 3’. Essa regido possui quatro quadros de leitura
aberta (open reading frames ou ORFS), que codificam proteinas acessoérias e
regulatérias importantes para a expressao viral, associadas a processos patolégicos
e de imortalizacao dos linfécitos infectados (Feuer; Green, 2005).

A primeira ORF codifica a proteina p12, uma proteina hidrofobica localizada
no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (Koralnik; Fullen; Franchini, 1993).
Esse produto desempenha um papel importante no aumento dos niveis de calcio
intracelular, interacdo com outras proteinas e modifica algumas funcées celulares, o
que favorece a diferenciacdo celular e replicacéo viral (Bai; Nicot, 2012; Ding et al.,
2002). A pl2 pode ser clivada na proteina p8, essa clivagem exclui o sinal de
retencdo do reticulo endoplasmatico, assim a p8 pode ser localizada na membrana
plasmatica (Koralnik; Fullen; Franchini, 1993). Por possuir essa localizacdo, é
sugerido que essa proteina favorece a transmissdo do virus via célula-célula (Bai;
Nicot, 2012; Van Prooyen et al., 2010a).

As proteinas p30 e pl13 sao produtos da ORF-Il, que desempenham papéis
distintos, porém interligados, na biologia do virus (Harrod, 2019). A proteina p30 é
localizada no nucleo e atua como um regulador negativo da expresséo viral, inibindo
a atividade da proteina Tax, e assim, modula a transcrigdo do genoma viral (Bai;
Nicot, 2012; Ghorbel et al., 2006). Além disso, a p30 influencia a expressao de

genes hospedeiros relacionados a resposta imune inata e adaptativa, o que favorece
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a infeccdo e persisténcia viral (Moles et al., 2019). Por outro lado, a proteina p13,
localizada na mitocéndria, aumenta o fluxo de calcio pela membrana mitocondrial, o
que estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio, e influéncia no apoptose
(Ciminale et al., 1999).

Como derivados das ORFs lll e IV, destacam-se as proteinas regulatorias
Tax (p40) e Rex (p27). A primeira é uma fosfoproteina transativadora, visto que atua
induzindo a transcricao viral a partir da regido promotora LTR, ativa genes celulares
para a producdo de citocinas e oncogenes, atuando como um importante fator no
desenvolvimento das patologias associadas ao HTLV (Kannagi et al.,, 2019;
Mohanty; Harhaj, 2020b). Em relacéo a proteina Rex, essa atua como reguladora da
expressdo génica viral nos processos poés-transcricionais, além disso, promove o
transporte do RNA mensageiro do ndcleo para o citoplasma, favorecendo a
expressdo dos genes comuns aos retrovirus (D’agostino et al., 2019; Nakano;
Watanabe, 2022).

Ainda na regiao pX, no HTLV-1 encontra-se na fita negativa um transcrito
antisenso, conhecido como basic leucine Zipper (HBZ) (Barbeau; Mesnard, 2011). A
proteina HBZ atua inibindo as funcdes da proteina Tax. Portanto, estas proteinas
atuam como antagonistas desempenhando funcdes inversas, pois a Tax promove a
multiplicacdo de células infectadas, enquanto a HBZ impede a transcri¢cdo viral

(Enose-Akahata; Vellucci; Jacobson, 2017).

2.6 Regulacao da expresséo do genoma proviral

A proteina Tax possui um papel fundamental na regulacdo da expressao dos
elementos virais, regulacdo essa mediada pela regido 5 LTR (Ernzen; Panfil, 2022;
Pluta; Jaworski; Douville, 2020). Essa regido possui um papel fundamental, visto
que, entre as subregibes U3 e R esta localizado o sitio de inicio da transcricao
(trasncription start site — TSS), assim U3 é considerado um promotor viral (Lemasson
et al., 2004) (Figura 4).

A subregido U3 contém os elementos de resposta ao Tax (TRE) (Figura 6A),
localizado na porg¢ao upstream em relagéo a sequéncia TATA box. Esses elementos
sdo formados por trés repeticoes de 21 pares de bases (pb) denominadas, de
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acordo com sua posicado em relacdo ao TSS, distal, central e proximal (Lemasson et
al., 2004; Martella; Waast; Pique, 2022; Montagne et al., 1990; Yao; Wigdahl, 2000).
Cada repeticdo de 21 pb contém trés dominios conservados (A, B e C), sendo que
um deles, o dominio B, possui um papel fundamental na transativagdo mediada por
Tax por possuir uma sequéncia similar ao elemento responsivo cCAMP (CRE), assim,
o dominio B também €& conhecido como CRE viral (vVCRE) (Currer et al., 2012;
Goren; Tavor; Honigman, 1999; Kannian; Green, 2010) (Figura 6). Os dominios A e
C correspondem, por sua vez, a sequéncias ricas em GC as quais Tax pode se ligar
diretamente, aumentando assim a afinidade dos elementos da transcricdo ao DNA
(Boxus et al., 2008; Currer et al., 2012; Kannian; Green, 2010; Tie et al., 1996). Em
conjunto, os trés dominios sdo os responsaveis pelo inicio da transcricdo mediada
por Tax (Martella; Waast; Pique, 2022).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos elementos responsivos de Tax (TREs) do
HTLV-1. (A) A subregido U3 da 5'LTR é considerada como uma regido promotora do
genoma proviral, onde é abrigada elementos essenciais para o inicio da transcri¢ao;
(B) Um dos principais elementos presentes nessa regido sdo as TREs, que
constituem de trés repeti¢cdes de 21 pb, cada uma dividida em trés dominios (A, B e
C), localizados a jusante da TATA box; (C) Em cada repeticdo é formado um
complexo constituido de fatores de transcricdes celulares recrutados pela proteina
viral Tax. O fator CREB se liga ao dominio B, também conhecido como CRE viral
(VCRE). Os dominios A e C séao utilizados como apoio para a proteina Tax, e assim,

estabilizar o complexo de transcrigdo. Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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A transcricdo viral € iniciada mediante a interacdo entre proteinas
constituida, principalmente, pela proteina de ligacdo ao elemento responsivo cAMP
(CREB), Tax e a proteina de ligagdo ao CREB (CBP) (Figura 4C) (Azran;
Schavinsky-Khrapunsky; Aboud, 2004; Currer et al., 2012; Giebler et al., 1997). A
dimerizacdo entre as proteinas CREB e Tax ocorre na regido VCRE do TRE,
formando um homodimero entre essas moléculas. A proteina Tax, como dito
anteriormente, se associa aos dominios A e C do TRE, que flanqueiam o vCRE, e
assim, confere maior especificidade de ligacdo do dimero CREB ao DNA (Akbarin et
al., 2024; Currer et al., 2012; Giebler et al., 1997; Montagne et al., 1990; Yao;
Wigdahl, 2000). Como pode ser observado, a interacdo entre os elementos proteicos
Tax e CREB ao TRE, possuem um pape fundamental para o inicio da transcricdo na
regidao 5’LTR.

Para auxiliar no processo iniciado por Tax e CREB, a proteina Tax recruta a
proteina de ligagdo CBP (Zhang et al., 2008). Essa proteina possui atividade de
acetiltransferase de histonas, que modifica a cromatina, tornando-a mais acessivel
para os fatores de transcri¢cdo, facilitando as fun¢cdes de CREB (Mohanty; Harhaj,
2023; Zhang et al., 2008). Dessa forma, CBP atua como uma ponte entre o
complexo Tax/CREB e a maquinaria transcricional basal, estabilizando a interacéo e
promovendo a ativacdo eficiente da transcricdo dos elementos virais (Currer et al.,
2012; Nyborg; Egan; Sharma, 2010; Zhang et al., 2008).

A interacdo entre a proteina Tax, 0s elementos responsivos TRE e os fatores
de transcricdo CREB e CBP, destaca a complexidade do controle da transcricdo
mediada por fatores virais e do hospedeiro (Plant; Bellefroid; Van Lint, 2023). Essa
interacdo € fundamental para a replicacdo do HTLV-1, contribuindo para a
capacidade de manutencdo da infeccdo e progressao para diferentes estados
clinicos associados ao HTLV-1 (Ernzen; Panfil, 2022). Compreender esses
mecanismos e 0S papeis que a proteina Tax possui nessa relacdo pode revelar
potenciais alvos terapéuticos para o desenvolvimento de estratégias antivirais que
visem interromper a transcrigdo de HTLV-1 e mitigar os impactos clinicos associados
a infeccao (Pluta; Jaworski; Douville, 2020; Schnell; Kohrt; Thoma-Kress, 2021).
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2.7 Ciclo de replicacéo e disseminacao

O ciclo de replicacdo do HTLV segue a base de todos os retrovirus, tendo
como inicio a adsor¢cdo do virus pela célula hospedeira. Esse processo ocorre
devido a interacdo entre a glicoproteina viral gp46 e os receptores de superficie da
membrana GLUT-1 (transportador de glicose 1), NRP-1 (neuropilina 1) e HSPG
(sulfato de heparano proteoglicano) (Figura 5), o principal alvo desse virus sdo os
linfécitos T CD4+, mas podem infectar outras células do sistema imune, como o0s
linfécitos T CD8+ (Martin et al., 2016).
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Figura 5. Etapas do ciclo de replicacdo do virus HTLV. Fonte: Adaptado de
Machado et al (2022).

) Brotamento

Apo6s a penetragéo, o cerne viral é liberado no citoplasma da célula, sendo
iniciado o processo de transcricdo reversa do RNA viral pela enzima transcriptase

reversa para a formacao de um DNA de fita dupla (Hulme; Perez; Hope, 2011). Esse
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DNA é transportado até o nucleo e com o auxilio da enzima integrasse, ocorre
integracdo ao genoma da célula hospedeira, passando a ser chamado de DNA
proviral (Tekeste et al., 2015). A integracdo no genoma da célula hospedeira nao é
totalmente aleatdria, o virus favorece a integracdo proximo a genes do hospedeiro,
ilhas de CpG e locais com marcas epigenéticas associadas a regulacdo génica
(Melamed et al., 2013; Satou et al., 2016).

Com a estabilizacdo do DNA proviral, moléculas de RNAm séo transcritas.
Na primeira etapa sdo codificadas as proteinas do envelope gp46 e gp2l; em
seguida sdo sintetizadas as proteinas regulatérias Tax e Rex; por ultimo € transcrito
o RNA que compdem o genoma do HTLV e auxilia na transcricdo das regifes gag e
pol (Kashanchi; Brady, 2005). Finalizadas as etapas de transcricdo, o RNA viral e as
proteinas do capsideo sdo montadas no citoplasma (Zhang et al., 2015).

Nas pessoas vivendo com o HTLV, particulas livres do virus sdo normalmente
indetectaveis no plasma (Demontis et al., 2015). Sendo assim, a difusdo do virus
ocorre por meio de infec¢cdes de novo ou por expansao clonal (Futsch; Mahieux;
Dutartre, 2017; Wattel et al., 1996). A primeira forma ocorre pelo contato entre uma
célula T infectada e outra célula livre da infeccéo (transmissao célula-célula), em que
0S componentes virais séo transferidos para a célula alvo (Bangham, 2003). A outra
forma de disseminacéo, e a mais comum, é a expansao clonal de células infectadas,
via mitose (Wattel et al., 1996).

A transmissdo célula-célula pode ocorrer de trés principais formas, sinapse
viral, formacédo de conduites e biofilme viral (Igakura et al., 2003; Pais-Correia et al.,
2009; Van Prooyen et al., 2010b). A primeira forma € caracterizada por uma
reorganizacdo do citoesqueleto e moléculas de adesdo da célula infectada, que
forma uma area de contato especializada (Bangham, 2003; Igakura et al., 2003;
Nejmeddine; Bangham, 2010). Essa area de contato permite a passagem direta de
particulas e material genético do HTLV, levando a um novo ciclo na célula alvo
(Futsch; Mahieux; Dutartre, 2017).

Além da sinapse viral, foi relatado que a proteina viral p8 é capaz de induzir a
formacado de conduites celulares (nanotubos intercelulares), que facilita a passagem
de algumas proteinas codificadas pelos genes gag e env (Futsch; Mahieux; Dutartre,

2017; Van Prooyen et al., 2010b). Por fim, a ultima forma de infec¢céo pelo contato
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célula-célula é proporcionada pela formacéo de biofilmes, em que a célula infectada
forma uma estrutura na matriz extracelular, rica em carboidratos que retém
particulas do HTLV (Pais-Correia et al., 2009).

A transmisséao célula-célula tem como mediador principal a proteina M-Sec do
hospedeiro (Hiyoshi et al., 2021). Estudos mostraram que a inibicdo desta proteina
em células infectadas reduziu a infeccao viral em experimentos in vitro e modelo
animal, sugerindo que a M-Sec desempenha um papel importante na disseminacao
do HTLV (Hase et al., 2009; Hiyoshi et al., 2025). Essa proteina é capaz de regular a
inducao de protusGes de membrana e estabilizar os conduites celulares, facilitando a
sinapse virologica descrita anteriormente (Hase et al., 2009).

A forma mais eficiente de disseminacdo do virus € por meio da expansao
clonal das células infectadas (Cimarelli et al., 1996; Wattel et al., 1996). Nessa
forma, as células infectadas passam por sucessivas divisbes mitoticas, e assim, 0
DNA proviral é replicado junto com o material genético da célula hospedeira durante

a divisao celular (Bangham; Cook; Melamed, 2014).

2.8 Epidemiologia molecular

O HTLV é um virus com baixa taxa evolutiva, mas algumas regifes do seu
genoma, como a LTR, apresentam uma alta variabilidade (Afonso; Cassar; Gessain,
2019; Van Dooren et al., 2004). Utilizando essa regido para analises filogenéticas, o
HTLV pode ser classificado em sete gendtipos (subtipos), sendo eles: -
a/Cosmopolita, encontrado em diversas areas endémicas do globo (Miura et al.,
1994); -b/Africano Central (Vandamme et al., 1994); -c/Australo-Melanesio (Bastian
et al., 1993); e outros gendtipos foram encontrados em algumas populacdes remotas
da Africa Central, sendo eles os subtipos -d, -e, -f e -g (Mahieux et al., 1997; Salemi
et al., 1998; Wolfe et al., 2005). A distribuicdo desses gendtipos pode ser observada

na Figura 6.
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Figura 6. Distribuicdo geografica dos sete principais gendétipos do HTLV-1 (a-g) e
dos subgrupos do genétipo Cosmopolita. Fonte: Adaptado de Afonso, Cassar e
Gessain (2019).

O subtipo Cosmopolita € o mais prevalente e amplamente distribuido, sendo
relatado em quase todos os continentes. Por possuir essas caracteristicas, esse
gendtipo pode ser subdividido em seis subgrupos: A/Transcontinental, B/Japonés,
C/Oeste Africano, D/Norte Africano, E/Peruanos Negros e F/Senegalés (Afonso;
Cassar; Gessain, 2019).

No Brasil, o gendtipo mais encontrado € o cosmopolita HTLV-1a, desse
subtipo, o subgrupo mais prevalente é o Transcontinental, e em seguida, o Japonés.
Essa caracteristica se deve ao fato do processo de colonizagéo do Brasil, durante o
periodo pés-colombiano, o subgrupo Transcontinental teve a sua chegada por meio
do trafico de escravos (Amoussa et al., 2017; Ishak et al., 2020). J4 o subgrupo

Japonés teve a sua entrada mais recente, por meio da imigragédo japonesa no século
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XX, e até entdo, esse genotipo so foi relatado em imigrantes japoneses (Pessba et
al., 2014).

A epidemiologia molecular do HTLV-1 também pode ser estudada a partir
das variacdes genéticas de regides codificantes, como o gene tax, que resultaram
na classificacdo de dois genotipos principais, taxA e taxB (Furukawa et al., 2000). O
genotipo taxA, também conhecido como transcontinental, estda amplamente
distribuido em regides fora do Jap&o, incluindo Américas, Africa e Europa, sendo
associado ao subgrupo cosmopolita do HTLV-1a (lfiiguez et al., 2010; Magri et al.,
2012; Gomes et al., 2021). Ja o gendtipo taxB, denominado japonés, € predominante
no Japdo e em areas do Pacifico, onde o virus é endémico (Furukawa et al., 2000;
Nozuma et al., 2024; Penova et al., 2021). Estudos filogenéticos demonstram que
essas variagfes genotipicas estdo relacionadas a marcadores geograficos, mas
também podem refletir padrées historicos de migracdo e disseminacdo do virus
(Furukawa et al., 2000; Magri et al., 2012; Nozuma et al., 2024; Sonoda; Li; Tajima,
2011). No Brasil, o principal gendtipo encontrado é o taxA, e em menor proporgao,
também é possivel encontrar o gendtipo taxB, reflexo do processo de entrada do
virus no pais discutido anteriormente (Ishak et al., 2020b; Kashima et al., 2006;
Magri et al., 2012; Neto et al., 2011).

2.9 Patologias associadas ao HTLV

A maioria dos portadores do HTLV permanece sem manifestar algum
sintoma durante toda a vida. Entretanto, algumas patologias graves estao
associadas a esse virus, as principais sdo mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM),
linfoma de células T do adulto/leucemia (ATLL) e a dermatite infecciosa associada
ao HTLV-1 (DIH) (Watanabe, 1997).

A HAM é uma doenca neurodegenerativa de carater inflamatério que causa
lesdbes na medula espinhal (Enose-Akahata; Jacobson, 2019). Se trata de uma
condicao incapacitante e progressiva, possui como principais sinais clinicos fraqueza
dos membros inferiores, dor lombar que pode se estender aos membros inferiores,
baixa sinalizagdo sensorial, disfun¢des urinarias, retais e eréteis nos homens

(Enose-Akahata; Vellucci; Jacobson, 2017; Gessain, 2004). Além disso, essa
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doenca é geralmente manifestada em mulheres adultas com idades entre 40-50
anos, o quadro clinico ndo apresenta remissdo e pode variar em cada paciente
(lwanaga et al., 2010).

A principal caracteristica definidora da HAM é resultado de um processo
inflamatorio crénico resultado da infiltragdo linfocitaria na medula espinhal, o que
causa uma degradacao na regido, atrofia e neurodegeneracdo. Como consequéncia,
tém-se o0s sintomas citados anteriormente, que podem se manifestar de forma
discreta, mas evoluirem de forma repentina (Bangham et al., 2015; Legrand et al.,
2022).

Apesar de possuir uma caracteristica inflamatoéria resultante da resposta
imune do hospedeiro, a HAM ndo €& considerada uma condigdo autoimune
(Bangham et al., 2015). A infeccéo pelo HTLV pode ocasionar uma desregulacéo na
rede de citocinas do hospedeiro, o que pode resultar em um estado
imunodepressivo ou inflamatério, como é o caso da HAM (Futsch et al., 2018).

Outras condi¢des neuroldgicas, além da HAM, podem estar relacionadas ao
HTLV-1 (Araujo; Wedemann, 2019; Khan et al., 2017). O conjunto dessas sindromes
€ conhecido como “Complexo neurolégico relacionado ao HTLV-1", que representa
um agrupamento de condi¢cdes subdiagnosticada em portadores da infeccgéo.
Algumas dessas sindromes sao as miopatias, disautonomia, polineuropatia,
esclerose lateral amiotrofica, déficit cognitivo, dentre outros (Araujo; Wedemann,
2019; Ferreira et al., 2024). Essas condi¢cdes podem ser manifestadas em conjunto
ou de forma isolada da HAM, e podem passar de forma despercebida no diagndstico
clinico, visto que a maioria dos estudos se concentram na HAM (Ferreira et al.,
2024).
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A ATLL é uma neoplasia agressiva associada ao aumento do numero de
células T CD4+ diferenciadas. Apesar de estar associada ao tecido hematopoiético e
linfatico, essa patologia acomete outros 6rgaos e tecidos, como pele, pulméo, figado
e o sistema nervoso (Iwanaga, 2020). Essa patologia possui algumas caracteristicas
clinicas graves, dentre elas estdo as lesbes na pele com erupcbes cutaneas,
inchaco nos ganglios, hipercalcemia, hepatoesplenomegalia e linfocitos
multinucleados com aspecto de flor (Figura 7) (Giam, 2021; John; Abdullah; John,
2020). A condicao é resistente a diversos tratamentos e muitas das vezes chega a
ser fatal, os pacientes possuem cerca de 1 ou 2 anos de vida restantes (Giam,
2021).

)...A . S ‘n

Figura 7. Linfocitos T multinucleados com aspecto de flor, caracteristica de
pacientes com ATLL. Fonte: John, Abdullah, John (2020).

Existe uma classificacdo para enquadramento quanto ao nivel da ATLL,
podendo se classificar nas formas aguda, crénica, linfomatosa ou linfoma e indolente

(smoldering), as duas primeiras sao mais agressivas e podem ser fatais. Ademais, a
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patologia se manifesta principalmente em adultos acima de 50 anos do sexo
masculino (Iwanaga, 2020).

A terceira manifestacdo mais comum é a DIH e diferente das outras, essa é
mais comum em criangas, que provavelmente adquiriram o HTLV pela via vertical.
Como manifestacdes clinicas, a mais classica € a formacdo de eczemas no couro
cabeludo com aspecto escamoso e formam crostas, essas lesbes podem atingir
outras partes do corpo, como 0 pescoco, axilas, tronco e genitélia (Bravo, 2020).
Essa condigao foi descrita primeiramente na Jamaica em 1990, e no Brasil o estado
da Bahia vem relatando um elevado nimero de casos de criancas manifestando DIH
(Blattner et al., 1990; Oliveira et al., 2005).

Todas essas patologias associadas ao HTLV podem ser encontradas em
regibes endémicas para o virus, exceto a DIH no Japao, que foram registrados
poucos casos (Bravo, 2020; Watanabe, 1997). Ademais, ainda ndo séo totalmente
esclarecidos os motivos que levam ao desenvolvimento dessas condi¢cdes (Forlani et
al., 2021).

2.10 O papel da Tax na patogénese da infeccao

Sabe-se que o HTLV-1 pode ocasionar duas patologias distintas, HAM e
ATLL, mas a forma como essa infec¢do progride para tais enfermidades ainda é
motivo de estudos. Até o momento, estudos apontam que a proteina Tax
desempenha papéis cruciais no desenvolvimento das patologias associadas ao
HTLV, visto que, atua na expressao de genes virais e do hospedeiro (Matsuoka;
Jeang, 2010; Miura; Naito; Saito, 2022). Dessa forma, a interacdo entre essa
proteina viral e o hospedeiro proporciona um ambiente ideal para a progressdo da
infeccéo (Brites et al., 2021).

O HTLV expressa a proteina Tax, uma molécula multifuncional que
desempenha diversas fungdes relacionadas ao ciclo viral e interfere em algumas
vias celulares (Azran; Schavinsky-Khrapunsky; Aboud, 2004; Mohanty; Harhaj,
2020a). Essa proteina é conhecida por sua elevada antigenicidade, sendo o principal
alvo das células T citotoxicas (CTLs), e capacidade transativadora de regides

promotoras do virus e do hospedeiro, ou seja, aumenta a transcricdo de genes do
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HTLV e genes celulares, que promovem a sobrevivéncia e imortalizacdo das células
T (Figura 8) (Rabson et al., 2024).
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Figura 8. O papel de Tax e HBZ na regulacdo da expressdo de genes virais e do
hospedeiro. A interacdo dessas proteinas com a célula pode levar a estados
sintomaticos como HAM ou ATLL. Fonte: Adaptado de Miura, Naito e Saito (2022).

A proteina Tax se liga a diversas proteinas e interfere em algumas vias,
como a proteina de ligacdo ao elemento de resposta cAMP (CREB) e os fatores
nucleares kB (NF-kB) (Rabson et al., 2024). A proteina Tax forma um heterodimero
com CREB, essa interacdo tem como objetivo aumentar a afinidade dos Elementos
Responsivos de Tax (TREs) e fatores de transcricdo na regido LTR do genoma
proviral, e assim, potencializar a transcricdo dos genes virais (Franklin et al., 1993;
Journo; Douceron; Mahieux, 2009; Yin; Gaynor, 1996). Em relacdo a NF-kB, essa &
uma familia de fatores de transcricdo essenciais para a regulagdo da resposta
imunologica, inflamacgéo, sobrevivéncia celular e apoptose. A relacdo entre Tax e a
via NF-kB induz a ativacao de inUmeras citocinas e seus receptores, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-9, IL-15, essas estdo associadas a sobrevivéncia e estado proliferativo das
células infectadas (Azimi et al., 1998; Chen et al., 2008; Hleihel et al., 2023; Li-
Weber et al., 2001; Mcguire et al., 1993; Muraoka et al., 1993). Além disso, essa
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interacdo ativa a producdo de algumas citocinas e quimiocinas inflamatérias, como

fator de necrose tumoral- a (TNF-a), interferon-y (IFN-y) e IL-1a, que podem levar ao

quadro de HAM (Ahuja et al., 2007; Mori; Prager, 1997).
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e

-
}Ativaz;éo de promotores
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| /

i Producdo de citocinas e
: guimiocinas, promovendo
: um estado proliferativo das
| células e induzindo
I inflamacédo cronica

NF-KB

o
/
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carcinogénese I

Figura 9. Representacdo esquematica das principais fun¢cdes da proteina viral Tax. Essa
proteina é transcrita a partir do genoma proviral e atua interferindo em algumas vias
celulares. Tax recruta fatores transcricdo, como a proteina CREB, e assim estimula a tran
cricdo de genes do hospedeiro e do virus. A proteina Tax também estimula de forma
positiva a via NF-kB, ocasionando a produc¢éo de citocinas que estimulam a proliferacéo
celular e quimiocinas pro-inflamatérias, que contribuem para a progressdo da HAM. Além
da HAM, a proteina Tax interfere em fatores que podem levar ao desenvolvimento da
ATLL, como inibir a atividade a proteina p53 e ativar a hTERT. Fonte: Elaborado pelo

préprio autor.

Além da HAM, a proteina Tax também estd envolvida com o inicio do

processo de carcinogénese que leva a ATLL (Mohanty; Harhaj, 2020a). Essa

proteina pode desregular o ciclo celular e inibir a apoptose, principalmente por meio

da inibicdo da proteina supressora de tumor p53, que é essencial para a inducdo de

apoptose mediante a erros no ciclo celular (Jeong et al., 2004; Mulloy et al., 1998;
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Pise-Masison et al., 1998). Outra caracteristica da carcinogénese relacionada a Tax,
€ a ativacdo da transcriptase reversa da telomerase (hnTERT) pela via NF-kB (Sinha-
Datta et al., 2004). A ativacdo da hTERT contribui para a processo de imortalizacéo
das células, uma vez que, ao manter a atividade da telomerase elevada, Tax impede
a senescéncia celular, promovendo assim a imortalizacédo e proliferacdo ao manter a
integridade dos telémeros (Bellon; Yuan; Nicot, 2021; Kubuki et al., 2005; Uchida et
al., 1999).

Apesar da Tax ser importante para a progressdo de um estado
assintomatico para a ATLL, a expressao dessa proteina é praticamente ausente no
estado de ATLL (Franchini; Wong-Staal; Gallo, 1984; Saito et al., 2009). Isso pode
ser explicado por trés fatores: delecdo da regido 5’LTR (Miyazaki et al., 2007;
Tamiya et al., 1996a); mutacdes no gene tax (Furukawa et al., 2001); e metilacdo da
regiao 5'LTR (Koiwa et al., 2002; Takeda et al., 2004; Taniguchi et al., 2005).

Outra proteina viral importante de ser mencionada no que se refere a
patogénese é o HBZ. Essa € uma proteina nuclear transcrita do sentido antissenso
do genoma proviral a partir da regido 3'LTR (Hivin et al., 2005; Raval et al., 2015;
Yoshida et al., 2008). Inicialmente, pode-se dizer que essa proteina atua inibindo as
funcdes de Tax, mas ambas ndo interagem diretamente. O HBZ se liga ao CREB,
impedindo-o de ligar a proteina Tax, e assim, resulta em uma baixa regulacdo da
expressdo no sentido senso do HTLV-1 (Gaudray et al., 2002; Lemasson et al.,
2007). Ademais, o HBZ inibe algumas vias de sinalizacdo que séo ativadas por Tax,
como a via classica NF-kB, com o objetivo de aumentar a evaséo da resposta imune
e contribuir para o desenvolvimento gradual da ATLL (Zhao et al., 2009; Zhao;
Matsuoka, 2012).

9.11 Polimorfismos genéticos no genoma proviral

Devido a principal forma de disseminagéo do HTLV ser por expansao clonal,
0 uso da transcriptase reversa € minimo, o que diminui a taxa de mutacdes
(Gessain; Mahieux; Thé, 1996). Apesar dessa maior estabilidade genémica quando
comparada com outros retrovirus, o HTLV é passivel de muta¢cdes que podem

ocorrer em regides de genes regulatorios, como as regides tax (Blanco et al., 2021;
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Kubota et al., 2007). Polimorfismos nessas regides podem levar ao desenvolvimento
de variantes de interesse clinico, devido as suas funcdes relacionadas ao
desenvolvimento das patologias associadas a infe¢do (Lima et al., 2024).

A regido tax vem sendo descrita desde a década de 90. Um dos
polimorfismos mais descritos na literatura é o C7959T, com a sua primeira descricao
em 1995 (Renijifo; Borrero; Essex, 1995). Esse polimorfismo foi inicialmente
associado ao desenvolvimento de HAM, pois era mais frequente em portadores com
essa condicdo. No entanto, pesquisas posteriores identificaram o C7959T também
em individuos assintomaticos e em casos de ATLL, sugerindo que ele atua como um
marcador geogréfico, estando associado ao subtipo cosmopolita do HTLV
(Furukawa et al., 2000; Mahieux; Thé; Gessain, 1995).

Tabela 1. Polimorfismos na regido tax do genoma do HTLV-1 descritos na literatura.

Polimorfismo

Descrigao

Referéncia

G7464A Cédon de parada TAG Furukawa et al., 2001
Encontrado em diferentes Kashima et al., 2006;
T7891C propor¢cdes em populacdes da  Ifiguez et al., 2010; Magri
Ameérica do Sul etal., 2012
Renijifo et al., 1995;
Associada ao genotipo taxA Furukawa et al., 2000;
C7897T Ocorréncia em paises do Kashima et al., 2006;
Caribe, América do Sul, Africa  Ifiiguez et al., 2010; Magri
e Asia et al., 2012;: Gomes et al.,
2021
Troca de AA (A>V) Ren.ijO et al., 1995;
Associada ao genétipo taxA Mahieux et al.,1995;
. 9 'p Furukawa et al., 2000;
Ocorréncia em paises do Kashima et al.. 2006:
C7959T Caribe, América do Sul, Africa .. ¥ o
o Ifiguez et al., 2010; Magri
e Asia
. . et al., 2012
Associado ao desenvolvimento
de HAM Nozuma et al., 2017;
Gomes et al., 2021
Furukawa et al., 2000;
Troca de AA (S>N) Kashima et al., 2006;
G8208A Associada ao genotipo taxA Ifiguez et al., 2010; Magri

Ocorréncia em paises do
Caribe, América do Sul, Africa

et al., 2012
Nozuma et al., 2017
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e Asia Gomes et al., 2021

Furukawa et al., 2000;

Associada ao genotipo taxA Kashima et al., 2006;
A8344C Ocorréncia em paises fio Iiguez et al., 2010; Magri
Caribe, América do Sul, Africa etal., 2012
e Asia Nozuma et al., 2017

Gomes et al., 2021

Alguns polimorfismos na regido tax foram descritos como marcadores
geograficos, como € o caso das mutacbes C7897T, C7959T, G8208A e A8344C.
Furukawa e colaboradores (2000), por meio de andlises filogenéticas, descreveram
esses polimorfismos como associados ao genotipo cosmopolita taxA, enquanto o
genodtipo selvagem, também conhecido como japonés, corresponde ao taxB. Em
relacdo a proteina Tax, apenas os polimorfismos C7959T e G8208A resultam em
substituicdo de aminoé&cidos, sendo A>V e S>N, respectivamente. Alteracdes nos
aminoacidos podem interferir nas fun¢des da proteina. A substituicdo A>V ocorre no
dominio responsavel pela transativacdo da via NF-kB, o que pode impactar
positivamente ou negativamente essa funcdo (Furukawa et al., 2000; Mohanty;
Harhaj, 2020; Renijifo; Borrero; Essex, 1995).

Em muitos casos de ATLL, a expressao de Tax € silenciada. Isso pode
ocorrer por mutacbes do tipo nonsense na regido codificadora desta proteina.
Furukawa e colaboradores (2001) identificaram a mutacdo G7464A em portadores
com ATLL, essa mutacao gera um codon de parada, o que faz com que a expressao
dessa regido seja interrompida nesses casos.

Esses polimorfismos na regidao tax destacam-se pela importancia no estudo
da variabilidade genética do HTLV-1 e suas possiveis associacdes com diferentes
quadros clinicos, como ATLL e HAM (Cucco et al.,, 2021; Lima et al., 2024). A
identificacdo dessas mutacbes, especialmente aquelas que resultam em
substituicdes de aminoacidos em dominios funcionais da proteina Tax, oferece uma
compreensao valiosa sobre as vias moleculares que podem estar envolvidas na
patogénese viral e na progressao das doencas associadas (Brites et al., 2021).

Aléem das regibes codificantes do genoma proviral, o estudo de

polimorfismos em regibes ndo codificantes, como a LTR, pode fornecer dados
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relevantes sobre a progressdo da infeccdo. Conforme mencionado, a regido LTR
contém os TREs, elementos importantes na transcricdo dos elementos virais, e
polimorfismos nas areas de TREs podem influenciar nessa atividade transcricional
(Neto et al., 2011; Gomes et al.,, 2021). Estudos apontam que a mutacdo A125G
pode estar associada a uma carga proviral elevada em portadores do virus,
sugerindo que esse polimorfismo possa ser um marcador potencial de progressao
da infeccdo, considerando que a carga proviral € um fator de risco para o
agravamento do quadro clinico (Magri; Costa; Caterino-De-Araujo, 2012; Neto et al.,
2011; Gomes et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar a caracterizacdo molecular dos elementos promotores
presentes na regido 5LTR e da regiao codificante de tax no genoma

proviral de portadores de HTLV-1 no estado do Maranhé&o.

3.2. Especificos

Identificar a infecgdo pelo HTLV-1 em amostras coletadas no
Maranhéo;

Avaliar a presenga de polimorfismos nos genes tax e elementos
responsivos de Tax;

Determinar o gendtipo das amostras com base na regido tax;

Associar os polimorfismos encontrados ao estado clinico dos

portadores.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho esta vinculado ao projeto guarda-chuva aprovado no edital N°
02/2022 da FAPEMA, que tem a sua génese a partir de outro projeto multicéntrico
que firmou a parceria entre o Laboratério de Genética e Biologia Molecular
(LabGeM/UFMA) e o Laboratorio de Virologia (LabVir/lUFPA).

v" Vocé sabe o que é HTLV? Estudo soroepidemioldgico, molecular e de fatores
de risco para infeccao pelo virus linfotrépico de células T humanas (HTLV-1/2)
em diferentes estratos populacionais no Estado do Maranhdo, Brasil.
Financiamento: FAPEMA (2022 — 2024)

Coordenadora: Hivana Patricia Melo Barbosa Dall’Agnol (UFMA)

v' Marcadores epidemioldgicos de frequéncia (Prevaléncia) dos HTLV-1/2, seus
subtipos moleculares e aspectos soOcio-comportamentais de risco para a
infeccdo em populacdes humanas das Regides Norte e Centro-Oeste do
Brasil. Financiamento: CNPq (2019 — 2022)

Coordenador nacional: Prof. Dr. Antonio Vallinoto (UFPA)
Coordenadora local: Prof. Dra. Hivana Patricia Melo Barbosa Dall’Agnol
(UFMA)

4.1 Caracterizacdo do estudo, amostras e critérios

Este € um estudo de corte transversal envolvendo andlise do genoma
proviral do HTLV-1 em PVHTLV do Maranhdo (Figura 10). Foi utilizada uma
amostragem de conveniéncia (N=9) com amostras coletadas durante o periodo de
execucao dos projetos supracitados do grupo, onde os pacientes eram recrutados
durante o estudo de inquérito epidemiolégico na populacdo geral ou eram
encaminhados ao LabGeM-UFMA pela médica infectologista do projeto por suspeita
de mielopatia associada ao HTLV (De Castro-Costa et al., 2006). Essas amostras
foram identificadas a partir de um universo amostral de 554 individuos, que até o

momento da nossa analise desconheciam o seu status para o HTLV.



52

A participacdo no estudo se deu de forma voluntaria, todas as PVHTLV
assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) e
passaram por um guestionério socioepidemiolégico (ANEXO 2).

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo e exclusao:

Critérios de Incluséo: i) individuos de ambos 0s sexos que aceitem participar
voluntariamente do estudo, e assinaram todos os termos; ii) amostras positivas para
HTLV tipo 1.

Critérios de exclusdo: i) individuos que ndo assinaram todos os termos, ou
com qualquer tipo de déficit mental ou cognitivo; ii) amostras negativas para HTLV

tipo 1 ou positivas para HTLV-2.
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Figura 10. Fluxograma das etapas metodolégicas seguidas por este trabalho. Foram
utilizadas 9 amostras positivas para HTLV tipo 1 confirmadas pelos testes
soroldgicos de triagem e confirmatério. O material genético foi obtido a partir da
extracdo de DNA do buffycoat das amostras coletadas. Esse material foi utilizado
para os testes moleculares dos alvos de interesse.
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4.2 Aspectos éticos

O projeto Guarda-chuva foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de
Seres Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo,
Numero do Parecer: 6.878.783. Todos os Termos e Questionarios que aqui serao
utilizados foram aprovados neste CEP (ANEXO 3).

4.3 Diagnostico sorolégico para HTLV

Foram coletados 5 mL de sangue periférico por um sistema de coleta a vacuo
em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Em seguida, o sangue foi
centrifugado (3600 rpm por 10 minutos) para separar o plasma da massa celular
(buffycoat), e por fim armazenado separadamente em freezer a -20°C até o
momento da analise.

Para a detecgdo plasmética de anticorpos anti-HTLV-1/2 (anti-gp46 e gp21),
foi realizada a triagem utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA (Kit GOLD ELISA
HTLV | + 1, REM, Séo Paulo, Brasil) e 50 yL de plasma de cada paciente. Esse teste
emprega o0 método tipo "sanduiche" (antigeno—anticorpo—antigeno conjugado),
permitindo a deteccdo de anticorpos totais (IgM, IgG e IgA). O ensaio utiliza
antigenos virais fixados previamente nas microplacas, ja sensibilizadas pelo
fabricante. A leitura da densidade 6ptica (DO) foi realizada no leitor de microplaca
(Biochrom EZ Read 400) utilizando os comprimentos de onda de 450nm e 620 nm, a
partir dos controles foi determinado o cut-off, calculado a partir da média aritmética
dos controles negativos somado a 0,2 para classificar as amostras em reagentes ou
nao.

As amostras que apresentaram resultados reagentes ou indeterminados no
ELISA foram submetidas a confirmacéo pelo método de Western Blot (HTLV BLOT
2.4, MP Diagnostics, Singapura) utilizando 20 uL de plasma de cada paciente. Esse
€ um imunoensaio enzimatico qualitativo que detecta anticorpos especificos para os
tipos 1 e 2 do HTLV no plasma dos pacientes. O teste utiliza fitas de nitrocelulose
impregnadas com proteinas virais do HTLV-1/2, que sdo incubadas com o plasma

do paciente. Caso os anticorpos especificos estejam presentes, eles se ligam aos
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antigenos fixados na fita, a leitura é feita de maneira visual. O Western Blot
apresenta alta sensibilidade e especificidade, sendo capaz de confirmar a infeccao
pelo virus e diferenciar entre os tipos 1 e 2 do HTLV.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as instru¢cdes das

fabricantes, sem a necessidade de adaptacdes.

4.4 Extracdo de DNA

Para a analise do DNA proviral, as amostras soropositivas foram submetidas
a extracdo de DNA total a partir das células brancas do sangue periférico. Foi
utilizado 200 pL da massa celular previamente separada para a extragdo com o
auxilio do Kit QiaAmp DNA mini kit (Qiagen, Germany), seguindo as orientacdes do

fabricante.

4.5 Confirmacé&o molecular

O produto da extracdo das amostras reativas foi submetido a confirmacao
pela PCR em tempo real (QPCR) utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA), a partir de trés sequéncias alvos: o gene da albumina, como
controle enddgeno, e as regides ndao homoélogas dos genes pol para HTLV-1 e tax
para HTLV-2, como descrito em protocolo prévio (Waters et al., 2011). As
sequéncias de primers e de sondas utilizadas na técnica de gPCR estdo descritas
nos quadros 1 e 2. As amostras foram amplificadas seguindo as condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 40 segundos, 55°C
por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e por fim uma extenséao final a 72°C por 7
minutos. Para classificar uma amostra como positiva, considerou-se qualquer valor

de cycle threshold (CT) detectado dentro do limite de 40 ciclos.

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados na qPCR para diagndostico molecular.

Iniciadores Sequéncia5 - 3 Amplicon (pb)
HTLV-1F CCCTACAATCCAACCAGCTCAG 186
HTLV-1S GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT
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HTLV-2F CGATTGTGTACAGGCCGATTG

HTLV-2S CAGGAGGGCATGTCGATGTAG "
Albumina F GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT

Albumina R AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT Tl

Quadro 2. Sequéncias das sondas utilizadas na gPCR para diagndéstico molecular.

Iniciadores Sequéncia5 - 3

HTLV-1 FAM-CTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGGA-MGB
HTLV-2 FAM-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA-MGB
Albumina FAM-CCTGTCATGCCCACACAAATCTC-MGB

4.6 Amplificagao e sequenciamento da regidao 5’LTR

O DNA ja extraido foi utilizado para a amplificacdo da regido 5LTR do
HTLV-1. Foi utilizada a metodologia de nested PCR que envolve duas etapas de
amplificagéo, conforme descrito na literatura (Oliveira et al., 2012). Na primeira, foi
utilizado 2 microlitros de DNA em uma reacdo de 25 uL contendo 1,25 uL de 10x
Reaction PCR Buffer, 3,0 yL de dNTPs (10mM), 1,5 uL de MgCl2 (50mM), 0,3 uL de
Taq Polimerase, 0,5 L de cada iniciador (20 pmol) e agua ultrapura até completar o
volume total da reacdo. A amplificagdo ocorreu nas seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C
por 30 segundos e 72°C por 40 segundos; e por fim uma extenséo final a 72°C por
10 minutos.

Para a segunda etapa, foram utilizados 2 microlitros de produto da primeira
etapa como molde em uma reacdo 25 pL contendo as mesmas quantidades de
reagentes da primeira etapa e utilizando o segundo par de primer. A rea¢ao ocorreu
nas seguintes condigdes: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 40 segundos; e por fim
uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. As sequéncias de cada iniciador
utilizados nas duas etapas podem ser encontradas no Quadro 3. Os amplicons

foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, as bandas foram
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excisadas, purificadas e sequenciadas pela metodologia de Sanger no Instituto
Evandro Chagas (Belém — PA).

Quadro 3. Sequéncia de primers utilizados na nested PCR para a regiao 5'LTR

Iniciadores Etapa Sequéncia5 -3’ Amplicon (pb)
LTR-T.01 1 TGACAATGACCATGAGCCCCAA 844
LTR-T.02 CGCGGAATAGGGCTAGCGCT
LTR-T.03 0a GGCTTAGAGCCTCCCAGTGA 244
LTR-T.04 GCCTAGGGAATAAAGGGGCG

4.7 Amplificacdo e sequenciamento do gene tax do HTLV-1

Uma aliquota de DNA das amostras que foram positivas nos testes de
triagem e confirmatorio, confirmando o diagnéstico de HTLV-1, foi submetida a
analise da regido génica (ORFs) codificadora da proteina Tax. Inicialmente foi
realizada a amplificacdo de cada fragmento através de PCR convencional conforme
descrito na literatura (Mirhosseini et al., 2019). Trés microlitros de DNA foram
amplificados em uma reagao de 25 uL contendo 2,5 uL de 10x Reaction PCR Buffer,
0,5 uL de dNTPs (10mM), 0,75 pL de MgClz (50mM), 0,5 pL de Taq Polimerase, 0,5
ML de cada iniciador (10 M) e &gua ultrapura até completar o volume total da
reacdo. Estes iniciadores foram construidos com base na sequéncia genémica de
referéncia ATK1 (J02029.1) disponivel no GenBank do NCBI para o provirus HTLV-
1, e descritas no Quadro 4. As amostras foram amplificadas seguindo as condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 95°C por 40 segundos, 60°C
por 40 segundos e 72°C por 1 minuto; e por fim uma extensao final a 72°C por 5

minutos.
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Quadro 4. Sequéncias de primers utilizados na PCR para sequenciamento.

Iniciadores Sequéncia5 -3’ Cobertura* Am(gltl)c):on
Tax7760F ATGTACCTCTACCAGCTTTC

7760 - 8279 519
Tax8279R | TCTGCCTCTTTTTCGTTAAAAAGTAGAG

*Posicdo em relacdo a sequéncia de referéncia ATK1

Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
utiizando o tampédo TAE (Tris-Acetato-EDTA), as bandas de interesse foram
excisadas, purificadas com o kit comercial PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen,
USA) e enviado para sequenciamento classico em servico terceirizado

(actgenes.com.br), por meio da metodologia de Sanger.

4.8 Edicdo das sequéncias

As sequéncias obtidas do sequenciamento (arquivos) foram alinhadas e
montadas utilizando o software Geneious v2024.0.7 com a ferramenta de novo
assembly. As sequéncias obtidas, também chamadas de consenso, foram salvas em
formato fasta para as analises posteriores.

As sequéncias consenso foram verificadas para assegurar que pertenciam a
regido de interesse do HTLV utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST), disponivel no site do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Essa ferramenta permite comparar cada sequéncia com o banco de dados
completo do NCBI. Estas sequéncias também foram depositadas ao banco de dados
do GenBank com numeros de acesso de PP788582-PP788590.

4.9 Andlise da presenca de polimorfismos

Para avaliar a variacdo de nucleotideos nas regides de interesse, foi utilizado
o software Geneious v2024.0.7. As sequéncias montadas foram alinhadas com a
sequéncia de referéncia ATK1 (J02029.1) para identificar possiveis mutacdes, com
as posicdes dos nucleotideos determinadas com base na sequéncia ATK1. A

sequéncia de referéncia ATK1, obtida em 1983, foi o primeiro isolado de HTLV-1
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sequenciado a partir de um paciente portador no Japdo e tem sido amplamente
utilizada como padréo em estudos na literatura (Seiki et al., 1983).

Para analise dos elementos responsivos de Tax (TRES) na regido
promotora, foram investigados polimorfismos nos TRE-I (5'-
AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC-3’), TRE-Il (5- TAGGCCCTGACGTGTCCCCCT-
3"), TER-IIl (5- CAGGCGTTGACGACAACCCCT-3’), TATA box (5’-TATAAA-3’), E-
box (enhancer box) (5’-CATATG) e sinal poli(A) (5°-AATAAA-3’).

Em relagdo as sequéncias de tax, todo o fragmento foi analisado para a busca
de polimorfismos. Além disso, as sequéncias nucleotidicas foram traduzidas para
verificar possiveis trocas de aminoacidos decorrentes dos polimorfismos
identificados.

Por fim, foi realizada uma revisao na literatura para a busca de polimorfismos
ja relatados em ambas as regiées aqui analisadas, verificacdo da ocorréncia destes

nas amostras analisadas, e de seus efeitos.

4.10 Construcéo da arvore filogenética - Genotipagem da regido tax

Para determinar o genétipo da regido tax, foi realizada a construcao de uma
arvore filogenética. As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando a ferramenta de alinhamento
Clustal Omega no software Geneious. Foram incluidas sequéncias de HTLV-la
provenientes do Brasil e de outras localidades. O alinhamento multiplo foi ajustado
manualmente no mesmo programa para garantir que todas as sequéncias tivessem
0 mesmo tamanho (483 pb).

A construcdo da arvore filogenética foi realizada pelo método de Maximum
Likelihood (ML), com base no algoritmo de distanciamento genético Neighbor Joining
(NJ) e no modelo evolutivo Tamura-Nei (TN). Para assegurar a robustez dos
agrupamentos, foram realizadas 1000 réplicas de bootstrap. A sequéncia de HTLV-
1b (M67514) foi utilizada como grupo externo para definir a raiz da arvore.

O numero de acesso das sequéncias utilizadas para a constru¢do da arvore
foram: J02029, M86840, DQ323833, DQ323845, DQ323840, DQ323834,
DQ323835, DQ323855, DQ323875, DQR323836, DQ323870, DQ323862, DQ323850,
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DQ323883, DQ227134, DQ227130, DQ227135, DQ227158, DQ227189, L36905,
AF259264, AF226593, AB036376, AF042071, AF003012, AB045549, AF292000,
AB045520, U19949, AB045481, AF485380, AF485381, AF133525, AF133524,
JN887709, JN887706, JN887703, DQ227179, AB045534, AB045636, MH399769,
M67514. As informacdes referentes de cada sequéncia escolhida podem ser

encontradas no material suplementar (Quadro MS1).

4.11 Andalise estatistica

As caracteristicas da populacdo estudada foram descritas por meio de
estatisticas descritivas, apresentadas em forma de quadro. A presenca dos
polimorfismos encontrados nas sequéncias foi descrita nas formas de frequéncia
absoluta e relativa. Para avaliar a associacdo entre os polimorfismos e o estado
clinico, as sequéncias foram divididas em dois grupos: portadores assintomaticos e
portadores com HAM. A andlise estatistica foi conduzida utilizando o teste exato de
Fisher para comparar as frequéncias entre os grupos, considerando um valor de p <
0,05 como estatisticamente significativo. As analises foram realizadas no software
GraphPad Prism v 8.0.1.
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5. RESULTADOS

5.1 Ocorréncia da infec¢cédo pelo HTLV-1 em amostras coletadas em Sao Luis

Foram analisadas nove amostras provenientes de individuos residentes no
estado do Maranhdo. Todas as amostras apresentaram resultados reagentes para
anticorpos anti-HTLV1/2 no teste de triagem pelo método ELISA. A confirmacao
sorolégica (Western blot) e molecular (QPCR) da infeccdo classificou todas as
amostras como positivas para HTLV do tipo 1. Essas informacdes podem ser
encontradas no Quadro 5.

A populagéo do estudo foi composta por dois individuos do sexo masculino e
sete do sexo feminino, com idades variando entre 41 e 70 anos. Quanto a
naturalidade, apenas um participante era natural de S&o Luis, enquanto os demais
eram oriundos de outros municipios do estado. Em relacdo a sintomatologia no
momento da coleta, dois participantes apresentavam sinais clinicos compativeis com
mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM), enquanto os outros sete eram considerados

assintomaticos (Quadro 5).

Quadro 5. Caracteristicas e diagnéstico de HTLV-1 na populacao estudada.

Individuo | Idade | Sexo | Naturalidade | Sintomas | ELISA | CT || TR | TAX
DO gPCR

163SM 62 M Lago da Pedra HAM 4,774 | 23,54 + +
165AF 41 F Penalva nao 4,806 | 27,51 + +
166AM 42 M Penalva nao 4,804 | 25,62 + +
167AF 57 F Guimaréaes nao 3,412 | 25,15 + +
219AF 49 F Sao Luis HAM 4,746 | 27,39 + +
296AF 68 F Barreirinhas nao 2,145 | 26,63 + +
317AF 51 F Rosario nao 1,307 | 31,98 + +
329SF 62 F Santa Rita nao 1,929 | 33,97 +

48SF 70 F Itapecuru-Mirim nao 4,703 | 35,04 +
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Com o DNA proviral obtido de todas as amostras positivas para HTLV-1, foi
realizada a amplificacdo das regides de interesse. O protocolo adotado para a
nested PCR da regido LTR permitiu a amplificagéo das nove amostras deste estudo.
Em relacdo a regido tax, os resultados da PCR convencional demonstraram sucesso
na amplificacdo de sete amostras deste estudo. Os amplicons da regido tax podem

ser visualizados na Figura 11.

Figura 11. Eletroforese da PCR realizadas para a amplificacdo das regides de
interesse utilizando os iniciadores TAX. Altura das bandas de interesse identifica por
seta.

5.2 Os Elementos Responsivos de Tax apresentam-se integros na regiao 5’LTR

do genoma proviral de isolados do estado

Como resultado do sequenciamento da regido LTR, foram obtidas
sequenciais viaveis (foward e reverse) para a montagem de contigs das 9 amostras,
produzindo fragmentos de tamanhos entre 671 a 817 pb, que conseguiam
representar todos as trés regibes de repeticdo conhecidas como elementos
responsivos de Tax (TREs). Nao foram detectadas delegbes na regidao 5LTR de

nenhum dos isolados virais analisados.
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Na analise de polimorfismos nos elementos responsivos de Tax, foram
identificados os polimorfismos A125G e G174A em relacdo a sequéncia ATKI1,
presentes no dominio A da primeira e segunda repeticdo (TRE-I e TRE-II),
respectivamente (Figura MS1, presente no material suplementar). Das 9 sequéncias
de LTR, a mutacdo A125G esta presente em 7/9 amostras (77,77%), e a mutacao
G174A em 7/9 amostras (77,77%). Além disso, cinco sequéncias apresentam ambas
as mutagles, duas apenas o polimorfismo A125G no TRE-l e duas apenas o
polimorfismo G174A no TRE-Il (Tabela 2).

N&o foram encontradas mutacdes nos dominios B e C das repeticdes TRE-I e
Il, portando permaneceram conservados nas amostras deste estudo. A regido TRE-
[l foi a Gnica completamente conservada dentre as trés repeticbes dos elementos
responsivos de Tax, ou seja, ndo apresentou mutacées em nenhum de seus
dominios das sequéncias deste estudo.

Em relacdo aos demais elementos da regido promotora U3, quando
comparadas com a sequéncia de referéncia ATK1, a TATA box, E-box e sinal poli(A)

permaneceram conservadas em todas as sequencias estudas.

Tabela 2. Alinhamento dos Elementos Responsivos de Tax | e Il entre as amostras
obtidas neste estudo e a sequéncia de referéncia ATK1.

Posig¢ao 5'LTR

TRE-I TRE-II
Sequéncia 124 125 126 127 | 172 173 174 175
ATK1 A G G T A G G
163SM
165AF
166AM
167AF
219AF
296AF
317SF
329SF G
48SF G

O O 0 0 6>
> >

> > > > >
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5.3 Variantes de tax presentes no estado alteram aminoacidos em dominios

funcionais da proteina Tax

Foi possivel obter sequéncias parciais da regido tax viaveis (foward e
reverse) para a montagem de contigs de 7 amostras, gerando sequéncias com
tamanhos de 488 a 514 pb.

Em relacdo ao percentual de identidade, quando comparadas essas
sequéncias entre si, a similaridade € de 99,50-100%. Quando essas mesmas
sequéncias foram comparadas com a sequéncia ATK1, a identidade foi elevada de
98,91-99,41%.

Ao serem submetidas a ferramenta BLAST, todas as sequéncias tiveram
identidade de 100% com alguma amostra disponivel no banco de dados do

GenBank. Esse resultado pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia de maior similaridade encontrada no BLAST de cada amostra
deste estudo.

Amostra Sequéncias do GenBank
Percentual de Origem Cddigo de acesso
identidade

100% Japao LC192521.1

163SM; 167AF
100% Brasil (SP) KF797839.1
296AF; 317AF 100% Argentina KT633533.1
219AF 100% Brasil (SP) KF797874.1

O resultado do alinhamento em relagdo a sequéncia de referéncia ATK1
identificou a presenca de cinco polimorfismos, sendo eles as trocas de nucleotideos
T7891C, C7897T, C7930T, C7959T e G8208A (Tabela 4). Estando presente em
100% das sequéncias analisadas, estdo os polimorfismos C7897T, C7959T e
G8208A; em 5/7 (71,42%) das sequéncias o polimorfismo T7891C; e por ultimo o

polimorfismo C7930T encontrado em 1/7 (14,28%) sequéncia. Cinco sequéncias
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apresentavam quatro polimorfismos (T7891C, C7897T, C7959T e G8208A) e uma

sequéncia possui todos os polimorfismos identificados.

Tabela 4. Alinhamento das sequéncias parciais da regido tax obtidas neste estudo
comparadas a sequéncia de referéncia ATK1.

Posicao do nucleotideo

Sequéncia 7872 7887 7891 7897 7916 7930 7934 7949 7959 8208

ATK1 A A T C A C T T C G
163SM A
165AF C T T A
166AM C T T A
167AF T T A
219AF C T T T A
296AF C T T A
317AF C T T A
Alteragéo de A=V S—N

Aminoacidos:

Em relacdo ao tipo de mutacdo, as substituicbes de nucleotideos C7959T e

G8208A resultaram em mutacbes ndo sinbnimas, ou seja, causam trocas de

aminoacidos na proteina traduzida. A primeira substituicdo, C7959T, levou a troca

de uma alanina por valina (A—V), ocorrendo no dominio de ativacdo da via NF-kB

da proteina Tax. A segunda mutacdo, G8208A, resultou na troca de uma serina por

asparagina (S—N) no dominio de ativacao da proteina CREB (Figura MS2, presente

no material suplementar). Os outros polimorfismos se caracterizam por serem

mutacdo sindénimas,

mudancas de aminoacidos na proteina.

também conhecidas como silenciosas que ndo geram



5.4 Mutacdes no gene tax refletem ao grupo monofilético taxA

Foi construido a arvore filogenética com um segmento de 483 pares de
bases utilizando 41 sequéncias disponiveis no GenBank, incluido a cepa de
referéncia ATK1 e o grupo externo (HTLV-1b). Na relacéo filogenética, € possivel
observar os dois agrupamentos monofiléticos principais correspondes aos genotipos

tax subgrupo A (taxA) e tax subgrupo B (taxB). As sete amostras provenientes deste

estudo estdo agrupadas no grupo monofilético taxA (Figura 12).
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Figura 12. Arvore filogenética construida pelo método Neighbor Joining
utilizando o software Geneious Prime v2014 com 483 pb da regido tax do
HTLV-1 de 41 amostras provenientes do GenBank e 7 amostras deste estudo
(destacadas em negrito). O HTLV-1b (M67514.1) foi utilizado como grupo

externo.
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5.5 Perfil de Polimorfismos Genéticos entre Grupos Clinicos de PVHTLV do
estado

As frequéncias dos polimorfismos genéticos foram comparadas entre os
portadores assintomaticos (PA; n=5) e os individuos sintomaticos com mielopatia
associada ao HTLV-1 (HAM; n=2). Nos elementos responsivos de Tax (TRE | e 1), o
polimorfismo A125G foi identificado em 6 PA e 2 HAM, enquanto o polimorfismo
G174A esteve presente em 5 PA e 1 HAM. Nas sequéncias do gene tax, oS
seguintes polimorfismos foram observados: T7891C em 4 PA e 1 HAM, C7897T em
5 PA e 2 HAM, C7930T exclusivamente em 1 HAM, C7959T em 5 PA e 2 HAM, e
G8208A também em 5 PA e 2 HAM. Conforme apresentado na Tabela 5, nenhuma
das mutacdes analisadas apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
os dois grupos.

Tabela 5. Presenca dos polimorfismos encontrados nos TRES e no gene tax entre
0s grupos de portadores assintomaticos (PA) e sintomaticos.

Polimorfismo Sintomatologia
PA HAM Total
N (%) N (%) N (%) P

Elementos responsivos de Tax
A125G
A 2 (28,57) 0 2 (22,22) 1.000
G 5 (71,43) 2 (28,57) 7 (77,78) ’
G174A
G 1(14,29) 1 (50) 2 (22,22)
A 6 (85,71) 1 (50) 7 (77,78) 0.4167

Gene tax

T7891C
T 1 (20) 1 (50) 2 (28,57) 1.000
C 4 (80) 1 (50) 5(71,43) '
C7897T
C 0 0 0
T 5 (100) 2 (100) 7 (100) 1,000
C7930T
C 5 (100) 1 (50) 6 (85,71)
T 0 1 (50) 1(14,29) 0.2857
C7959T
C 0 0 0
T 5 (100) 2 (100) 7 (100) 1,000
G8208A
G 0 0 0 1,000

A 5 (100) 2 (100) 7 (100)




68

Quando comparadas as frequéncias dos polimorfismos nas regifes tax e
LTR, as amostras com genotipo selvagem ou mutante em TRE mostraram uma
distribuicdo similar entre os polimorfismos da regido tax. A maioria das amostras que
apresentavam polimorfismos em tax, também possuiam os polimorfismos A125G e
G174A na regiao nos TRE | e Il (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia das mutacbes da regido tax em comparacdo com
polimorfismos encontrados na regido LTR.

Polimorfismos na regido tax
T7891C C7897T C7930T C7959T GB8208A

TR Total
A125G

Selvagem 2(100) 2(100) O 2 (100) 2 (100)

Mutante 3 (60) 5(100) 1 (20) 5(100) 5 (100) 5
G174A

Selvagem 0 2(100) O 2 (100) 2 (100)

Mutante 5(100) 5(100) 1(20) 5(100) 5 (100) 5




69

6. DISCUSSAO

E estimado que existam cerca de 10 milhdes de portadores do virus HTLV-1
em todo o mundo, sendo o Brasil um dos paises com maior prevaléncia, abrigando
entre 800 mil e 1,5 milhdo de portadores (Legrand et al., 2022; Rosadas et al.,
2018a). O Maranhao é reconhecido como uma regido endémica para o HTLV-1,
porém, os estudos realizados no estado tém se concentrado em analises
epidemioldgicas (Ishak; Ishak; Vallinoto, 2020). Este trabalho apresenta um avancgo
importante ao identificar, de forma inédita, a presenca de polimorfismos na regido
promotora e no gene tax do genoma proviral em amostras do Maranhéo, destacando
aspectos relevantes para a manutencdo da infeccdo e potenciais implicacdes no
estado clinico dos portadores.

Este estudo relatou, pela primeira vez, a confirmacao da infeccdo pelo HTLV
do tipo 1 em pacientes com sintomatologia de HAM no estado do Maranhao. Até
entdo, a literatura cientifica ndo havia registrado casos dessa manifestacdo
neurolégica associada ao HTLV-1 na regido, reforcando a importancia de
investigacdes locais sobre as consequéncias clinicas dessa infeccdo. Estima-se que
cerca de 2% dos portadores de HTLV-1 desenvolvam HAM ao longo da vida (Kaplan
et al.,, 1990; Maloney et al., 1998; Orland et al., 2003). No Brasil, um estudo de
coorte com portadores do virus reportou uma incidéncia de 5,3 casos de HAM por
1.000 pessoas ao longo de trés anos, com um intervalo de confianca de 0,3 a 10,9
(Romanelli et al., 2013).

Estudos apontam que fatores genéticos do virus podem ser uma das causas
que levam ao desenvolvimento das patologias associadas ao virus (Cucco et al.,
2021). Os polimorfismos identificados na regido LTR do genoma proviral sdo de
particular interesse, dado o papel critico desta regido na regulacdo da transcricdo
viral (Currer et al., 2012; Lemasson et al., 2004). Alteragcdes nos TREs podem
impactar a eficiéncia da transcricdo, afetando diretamente a replicacdo viral e a
ativacado de genes do hospedeiro (Currer et al., 2012; Gachon et al., 2000; Montagne
et al., 1990).

Ao analisar os TREs das sequéncias deste estudo, foram identificados os

polimorfismos A125G e G174A. Esses polimorfismos virais possuem interpretacdes
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distintas na literatura. A troca de nucleotideo A125G, por exemplo, foi associada a
um aumento da carga proviral em portadores assintomaticos, segundo um estudo
prévio (Neto et al., 2011). Mais recentemente, o mesmo polimorfismo foi relacionado
a uma baixa carga proviral em individuos com HAM (Gomes et al., 2021). A carga
proviral, reconhecida como um importante marcador de infec¢cdo pelo HTLV-1, esta
associada ao risco de desenvolvimento e progressdo da HAM (Olindo et al., 2005;
Primo et al., 2009; Taylor; Evans; Rosadas, 2024). Um estudo de coorte realizado
em Martinica, no Caribe, corroborou essa relacdo, indicando que portadores com
carga proviral elevada apresentaram um intervalo reduzido entre o inicio dos
sintomas de HAM e a progressao para dependéncia de cadeira de rodas (Olindo et
al., 2006).

A integridade dos sitios promotores é crucial para a atividade transcricional.
Ensaios in vitro, mostraram que a delecdo de pelo menos uma das trés repeticdes
dos TREs resulta em uma reducao significativa da atividade promotora da regido
(Fujisawa et al., 1986). Um estudo realizado por Montagne et al. (1990) demonstrou
que mutacdes simultdneas nos dominios A e C dos TREs comprometeram a ligacédo
da proteina Tax, interferindo diretamente na atividade promotora, e que a integridade
do dominio B também € necesséria para essa atividade (Montagne et al., 1990).
Ademais, a presenca de apenas um dos polimorfismos nédo indica fator protetivo,
visto que a proporcdo dessa mutacdo entre portadores assintomaticos e
sintométicos é similar na literatura (Gomes et al., 2021). No presente estudo, 0s
polimorfismos A125G e G174A foram identificados apenas no dominio A da primeira
e segunda repeticdo, respectivamente, enquanto os dominios B e C permaneceram
conservados, e nenhuma sequéncia apresentou dele¢bes nas TREs, confirmando a
integridade destes nos isolados virais do Maranh&o e sua possivel funcionalidade.

Observando a regido codificante do HTLV-1, € importante destacar
mudancas em genes que transcrevem produtos importantes a manutengéo do virus.
A proteina Tax do HTLV-1 possui um papel fundamental na progresséo da infeccéo
devido ao seu papel de transativacdo de regides promotoras do genoma proviral e
da célula hospedeira (Akbarin et al., 2024; Boxus et al., 2008; Giebler et al., 1997,
Tie et al., 1996). A proteina Tax apresenta uma alta antigenicidade, e a resposta

imunologica do hospedeiro contra ela desempenha um papel importante no
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desenvolvimento de patologias associadas ao HTLV-1, como a HAM (Pereira-Santos
et al., 2023; Saffari et al., 2022; Tarokhian et al., 2017). Essa relacéo é evidenciada
pela deteccéo frequente de linfocitos T citotoxicos direcionados a Tax em portadores
do virus, destacando sua relevancia na dindmica da infec¢do e na progressao para
manifestacdes clinicas (Hilburn et al., 2011; Saito, 2010). Dessa forma, o estudo de
alteracbes no gene tax pode fornecer informacdes importantes acerca da
epidemiologia molecular e de como a infeccdo pode progredir para um estado
sintomatoldgico.

A analise das sequéncias obtidas do gene tax mostrou uma similaridade
elevada em comparacdo com as sequéncias do GenBank e com a cepa de
referéncia ATK1, com uma média de 99,16%. Esse resultado é similar ao de outros
estudos realizados no Brasil e no Chile, que possuem similaridade de 99,2% e
99,6%, respectivamente (Kashima et al., 2006; Magri et al., 2012; Ramirez et al.,
2002). A maior similaridade entre as sequéncias do Brasil € esperada, devido as
formas de entrada do HTLV-1 na era pds colombiana ter sido principalmente pelo
intenso trafico de pessoas vindas do continente africano (Ishak et al.,, 2020a). A
variacdo observada entre as sequéncias da América do Sul sugere uma possivel
rota mais antiga de entrada do virus, na era pré-colombiana. Evidéncias de DNA de
HTLV-1 encontrado em uma mumia nos Andes mostram semelhangas com amostras
isoladas de tribos do Atacama e indigenas do Chile, que também sdo semelhantes
aos isolados de portadores do Japéo, pais de origem da sequéncia ATK1, indicando
uma possivel entrada do virus pelo Oceano Pacifico (Li et al., 1999; Sonoda; Li;
Tajima, 2011). Contudo, mais dados sdo necessarios para sustentar essa hipétese
de uma introdugéo do HTLV-1 pela rota do Pacifico (Ishak et al., 2020a).

Poucos estudos foram realizados com caracterizagdo gendémica do HTLV-1.
No Brasil, os trabalhos que identificam polimorfismos na regido tax se concentram
em portadores da regidao Sudeste, e poucos do Nordeste, principalmente na Bahia
(Aradjo et al., 2020; Kashima et al., 2006; Magri et al., 2012; Gomes et al., 2021).
Sendo assim, aqui € descrito pela primeira vez a presenca de polimorfismos no gene
tax no estado do Maranhdo, um estado endémico para o virus.

A analise das sequéncias do gene tax revelou a presenca de polimorfismos

especificos, incluindo C7897T, C7959T e G8208A. Esses polimorfismos ja foram
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relatados em estudos conduzidos em paises da América do Sul, como Argentina e
Brasil, e tém sido associados a uma assinatura molecular caracteristico de amostras
dessa regiao (Ifiguez et al., 2007; Kashima et al., 2006; Magri et al., 2012; Gomes et
al., 2021). Essas mutacbes refletem ao genoétipo da regido tax das amostras
maranhenses, que sdo caracteristicos do genoétipo taxA, ou transcontinental, como
evidenciado pela filogenia. Essa € uma caracteristica encontrada na maioria das
amostras de estudos conduzidos no Brasil, refletindo o processo de entrada do virus
na regiao.

Quando esses dois genadtipos foram descritos, houve uma associacdo com a
sintomatologia, e aqueles com o genoétipo taxA foram descritos como mais
propensos a virem desenvolver um quadro de HAM, visto que a prevaléncia desse
gendtipo nesse grupo era maior (Furukawa et al., 2000). Renjifo et al (1995)
associaram o polimorfismo C7959T, marcador do gendtipo taxA, ao desenvolvimento
da HAM. Ademais, um trabalho de revisdo sistematica realizado recentemente
mapeou possiveis variantes do HTLV-1 que possam estar associadas ao
desenvolvimento de patologias, como resultado foi encontrado que o polimorfismo
C7959T foi o mais prevalente em portadores com HAM dentre os estudo analisados
pela revisdo (Lima et al., 2024).

Dentre os polimorfismos identificados no gene tax, dois resultam em trocas
de aminoacidos que podem impactar funcbes criticas da proteina. A mutacéo
C7959T, que leva a substituicdo A—V no dominio de transativacédo da via NF-kB, e a
mutacdo G8208A, que resulta na troca S—N no dominio de ativagdo da proteina
CREB, séao de particular interesse. Alteracdes nesses dominios podem influenciar a
interacdo da proteina Tax com a via NF-kB e a proteina CREB, respectivamente,
afetando a regulacdo de genes virais e do hospedeiro. Essas mudancas podem
potencialmente modificar a resposta imunolégica e contribuir para o
desenvolvimento das patologias associadas ao HTLV-1, como a HAM e a ATLL
(Enose-Akahata; Vellucci; Jacobson, 2017; Martella; Waast; Pique, 2022; Mohanty;
Harhaj, 2020a; Rabson et al., 2024). Embora o impacto funcional dessas mutacdes
ainda precise ser melhor elucidado, sua identificacdo destaca a importancia de
estudos que explorem como variagdes genéticas na proteina Tax podem modular a

patogénese viral.
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Ainda na regido codificante de Tax, uma paciente (219AF) do sexo feminino
e com sintomatologia de HAM apresentou a variante viral que carrega a substituicdo
de uma citosina por timina na posicao 7930 do genoma proviral (C7930T), esta
substituicdo ainda nao foi relatada na literatura como um polimorfismo; apesar que
nossas analises de bioinformatica encontraram depositada no banco de dados do
GenBank uma sequéncia do gene tax com 100% de identidade em relacdo a
sequéncia de 219AF, oriunda de um estudo de sequenciamento de genoma viral
total em populagédo Brasileira (Pessba et al., 2014). Esses dados mostram a
possibilidade da existéncia de polimorfismo Unico caracteristico do Brasil, e
evidenciam a necessidade de ampliar os estudos gendmicos e seus impactos na
patogénese.

Quando os polimorfismos foram comparados entre grupos de portadores
assintomaticos e sintomaticos, ndo foram observadas associacdes significativas
entre os polimorfismos identificados, seja na regido promotora ou no gene tax, e o
estado clinico dos portadores. Em um estudo conduzido com 74 portadores no Rio
de Janeiro, a identificagéo dos polimorfismos A125G e G174A nos TREs revelou que
a frequéncia dessas mutacbes nao diferiu significativamente entre portadores
assintoméaticos e aqueles com HAM (p=1,000 e p=0,4485, respectivamente para
cada mutacdo) (Gomes et al.,, 2021). Estudos que investigaram polimorfismos no
gene tax também relataram mutacdes semelhantes as encontradas neste trabalho,
mas sem associacdes significativas com manifestacfes clinicas (Araujo et al., 2020;
IRiguez et al., 2010; Kashima et al., 2006).

Entretanto, como esses polimorfismos, especialmente na regido tax, séo
caracteristicos de amostras brasileiras, associa¢gdes com a sintomatologia podem
ser dificeis de estabelecer, ja que a presenca desses marcadores pode refletir um
viés geografico ou genético local (Campos; Caterino-de-Araujo, 2020; Magri et al.,
2012; Sakihama et al., 2021). Dessa forma, estudos longitudinais sdo necessarios
para avaliar como esses polimorfismos podem influenciar o curso da infeccdo ao
longo do tempo, especialmente considerando que portadores classificados como
assintomaticos podem desenvolver sintomas, fator esse que nao foi considerado nos

estudos publicados (Cevallos et al., 2020; Lima et al., 2024; Marcusso et al., 2024).
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Embora estudos longitudinais sejam mais adequados para avaliar o papel de
variantes no desenvolvimento de patologias ao longo do tempo, trabalhos
transversais, como este, desempenham um papel crucial na identificagcdo de
polimorfismos circulantes em regides endémicas, especialmente em locais com
escassez de estudos relacionados ao HTLV-1, como o Maranhédo. A identificacao
dessas variantes, particularmente no gene tax, é relevante, dado que essa regiao e
seu produto proteico sao apontados como potenciais alvos para o desenvolvimento
de vacinas contra o0 HTLV-1 (Letafati et al., 2024). Nesse contexto, a descricao de
variantes circulantes em areas endémicas contribui significativamente para a
formulacdo de estratégias vacinais que considerem a diversidade viral local,
aumentando sua eficacia em diferentes populacdes. Além disso, esses dados
podem contribuir para o desenvolvimento de terapias que visem a interacdo da
proteina Tax com o0s elementos promotores do genoma proviral, abrindo novas
possibilidades para o tratamento da infeccdo (Plant; Bellefroid; Van Lint, 2023;
Schnell; Kohrt; Thoma-Kress, 2021).

O estudo da diversidade gendmica de isolados de HTLV-1 também se torna
importante visto que ja foi relatado na literatura a existéncia de dois tipos de provirus
defectivos; a primeira forma de virus defectivo (Tipo I) mantém ambos o0s
seguimentos LTRs e faltam as sequéncias internas do genoma, e a segunda forma
defectiva (Tipo IlI) onde falta somente a 5’LTR; interessantemente células infectadas
com provirus defectivos proliferam mais e sdo detectadas em alta frequéncia em
pacientes com ATL, mas também ja foram detectadas em menor frequéncia em
portadores assintomaticos e pacientes com HAM (Campos; Caterino-de-Araujo,
2020; Tamiya et al., 1996b). Além do significado clinico, particulas defectivas e
mutacdes estdo relacionados a reducdo na sensibilidade dos testes soroldgicos e
moleculares para diagnostico do HTLV (Campos; Caterino-de-Araujo, 2020;
Caterino-de-Araujo; Campos, 2021). O presente estudo ndo teve como objetivo a
pesquisa por particulas defectivas, entretanto ndo nos passa desapercebido a
possibilidade de estarmos diante de pacientes com populagdes clonais defectivas do
tipo I, visto o observado em dois paciente (Quadro 5): amplificacdo e
sequenciamento satisfatério da LTR, aliada a impossibilidade de deteccdo do gene

tax por PCR convencional, dificuldade de deteccdo do gene pol pelo gPCR, e baixa
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titulacdo de um destes na sorologia que detecta anticorpos direcionados a gp46, um
produto do gene env.

Ainda no que se refere a particulas defectivas, o estudo da regido tax, em
particular, também se torna importante quando a existéncia de portadores
soronegativos que apresentavam somente a regido tax é detectada em areas
endémicas na Argentina e no Chile (Gallego et al., 2020; Ramirez et al., 1998). No
trabalho de Gallego et al (2020) conduzido em San Salvador de Jejuy, Argentina,
revelou que, entre 93 participantes soronegativos para HTLV-1 em testes que
detectam anticorpos contra proteinas estruturais, padrao nos testes sorolégicos, na
analise molecular das regifes LTR, env e tax, 60 individuos apresentavam somente
sequéncias da regido tax. As sequéncias geradas por esse estudo apresentavam
polimorfismos caracteristicos de genétipos da América do Sul, como C7897T,
C7959T e GB8208A, similares aos encontrados no presente trabalho, e foram
classificadas como pertencentes ao gendtipo taxA. Além disso, o estudo demonstrou
que Tax por si s6 pode induzir manifestagdes neuroldgicas, ja que 36/60 individuos
apresentaram sintomas clinicos (Gallego et al., 2020). Esses achados ressaltam a
importancia do presente estudo ao identificar e caracterizar polimorfismos no gene
tax em uma regido endémica como o Maranhao, contribuindo para o entendimento
da variabilidade viral local e suas implicacdes clinicas, e reforcam a necessidade de
métodos diagndsticos que incluam a deteccédo de regides ndo estruturais do genoma
viral, especialmente em &reas onde o HTLV-1 € endémico.

A atividade transcricional do HTLV-1 esta diretamente relacionada as
funcdes da regido promotora, mediadas pela proteina Tax. A coexisténcia de
polimorfismos nos TRES e no gene tax, observada na maioria das amostras deste
estudo, sugere uma possivel interacao entre essas alteracées que podem modular a
expressdo viral. Enquanto mutacbes nos TREs podem impactar a ligacdo da
proteina Tax a regido promotora, alteragbes na propria proteina podem modificar
sua funcdo como transativadora, influenciando a replicacéo viral e a resposta imune
(Kannagi et al., 2019; Rabson et al., 2024). Uma tendéncia oposta foi relatada no
estudo de Gomes et al (2021) com portadores do Rio de Janeiro, em que a maioria

das amostras com polimorfismos em tax ndo possuiam o polimorfismo nos TRES.
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Entretanto, uma avaliacdo com maior nimero de amostras de diferentes regides é
necessaria para validar essa hipotese.

Os resultados deste estudo contribuem para o avango do conhecimento
sobre o HTLV-1 no Maranh&o, uma regido endémica ainda pouco investigada em
relacdo a este virus. Contudo, a realizacdo de pesquisas sobre infeccdes
negligenciadas, como o HTLV-1, enfrenta inUmeros desafios, especialmente em
areas de maior vulnerabilidade socioeconémica, como o Maranh&o.

Sugerimos uma busca mais minuciosa dos SNPs indicados neste trabalho, o
sequenciamento do genoma proviral completo de um maior nimero de isolados
virais da regido, bem como a associacdo de marcadores moleculares do hospedeiro,
como forma de entender o processo de infeccdo e manifestagcdo de doenga como
resultado de uma integragéo complexa.
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7. CONCLUSAO

A identificagdo de polimorfismos em sequéncias de HTLV-1 provenientes de
portadores maranhenses representa um avanco inédito nos estudos sobre o virus na
regido. Os resultados indicam que tanto os TRES quanto 0 gene tax apresentam
polimorfismos que podem influenciar na dindmica de transcricdo de elementos virais
e nas func¢des desempenhadas pela proteina Tax, potencialmente interferindo no
curso da infeccdo. Além da caracterizacdo dessas duas regidfes gendmicas,
destaca-se a identificacdo de dois portadores apresentando sintomas de HAM, um
dado relevante que evidencia a necessidade de atencéo especial a sintomatologia
frequentemente negligenciada na abordagem desse virus.

Os achados deste estudo reforcam a importancia da conducéo de pesquisas
sobre o HTLV-1 no estado do Maranhao, uma regido endémica para essa infeccao
negligenciada. Ao evidenciar a presenca de polimorfismos e casos sintométicos,
dados inéditos aqui apresentados, o trabalho expBe a necessidade urgente de
ampliar as investigacdes cientificas e desenvolver politicas publicas voltadas a

deteccdo, monitoramento e cuidado dessa populacéo.
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR

9.1 Quadro suplementar 1

Quadro MS1. Sequéncias utilizadas na construcdo da arvore filogenética

N©° GenBank ID Nome Genatipo Localizacdo
1 DQ323833 BRRJO17_95 taxA Brasil

2 DQ323845 BRRJI69_00 taxA Brasil

3 DQ323834 BRRJ3476 taxA Brasil

4 DQ323855 BRRP388 taxA Brasil

5 DQ323836 BRRJal56 971 taxA Brasil

6 DQ323870 BRRP004 taxA Brasil

7 DQ323862 BRRP438 taxA Brasil

8 DQ323850 BRRPO050 taxA Brasil

9 DQ323883 BRRP464 taxA Brasil

10 DQ323835 BRRJal07_96 taxA Brasil

11 DQ323875 BRRP165 taxA Brasil

12 AF133525 Isolado 31/98 taxA Brasil

13 AF133524 Isolado 122/97 taxA Brasil

14 JN887709 BRSP320-09 taxA Brasil

15 JN887706 BRSP232-08 taxA Brasil

16 JN887703 BRSP134-08 taxA Brasil

17 DQ227134 ArJ13-1 taxA Argentina
18 DQ227130 ArJ2-1 taxA Argentina
19 DQ227135 ArJ16-1 taxA Argentina
20 DQ227158 ArJ11-5 taxA Argentina
21 DQ227189 ArJ55-2 taxA Argentina
22 DQ227179 ArJ40-2 taxA Argentina
23 AF259264 WHP taxA China

24 AF226593 taxA China

25 M86840 TSP-1 taxA Japao
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26 AB036376 ATL150 taxA Japao

27 MH399769 MhD ATL5 taxA Iran

28 AF003012 RKI2 taxA Romenia
29 AF042071 RKI3-Ger taxA Alemanha
30 L36905 BOI taxA Franca

31 AF485380 taxA Espanha
31 AF485381 taxA Espanha
32 DQ323840 BRRJc127_97 taxB Brasil

33 AB045549 HC34-13 taxB Japéao

34 AF292000 MT-2 taxB Japao

35 AB045520 HC139 taxB Japao

36 U19949 ATL-YS taxB Japao

37 AB045481 HAMS50 taxB Japao

38 AB045534 HC117 taxB Japao

39 AB045636 HAM34 taxB Japao

40 J02029 ATK1 taxB Japao

41 M67514 EL HTLV-1b Melanésia




9.2 Figura suplementar 1
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Elementos Responsivos de Tax TATA Box
Repeticao | Repeticao Il Repeticao Il
distal) (central) (proximal)
TSS
AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC f===- TAGGCCCTGACGTGTCCCCCT px==- CAGGCGTTGACGACAACCCCTp==q TATA fu=== .
A125G G174A
A B C A B C A B C

Figura MS1. Representacdo esquematica indicando os polimorfismos encontrados nos Elementos
Responsivos de Tax da regido 5'LTR. A andlise das trés repeticdes de 21pb revelou a presenca dos
polimorfismos A125G e G174A no dominio A dos TREs | e Il, respectivamente. Os outros dominios
a repeticdo TRE-IIl permaneceram conservados. Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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9.3 Figura suplementar 2

7935 7983

TGCCCACCACCCTTTTCCAGCCTGTIAGGGCACCCGTCACGCTAACAGC

C7959T
AGTACTCTTCCTTTCATAGTTTACATCTCCTGTTTGAAGAATACACCAACAT
AGTACTCTTCCTTTCATAATTTACATCTCCTGTTTGAAGAATACACCAACAT

G8208A

TGCCCACCACCCTTTTCCAGCCT@AGGGCACCCGTCACGCTAACAGC

8190 8241

TSLS
DNA
LZR
LZR
PDZ

A=V S—N

Figura MS2. Representacdo esquematica de polimorfismos no gene tax que ocasionam
troca de aminoacidos na proteina. O polimorfismo C7959T gera a troca de amino&cidos
alanina por valina (A—V) no dominio de ativagao da via NF-kB, enquanto o segundo
polimorfismo, G8208A, resulta troca serina por asparagina (S—N). Fonte: Elaborado
pelo préprio autor.
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10. ANEXOS

10.1 Termo de Consentimento Livre Esclarecido (ANEXO 1)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I- DADOS DE IDENTIFICACAO
NOME:

II- DADOS SOBRE O ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Vocé sabe o que é HTLV? Estudo
soroepidemioldgico, molecular e de fatores de risco para infecgdo pelo virus linfotrépico de células
T humanas (HTLV-1/2) em diferentes estratos populacionais no Estado do Maranhao, Brasil.”

A equipe responsavel por esta pesquisa é formada pelos seguintes componentes: Profa. Dra. Hivana
Dall’Agnol (Coordenadora. Email: hivana.barbosa@ufma.br), o bidlogo mestrando Vinicios Arraes

(Pesquisador. Email: vinicios.arraes@discente.ufma.br).

III. EXPLICACOES SOBRE O PROJETO DE PESQUISA AO PARTICIPANTE

1) O objetivo da pesquisa € investigar a presenca do virus HTLV nas populag¢des urbanas e
quilombolas localizados no estado do Maranhao;

2) A presenca deste virus pode resultar em doengas que devem ser rapidamente tratadas;

3) A pesquisa incluird a resposta de um questiondrio com perguntas sobre o risco de se
infectar com o virus HTLV. Apds a entrevista faremos a coleta de uma pequena quantidade de seu
sangue, para que seja realizada a pesquisa do virus. Por fim, faremos uma comparagao das respostas
do questionario com o resultado da pesquisa do virus.

4) O estudo esta previsto para ter 2 anos de duragao. A sua participagdo no estudo sera de,
aproximadamente, 01 hora, tempo para a coleta do sangue e resposta as perguntas do questionario.

5) Visando esclarecer alguns desses aspectos, estamos convidando vocé a participar desta
pesquisa. Para conduzir os estudos, precisaremos realizar uma coleta de sangue (5 mL) da veia do
brago para realizar a pesquisa do virus. A coleta do seu sangue serd realizada com materiais
descartaveis e estéreis. Geralmente, nao ha dor no local da coleta, mas pode ocorrer, sendo de
intensidade limitada e por pouco tempo. Algumas complica¢des decorrentes da coleta de sangue
podem ocorrer, como manchas roxas no local da coleta devido a retirada da agulha pelo profissional
antes do garrote ou por perfura¢ao da veia; alergia ao alcool a 70% usado para limpeza local ou
contaminacgdes devido a ma limpeza feita;

6) E assegurado o encaminhamento de todos os casos de infeccio para acompanhamento
com a equipe médica de cada estado participante do estudo;

7) Este estudo podera auxiliar nas tomadas de decisao por parte dos gestores da satide, bem
como na realizacdo de a¢des mais efetivas de prevencao da transmissao do virus;

8) A participacdo neste estudo é voluntdria e vocé podera retirar o seu consentimento e
desistir de participar a qualquer momento sem prejuizo do seu tratamento regular;

9) As informacOes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros participante da
pesquisa, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum participante da pesquisa;

10) Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exame e consultas. Também, nao hd compensacado financeira relacionada a participacdo; exceto o
ressarcimento de despesas decorrentes de sua participagdo no estudo nos dias em que for necessaria
sua presenga para consultas ou exames, caso haja (como exemplo, o transporte e a alimenta¢do, mas
nao se restringindo a eles);
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11) Sera garantida, ao participante da pesquisa, a assisténcia integral gratuita devido a danos
diretos/indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo que for necessario;

12) A retirada do consentimento de guarda das amostras bioldgicas obtidas no estudo
deverd ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo ao
participante da pesquisa, com validade a partir da data da comunica¢ado da decisdo, sendo necessaria a
devolugao/destruigdo de TODAS as amostras biologicas coletadas durante o estudo (Resolugao CNS
no 340 de 2004, itens II1.6 e I11.7; Resolu¢ao CNS no 441 de 2011, item 10.1).

13) O pesquisador guardara segredo sobre a sua identidade. Vocé nao serd identificado em
nenhuma publicagio. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em “RISCOS MINIMOS” (ex.: a
possibilidade de exposicao da identidade dos participantes, seja por imagem, seja por identificacdo
sonora, etc.).

14) Para obtengao de quaisquer informagdes, esclarecimentos e resultados da pesquisa,
incluindo o direito de buscar indenizagao por danos eventuais, o participante da pesquisa podera
entrar em contato, a qualquer momento, com o pesquisador responsavel (Profa. Dra. Hivana
Dall’Agnol) no Laboratério de Genética e Biologia Molecular do Departamento de Biologia, da
Universidade Federal do Maranhao, situado na Av. dos Portugueses, 1966 - Vila Bacanga, Sao Luis -
MA, CEP 65080-805. Ou entrar em contato através do telefone (98) 3272-8543 / email:
hivana.barbosa@ufma.br. Ou ainda o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario. Telefone
(98) 2109 1250, endereco Rua Bardo de Itapary, 227, quarto andar, Centro, Sao Luis-MA. CEP 65.020-
070.

15) Todas as informagdes coletadas serdo mantidas em sigilo.

IV. CONSENTIMENTO

Considerando, que fui devidamente informado(a) dos objetivos, da relevancia do estudo
proposto, de como sera minha participacao, dos procedimentos e dos riscos decorrentes deste estudo,
declaro o meu consentimento em participar da pesquisa, como, também, concordo que os dados
obtidos na investigagdo sejam utilizados para fins cientificos (divulgagdo em eventos e/ou
publicacdes). Estou ciente que receberei uma via desse documento.

S3ao Luis, de de20__

Assinatura participante da pesquisa Assinatura e carimbo do Pesquisador

Obs: A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) tem como atribuicdo principal a
avaliacdo dos aspectos éticos das pesquisas que envolvem seres humanos no Brasil e, também,
coordena a rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEP) das instituicdes — Sistema CEP/Conep. Cabe &
Conep avaliar eticamente e acompanhar as pesquisas em areas especiais, como genética e reproducdo
humana, novos equipamentos, dispositivos para a saude, novos procedimentos, populacdo indigena,
projetos ligados a biosseguranca, dentre outros.
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10.2 Questionario socioepidemiolégico (ANEXO 2)
QUESTIONARIO HTLV

Data: _ / [/ Ne (ID):

Populagdo: ( ) Urbana ( ) Indigena ( ) Ribeirinha ( ) Quilombola ( ) Rural

Nome: Sexo: _ Data de nascimento: _ /
Idade

Tipo sanguineo: ( JA+ ( )A- ( ) AB+ ( JAB- ( )B+ ( )B-( )O+ ( )O- ( )ndosabe

1) Onde vocé nasceu (cidade/estado)?
2) Em que municipio vocé reside? ( ) Belém ( ) Manaus ( ) Rio Branco ( ) Macapa ( ) Goiania( ) Campo Grande ( ) Palmas

() Outros:
3) Ha quanto tempo vocé reside nessa localidade? ( )<1ano ( )1a3anos ( )4a7anos( )>7anos
4) Em relagdo a sua cor, como vocé se classifica? ( ) Branca ( ) Negra( ) Parda( )Amarela
5) Qual é o seu estado civil? () Casada ou “vive junto” ( ) Solteiro/a ( )Separado/a ( ) Vilvo/a
6) Nivel de escolaridade: ( ) Ensino fundamental incompleto ( ) ensino fundamental completo ( ) ensino médio incompleto

() ensino médio completo ( ) ensino superior incompleto ( ) ensino superior completo
() pbés-graduacdo incompleta ( ) pds-graduacdo completa ( ) Analfabeto

7) Renda familiar (salarios minimos): ( )<1 ( )1 ()2 ( )3 ( )4 ()5 ( )>5
8) Vocé ou sua familia recebe auxilio governamental (B. Familia, BPC, Aux. Emergencial, etc)? () Sim ( ) N&o. Qual?

9) Vocé faz algum acompanhamento de satde? ( ) Ndo ( ) Sim
10) Se sim, qual foi a Ultima vez? ( ) HAum més ( ) Ha 6 meses ( )>6 meses
11) Se sim, onde? ( )SUS ( )Privado

)
)
12) Vocé fuma cigarros? () Sim ( ) Ndo
13) Se sim, quantos cigarros por dia na Ultima semana? ( ) Menos 10 ( ) Entre 10-20 ( )+20
14) Vocé consome bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) as vezes
15) Se sim, quantas vezes por semana?( )1a3( )4a6( )Todos osdias

)

16) Vocé tem alguma tatuagem? ( )Sim ( )Ndo

17) Se sim, quantas tatuagens? Em que local do corpo?

18) Vocé tem algum piercing no corpo? ( )Sim ( )Ndo
19) Vocé ja recebeu transfusdo de sangue? ( )Sim ( )Ndo
20) Se sim, quantas? Em que ano recebeu transfusdo?

)
)
)
)
21) Vocé ja usou alguma droga ilicita (fumada, inalada ou injetavel) na sua vida? ( )Sim ( )Ndo
22) Quando crianga, vocé foi amamentado? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) Ndo sei
23) Vocé é sexualmente ativo? ( ) Sim ( ) N&o

24) Vocé ja ficou gestante durante sua vida? ( ) Sim ( ) Ndo

25) Se sim, quantas vezes ficou gestante?

26 Ja amamentou ( ) Sim ( ) N&o

27) Se sim, por quanto tempo? ( ) menos de 6 meses ( ) 6 ou mais meses

28) Com que idade vocé teve a sua primeira relagdo sexual?

30) Usa preservativo nas relagées sexuais? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) as vezes

)

)
29) Ja praticou sexo em troca de dinheiro? () Sim ( ) Ndo

)
31) Quantos parceiros por semana? ( )1 ( )2 ( )3 oumais
)

32) J& teve diagndstico de alguma IST? () Sim () Ndo ( ) N&o sabe dizer
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Vocé sabe o que é HTLV? Pesquisa do virus linfotrépico de células T humanas (HTLV-
1/2) no Estado do Maranhao, Brasil.

Pesquisador: HIVANA PATRICIA MELO BARBOSA DALL AGNOL

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 79351424.0.0000.5086

Instituicdo Proponente: Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS)
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.878.783

Apresentacao do Projeto:

As informacgbes elencadas nos campos Apresentacao do Projeto; Objetivo da Pesquisa e Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_2285608.pdf. versdo 2. Datado de 28 / 05 /2024).

INTRODUCAO

Os virus linfotrépicos de células T humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) pertencem a familia Retroviridae,
subfamilia Oncovirinae, género Deltaretrovirus. O HTLV-1 possui um tropismo preferencial pelas células
humanas conhecidas como linfécitos T CD4+ e o HTLV-2 pelos linfécitos T CD8+ (MARTINEZ; AL-SALEEM;
GREEN, 2019). O HTLV-1 é um virus potencialmente carcinogénico que causa uma forma agressiva de
leucemia/linfoma de células T em adultos (ATLL) (TAGAYA; GALLO, 2017). Pacientes com ATLL,
geralmente desenvolvem diagndstico e expectativa de sobrevivéncia desfavoraveis (EINSIEDEL et al., 2013;
TSUKASAKI et al., 2009). E também associado a mielopatia/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP)
(CASSAR et al., 2014), um quadro inflamatério e debilitante que leva a alta morbidade e mortalidade
(MARTIN; TAGAYA; GALLO, 2018). Outras manifestacdes como dermatite infecciosa, artrite e uveite,
também podem estar relacionadas a infecgéo pelo virus. O tipo viral HTLV-2 é raramente associado a
sintomas de doencas neuroldgicas e leucémicas (TEIXEIRA; HENNINGTON, 2021).
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Sao descritas trés diferentes rotas de transmissdo dos HTLVs: na rota vertical, o virus é transmitido de mées
lactantes infectadas para a crianga através da amamentacao, é descrita como a principal rota atualmente;
na horizontal, a transmissdo se da pelo contato das relagdes sexuais e a transmissao parenteral, que ocorre
através de administragcdo de drogas endovenosa, transplante de 6rgaos e transfusdo sanguinea
(MOHANTY; HARHAJ, 2020).As manifestagdes clinicas associadas HTLV-1 incidem em cerca de 2-10%
dos infectados, entretanto, a maior parcela daqueles que permanecem assintomaticos sédo infecciosos e
continuam a transmissdo (ROSADAS et al., 2018). Assim, por se tratar de um virus negligenciado e
provocar quadros clinicos diversos, a transmisséo ocorre de forma silenciosa e despercebida, o que torna
dificil, mesmo para os profissionais da saude, identificar a infecgdo pelo virus. Atualmente, ndo ha cura ou
vacina para o virus, sendo o manejo do paciente restrito ao tratamento sintomatico (TEIXEIRA;
HENNINGTON, 2021).A soroprevaléncia do HTLV-1 aumenta gradativamente conforme a idade e é
geralmente mais elevada entre mulheres, chegando a alcangar 40% em algumas areas endémicas para o
virus (GESSAIN; CASSAR, 2012). Apesar da alta endemicidade, sua distribuicdo geografica se apresenta
de forma heterogénea, geralmente ocorrendo em determinados grupos étnicos ou intercalando areas sem
incidéncia de infecgdes (CASSAR et al., 2014). Essas areas, envolvem paises como o sul do Jap3o, Africa
Subsaariana, Baia do Caribe, Ira, Australia e sul da América do Sul incluindo o Brasil, Colémbia e Peru
(GESSAIN; CASSAR, 2012). Contudo, regides densamente povoadas como China e india apresentam
dados limitados e, portanto, a prevaléncia mundial pode ser subestimada (MOHANTY; HARHAJ, 2020). No
Brasil, pesquisas preliminares envolvendo doadores de sangue revelaram a distribuicdo heterogénea do
HTLV em diversas regides do pais, com maior nas regides Norte e Nordeste (CATALAN-SOARES et al
2005; VIANA et al., 2014; VIEIRA et al., 2021).A investigacéo epidemioldgica entre comunidades indigenas
mostrou que o HTLV-2 circula em alta frequéncia entre diferentes grupos linguisticos da regido amazonica
do Brasil, nos quais a transmisséo de mae para filho (in Utero e amamentacao perinatal) e a relagao sexual
sdo as principais vias de transmissao (ISHAK et al., 1995; VALLINOTO et al., 2002). Na regido Centro-
QOeste, alguns trabalhos tém demostrado a ocorréncia da infecgao pelos HTLV-1 e HTLV-2 em populagdes
quilombolas e co;infectando portadores do HIV;1 e do M. tuberculosis (KOZLOWSKI et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2009).0 HTLV é um virus envelopado que possui aproximadamente 80-100 nm,
apresenta genoma complexo composto por duas fitas simples e idénticas de RNA que codifica uma enzima
transcriptase reversa associada a sua estrutura, além de integrase, protease e proteinas estruturais
(CATALAN-SOARES et al., 2005). O genoma
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do HTLV-1 se integra ao genoma da célula hospedeira, constituindo o estado proviral e codifica genes de
proteinas regulatérias e acessoérias como p12, p13, p30, tax e hbz (MATSUOKA; JEANG, 2007). A proteina
Tax recruta fatores de transcricdo do hospedeiro potencializando a expresséo de genes codificados na fita
positiva do genoma proviral, além disso, atua desregulando varias vias de sinalizagdes celulares (FOCHI et
al., 2019); e hbz codifica uma proteina regulatéria importante na persisténcia viral e nos processos de
patogénese do HTLV (MARTINEZ; AL-SALEEM; GREEN, 2019).As proteinas Tax e HBZ (HTLV basic
zipper), tém sido alvo de estudos por reunirem caracteristicas que sdo extremamente relevantes na infecgdo
do HTLV-1. Essas proteinas atuam na manutengao da persisténcia viral e promovem a proliferacéo celular e
resposta inflamatéria; além de serem indispensaveis na sobrevivéncia e no processo de oncogénese na
ATLL (BRITES et al., 2021; GIAM; SEMMES, 2016). Estudos reportam muiltiplas alteragdées que controlam a
proliferagcdo, senescéncia e morte celular entre as fungdes de Tax e HBZ relacionadas a manifestagdo de
ATLL. Os efeitos resultantes da expressdo de Tax e HBZ, favorecem a ativagao do fator de transcricdo NF-
kB e contribuem para o mecanismo de escape do sistema imunolégico das células infectadas, garantindo
assim a sobrevivéncia e proliferagédo celular. Tax € uma proteina altamente imunogénica e esta associada
com a expansao policlonal de células T que ocorre apés a infecgdo por HTLV-1 na leucemia/linfoma (FOCHI
et al., 2019; NOSAKA; MATSUOKA, 2021).Ja em pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM),
pode ser observada uma alta producgédo de anticorpos e a expressdo de Tax é relacionada a desregulagao
da resposta imune. Por outro lado, observa-se que pacientes com HTLV e assintomaticos apresentam
baixos titulos de anticorpos para Tax, quando comparados a pacientes portadores de HAM com carga viral
semelhante (MOTAMIRANDA et al., 2013). A expressdo de Tax no sistema nervoso central (SNC), pode
provocar danos neurolégicos direta ou indiretamente devido a perda das células de defesa especificas
(MEDINA et al., 2014).0 comportamento dos genes Tax e HBZ sdo antagonistas contrastando no que se
refere ao padrédo de expresséo e imunogenicidade (AKKOUCHE et al., 2021; BRITES et al., 2021; GIAM;
SEMMES, 2016). Diferente de Tax, HBZ é expresso constantemente apresentando baixa imunogenicidade,
resultando em baixa resposta de linfécitos T citotéxicos e replicagdo viral diminuida. Além disso, a
expressdo de HBZ esta presente e é detectavel em todos os casos de ATLL. Em contraste, a expressao de
Tax ocorre de forma heterogénea na ATLL (KATAOKA et al., 2015; NOSAKA; MATSUOKA, 2021). Nosaka,
2021 propde trés subtipos de expressdo para Tax: alta expressao, intermitente e perda de expresséo de
Tax. Em um quarto dos casos de ATLL decorrentes da infecgédo por HTLV-1, essa
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proteina perde a expresséo, indicando que excluindo-se as alteragdes epigenéticas do gene hospedeiro, o
HBZ é o Unico gene determinante na leucemogénese. A perda de expressdo na ATLL aponta que os efeitos
oncogénicos de Tax ocorrem na fase inicial do desenvolvimento da ATLL e HBZ atua na manutencéo da
ATLL (GIAM; SEMMES, 2016).

Hipotese:

Estudos preliminares indicam que o Maranh&o figura entre os estados do Brasil com maior endemicidade de
HTLV, apresentando alta incidéncia de infec¢des pelo virus (VIANA et al., 2019). Tal caracteristica
epidémica pode ser explicada por fatores socioeconémicos, culturais e histéricos, como o comércio de
escravos que perdurou durante o periodo colonial no estado (SOUZA et al., 2012). Em um estudo sorolégico
abordando as capitais brasileiras, a capital Sdo Luis (MA), apresentou a maior prevaléncia média de casos
entre doadores de sangue entre os estados analisados (CATALAN-SOARES et al; 2005); alta prevaléncia,
também foi observada em um estudo transversal envolvendo gestantes (VIANA et al., 2014), demonstrando
a transmissdo e manutencdo desse virus dentro da populagdo maranhense.Estudos de abordagem do
HTLV no Brasil, séo por si s6, objeto de pesquisa escasso. O HTLV e suas manifestagées se enquadram no
grupo das doencas negligenciadas, bem como das doencgas raras e atingem majoritariamente populacdes
em situagdo de vulnerabilidade. Devido as caracteristicas de transmissao do virus, a infeccdo pode se
estender a grupos familiares. Contudo, a infeccdo é amplamente desconhecida e raramente associada as
manifestagdes decorrentes da patogénese do HTLV, o que dificulta tanto a identificagdo do agente etiolégico
como avaliar a evolugédo do prognéstico das manifestacdes clinicas.Sabe-se que alteragdes do genoma do
HTLV ainda ndo completamente elucidadas, possiveis variantes do virus, exercem papel importante nos
mecanismos da patogénese viral no desenvolvimento das variadas manifestagdes clinicas da infecgéao
(CUCCO et al., 2021). Em seu trabalho Cucco, 2021 descreve uma frequéncia maior da mutagdo do gene
codificante da proteina HBZ (R119Q) em pacientes assintomaticos sugerindo que essa mutagéo esteja
associada a um fator protetivo as manifestacdes de HAM. Dessa forma, a identificacdo e caracterizagdo de
marcadores de progndstico como na populagdo, é crucial para a predigdo da evolugdo clinica e
desenvolvimento de estratégias voltadas para a prevencgéao e gerenciamento de prognésticos (BRITES et al.,
2021).A urgente necessidade de ampliar o conhecimento deste virus e limitar sua disseminagéo, pode ser
evidenciada pela inclusédo na atencao ao pré-natal de agées permanentes de diagndstico e rastreamento do
HTLV em gestantes Brasileiras, através da
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PORTARIA GM/MS N° 715, DE 4 DE ABRIL DE 2022, disponivel em https://www.in.gov.br/en/web/dou/-
/portaria-gm/ms-n-715-de-4-de-abril-de-2022 -391070559.Assim, tendo em vista a limitagédo e caréncia de
pesquisas voltadas ao virus HTLV; diagnéstico sorolégico e molecular, andlise de fatores de risco para
infeccdo, bem como investigagdes que visem caracterizar regides genémicas de relevancia na patogénese
em portadores do HTLV no Estado do Maranhao; este projeto servira como ferramenta de resposta eficaz
para enfrentamento do virus no estado.

Metodologia Proposta:

O presente projeto ira envolver a parceria ja firmada, que levou ao inicio da linha de pesquisa do virus HTLV
no Estado do Maranh&o, entre os grupos dos Laboratérios de Genética e Biologia e Molecular da UFMA,
local de atuagdo da coordenadora; e o Laboratério de Virologia da Universidade Federal do Para, local de
atuacao de pesquisador colaborador, quando foi desenvolvido projeto prévio intitulado:- Marcadores
epidemiolégicos de frequéncia (Prevaléncia) dos HTLV-1/2, seus subtipos moleculares e aspectos
sécio;comportamentais de risco para a infecgdo em populagdes humanas das Regides Norte e
Centro;Oeste do Brasil (CNPq. 2022-2023).Estudo observacional de corte transversal, descritivo, de
prevaléncia de anticorpos para o HTLV-1/2.Sera utilizada amostragem aleatodria estratificada.Os locais de
coleta para populagédo da capital Sao Luis-MA serdo principalmente escolas, universidades, centros
comunitarios, coletivos, associagdes, unidades basicas de saude, saude da familia dentre outros. Para os
estratos populacionais especificos (quilombos) os locais de coleta serdo as sedes das comunidades. O
trabalho de campo sera realizado por equipe composta por profissional técnico de enfermagem e um
pesquisador do projeto. Os individuos menores de idade deverdo assinar o TALE, especifico para faixa
etaria, enquanto seus representantes legais assinardo o TCLE autorizando sua participagéo no estudo, os
individuos maiores de idade assinardo apenas o TCLE, e todos serdo convidados a responder um
questionario epidemioldgico.

Amostras de sangue venoso periférico (5 mL) com EDTA serdo coletadas e transportadas até o
LabGeM/UFMA, onde plasma e a massa celular (glébulos brancos) serdo separados por centrifugagéo e

congelados a -20°C.

4.2 Diagnéstico Sorolégico da infecgdo pelo HTLV-1/2 Para a detecgdo plasmatica de anticorpos
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totais antig HTLV; 1/2 (anti; gp46 e gp21), sera realizada uma triagem pelo método de ELISA (Murex HTLV |
+ |I, DIASORIN), seguindo o protocolo do fabricante. As amostras que apresentarem resultado reagente ou
indeterminado serdo submetidas a confirmagéo através da metodologia de Western Blot (HTLV BLOT 2.4
DIASORIN) para detecgcdo de proteinas recombinantes especificas para HTLV-1 ou HTLV;2 e de uma
proteina de epitopo de envelope comum a ambos os tipos. 4.3 Extragdo de DNA Apds a triagem soroldgica
acima descrita, as amostras positivas seguirdo para a pesquisa do DNA proviral do HTLV, nesta serdo
utilizados 200; L de massa celular, que serdo submetidas a extracdo de DNA com auxilio do Kit QiaAmp
DNA mini kit (Qiagen, Germany), seguindo o protocolo do fabricante. O DNA sera quantificado em
espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific), e utilizado nas préximas etapas. 4.4 PCR em Tempo Real
(qPCR) para Confirmagao da Infecgdo por HTLV-1/2 Para a confirmagdo molecular da infecgdo, a qPCR
sera realizada utilizando-se o sistema TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) a partir de trés
sequéncias alvo: o gene da albumina, como controle endégeno e as regides ndo homoélogas do gene pol do
HTLV-1 e do HTLV-2, como descrito por Tamegao-Lopes et al., (2006). Inicialmente, para realizagdo desta
etapa, uma aliquota de DNA das amostras positivas sera enviado ao Laboratério de Virologia (UFPA),
entretanto, com a aprovagdo e andamento deste projeto, espera-se realizar reparo do equipamento de PCR
em tempo real do LabGeM, e implantar esta metodologia localmente. 4.5 Caracterizagdo molecular do
genoma proviral Uma aliquota de DNA das amostras que forem positivas em todos os testes acima descrito,
confirmando o diagnéstico de HTLV-1, sera submetida a analise do genoma proviral. Inicialmente sera
realizada a amplificagdo através de PCR convencional conforme descrito por Borba et al., (2019). Apds
eletroforese em gel de agarose o fragmento de interesse sera purificado com o kit comercial QlAquick PCR
Purification (QIAGEN) e enviado para sequenciamento classico em servigo especializado de terceiros, por
meio da metodologia de Sanger.

Metodologia de Analise de Dados:

As informagdes irdo compor bancos de dados no programa Excel e Epi-Info7.2. Seréo feitas as avaliages
de estatistica descritiva por meio de gréficos e tabelas, e posterior associagdo das variaveis classificatérias
por testes ndo paramétricos, e andlises multivariadas. As andlises serdo realizadas no programa Prism 6 for
Windows, Bioestat 5.3 (AYRES M; AYRES-JUNIOR M; AYRES D SANTOS A, 2007).
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Desfecho Primario:

Para o participante voluntario, conhecer seu estado sorolégico para o virus HTLV. Ao contribuir para
conhecer a ocorréncia dos virus HTLV-1 e HTLV-2 na populagédo do estado, a expectativa & que os
resultados obtidos sejam aplicados, diretamente, com as populagdes examinadas, para acompanhamento.

Desfecho Secundario:

E esperado que sejam definidas informagées epidemioldgicas concretas para auxiliar futuras tomadas de
decisdes e na criagdo de politicas governamentais em saude. A pesquisa contribuira de maneira inédita para
investigar o polimorfismo genético viral do HTLV circulante na populagdo do estado. Dentre os Impactos
Previstos; a pesquisa ira promover a integracédo das equipes dos dois citados laboratérios, contribuindo para
a formacéo de pesquisadores na area da Virologia, Biologia Molecular e Celular, Genética, Bioinformatica e
afins no Estado do Maranhdo. Os resultados viabilizardo a produgao de literatura cientifica relevante em
periédicos indexados internacionalmente e assim, contribuird agregando informacgdes a respeito deste virus
negligenciado a nivel mundial. A divulgagéao cientifica e disseminagdo dos resultados decorrentes do estudo
ndo se limitara ao meio académico, mas alcangara a sociedade em geral.

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc)?
Sim.

Detalhamento:

Poderéo ser incluidos no estudo pacientes com suspeita de HTLV encaminhados pelos servigos de Saude,
estes serdo testados no contexto deste estudo e caso seja confirmada a infecgcdo, seus dados de
prontuarios irdo compor banco de dados dos mesmos

Objetivo da Pesquisa:

Descrever a frequéncia do HTLV;1/2 e os aspectos epidemiolégicos e comportamentais de risco para a
exposicdo, e possiveis variantes moleculares e imunoldgicas para a patogénese, em diferentes estratos
populacionais do estado do Maranh&o.

Endereco: Rua Barao de Itapary n® 227 4° andar

Bairro: CENTRO CEP: 65.020-070
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1002 E-mail: cep@huufma.br

Pagina 07 de 10

120



HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO Wﬂp
MARANHAO - HU/UFMA

Continuacdo do Parecer: 6.878.783

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

De acordo com o pesquisador: ;A coleta do seu sangue sera realizada com materiais descartaveis e
estéreis. Geralmente, ndo ha; dor no local da coleta, mas pode ocorrer, sendo de intensidade limitada e por
pouco tempo. Algumas complicagdes decorrentes da coleta de sangue podem ocorrer, como manchas roxas
no local da coleta devido a;, retirada da agulha pelo profissional antes do garrote ou por perfuragédo da veia;
alergia ao alcool a 70% usado para limpeza local ou contaminagdes devido a; ma limpeza feita; E;
assegurado o encaminhamento de todos os casos de infeccdo para acompanhamento com a equipe médica
de cada estado participante do estudo; Sera garantida, ao participante da pesquisa, a assisténcia integral
gratuita devido a danos diretos/indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo que for necessario.;,

Beneficios:
Segundo o pesquisador: ;Este estudo podera auxiliar nas tomadas de decisdo por parte dos gestores da
salde, bem como na realizacdo de agdes mais efetivas de prevencdo da transmisséo do virus.;

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo relevante que tem como objetivo descrever a frequéncia do HTLV,; 1/2 e os aspectos
epidemiolégicos e comportamentais de risco para a exposi¢cdo, e possiveis variantes moleculares e
imunolégicas para a patogénese, em diferentes estratos populacionais do estado do Maranh@o e podera
contribuir para auxiliar nas tomadas de decisdo por parte dos gestores da saide, bem como na realizagcao
de acdes mais efetivas de prevencgao da transmissao do virus

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referente aos "Termos de Apresentacao Obrigatéria”: Folha de rosto,
Declaragdo de compromisso em anexar os resultados na plataforma Brasil garantindo o sigilo, Or¢amento
financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), Autorizagdo do Gestor responsavel do local para a realizagédo da coleta de dados e Projeto de
Pesquisa Original na integra em Word. Atende a
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Norma Operacional no 001/2013 (item 3/ 3.3). O protocolo apresenta ainda a declaragdo de
responsabilidade financeira e termo de compromisso com a utilizagdo dos dados resguardando o sigilo e a
confidencialidade.

Recomendacoées:

Apods o término da pesquisa o CEP-HUUFMA solicita que se possivel os resultados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a instituicdo que autorizou a coleta de dados de forma
anonimizada.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O PROTOCOLO nao apresenta ébices éticos, portanto atende aos requisitos fundamentais da Resolugao
CNS/MS n° 466/12 e suas complementares. Sendo considerado APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa; CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS
n°.466/2012 e Norma Operacional n°. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAO do projeto de
pesquisa proposto.

Eventuais modificagdes ao protocolo devem ser inseridas a plataforma por meio de emendas de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatérios parcial e final
devem ser apresentados ao CEP, inicialmente apos a coleta de dados e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/05/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2285608 .pdf 21:37:24
Outros CARTA_RESPOSTA_assinado.pdf 28/05/2024 |VINICIOS Aceito

21:35:06 |OLEGARIO
MESQUITA ARRAES
Cronograma CRONOGRAMA_DE_ATIVIDADES_AT | 28/05/2024 |VINICIOS Aceito
UALIZADO.pdf 21:33:42 |OLEGARIO
MESQUITA ARRAES|
TCLE / Termos de |Termo_de_Assentimento_12_a_17_ano| 28/05/2024 |VINICIOS Aceito
Assentimento / s_Atualizado.pdf 21:33:03 |OLEGARIO
Justificativa de MESQUITA ARRAES|
Auséncia
TCLE / Termos de |Termo_de_Assentimento_7_a_11_anos | 28/05/2024 |VINICIOS Aceito
Assentimento / Atualizado.pdf 21:32:40 | OLEGARIO

Endereco: Rua Bardo de Iltapary n® 227 4° andar

Bairro: CENTRO CEP: 65.020-070
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1002 E-mail: cep@huufma.br
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Justificativa de Termo_de_Assentimento_7_a_11_anos | 28/05/2024 | MESQUITA ARRAES| Aceito
Auséncia Atualizado.pdf 21:32:40
TCLE / Termos de |TCLE_HTLV_Responsavel_Menor_Atua| 28/05/2024 |VINICIOS Aceito
Assentimento / lizado.pdf 21:32:29 |OLEGARIO
Justificativa de MESQUITA ARRAES
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_HTLV_ATUALIZADO.pdf 28/05/2024 |VINICIOS Aceito
Assentimento / 21:31:54 | OLEGARIO
Justificativa de MESQUITA ARRAES|
|Auséncia
Outros TERMO_DE_ANUENCIA_LABGEM_ass| 23/04/2024 |VINICIOS Aceito
inado.pdf 19:36:31 | OLEGARIO
MESQUITA ARRAES!
Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 23/04/2024 | VINICIOS Aceito
Brochura 19:34:14 | OLEGARIO
Investigador MESQUITA ARRAES
Projeto Detalhado / |PROJETO_DE_PESQUISA . pdf 18/03/2024 | VINICIOS Aceito
Brochura 10:54:22 | OLEGARIO
Investigador MESQUITA ARRAES
Orgcamento ORCAMENTO.pdf 18/03/2024 | VINICIOS Aceito
10:35:31 | OLEGARIO
MESQUITA ARRAES|
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 18/03/2024 |VINICIOS Aceito
10:28:39 | OLEGARIO
MESQUITA ARRAES|

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:
Bairro: CENTRO
UF: MA

Telefone:

Municipio:
(98)2109-1250

SAO LUIS, 10 de Junho de 2024

Assinado por:

Camiliane Azevedo Ferreira

(Coordenador(a))

Rua Barao de Itapary n°® 227 4° andar

CEP: 65.020-070
SAO LUIS

Fax: (98)2109-1002 E-mail:

cep@huufma.br

Pagina 10 de 10

123



