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RESUMO

O Virus Linfotrépico de Células T do adulto 1 (HTLV-1) é um retrovirus humano
sexualmente transmissivel que apresenta tropismo preferencial por células T CD4".
Embora a maioria dos individuos infectados por esse virus permaneca assintomatica
(ASS), as principais manifestacdes clinicas, como a Mielopatia Associada ao
HTLV/Paraparesia Espéstica Tropical (HAM/TSP) e a Leucemia/Linfoma de Células T
do Adulto (ATLL), sdo de dificil progndstico. A HAM/TSP €& uma manifestacdo
inflamatéria do sistema nervoso central que pode culminar com a perda parcial dos
movimentos dos membros inferiores ao passo que a ATLL é um tipo de linfoma néo-
Hodgkin que geralmente leva a morte. Este trabalho tem como objetivo propor um
perfil transcricional diferencial, sugestivo das patologias associadas ao HTLV-1, além
de investigar as implicacfes causadas pela desregulacdo na expressao génica. Uma
metanalise de dez dados de microarranjos disponiveis publicamente foi realizada para
identificar genes diferencialmente expressos (GDEs). Foram realizadas analises de
vias KEGG enriguecidas. Redes de interacdo proteina-proteina (IPP), extracdo de
moédulos e selecdo de genes hubs foram implementados com STRING, MCODE e
CytoHubba. Foram identificados ao total 907 GDEs para ATLL, 368 para HAM/TSP e
150 para ASS. A analise KEGG identificou "Vias do cancer” e "Endocitose" como vias
enriquecidas para ATLL no conjunto de GDEs superexpresso e subexpresso
respectivamente. Nao foram obtidas vias enriquecidas significativas para o conjunto
total de GDEs de HAM/TSP e ASS. A partir das redes IPP geradas pelo STRING,
foram extraidos trés médulos para cada uma das manifestacdes clinicas. Combinando
os resultados do MCODE e CytoHubba, cinco genes hub foram identificados para
cada condicdo. Somente ATLL apresentou micro-RNAs diferencialmente expressos,
o hsa-mir-21, diretamente envolvido no desenvolvimento da doenca e o hsa-mir-6840,
ainda pouco conhecido. Este estudo gerou um banco de dados de marcadores
genéticos candidatos e vias enriquecidas desreguladas para os status clinicos
associados a infeccao pelo HTLV-1, o que pode facilitar a definicdo e a compreensao

de biomarcadores terapéuticos prognosticos.

Palavras-chave: HTLV-1, Expressao génica, Metanalise, ATLL, HAM/TSP



ABSTRACT

Adult T-cell Lymphotropic Virus 1 (HTLV-1) is a sexually transmitted human retrovirus
that exhibits preferential CD4* T-cell tropism. Although most individuals infected with
this virus remain asymptomatic (ASS), the main clinical manifestations such as HTLV-
Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) and Adult T-Cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) are troublesome conditions. HAM/TSP is an
inflammatory manifestation of the central nervous system that may culminate in partial
loss of lower limbs movements. ATLL is a type of non-Hodgkin's lymphoma that usually
leads to death. This work aims to propose differential transcriptional profile, suggestive
of the HTLV-1l-associated pathologies, and to investigate the implications of
deregulation on gene expression. A meta-analysis of ten publicly available microarray
datasets was performed to identify differentially expressed genes (DEGs). Enriched
KEGG pathways analysis was performed. Protein-protein interaction (PPI) networks,
module extraction and gene hubs selection were implemented with STRING, MCODE
and CytoHubba. A total of 907, 368 and 150 DEGs were identified for ATLL, HAM/TSP,
and ASS respectively. The KEGG analysis identified "Cancer Pathways" and
"Endocytosis” as ATLL-enriched pathways in the set of upregulated and
downregulated DEGs respectively. No enriched pathways were identified for the full
set of HAM/TSP and ASS DEGs. From the PPI networks generated by STRING, three
modules were extracted for each clinical manifestation. Combining the results from
MCODE and CytoHubba, five hub genes selected for each condition. Only ATLL
presented differentially expressed micro-RNAs: hsa-mir-21, directly involved in the
development of the disease and hsa-mir-6840, which is still poorly known. This study
generated a database of candidate genetic markers and enriched pathways for the
clinical status associated with HTLV-1 infection, facilitating the definition and

understanding of prognostic therapeutic biomarkers.

Keywords: HTLV-1, Gene Expression, Meta-analysis, ATLL, HAM/TSP
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1. INTRODUCAO
1.1 O HTLV-1
O Virus Linfotropico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1), isolado pela
primeira vez no Japao em 1979, a partir de amostras de um paciente com linfoma
cutaneo de células T, foi o primeiro retrovirus humano descrito (POIESZ et al, 1980).
Pertence ao género Deltaretrovirus e a familia Retroviridae, a qual também pertence
o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV, do inglés: Human Immunodeficiency
Virus), e ambos os virus, acredita-se, tenham emergido em populacdes humanas apos
transmissao zoonaGtica de populacdo simia (VANDAMME & SALEMI, 1998; KEELE et
al., 2006). Posteriormente trés novos virus foram identificados: HTLV-2, HTLV-3 e
HTLV-4. Entretanto, ndo foram correlacionados a patologias humanas (PAIVA &
CASSEB, 2014).

Apesar do HTLV-1 conseguir infectar células como mondcitos, células dendriticas
e linfécitos T CD8*, possui tropismo preferencial por células T CD4* (ECHEVARRIA-
LIMA et al, 2018). O processo de ligacéo e entrada do HTLV-1 na célula alvo envolve
alguns receptores celulares identificados até entdo, o Transportador de Glicose 1
(GLUT1), Neuropilina-1 (NRP-1) e Proteoglicanos Heparan Sulfato (HSPG), que
interagem com proteinas do envelope viral (GHEZ et al., 2010).

Diferentemente da maioria dos outros virus, o HTLV-1 é transmitido
principalmente célula-a-célula por um fendmeno chamado sinapse viral que
compreende o contato de juncles estreitas e conduites celulares de uma célula
infectada para uma nova célula hospedeira, limitando assim a exposi¢ao do virus a
mecanismos de defesa celulares (SATTENTAU, 2008). A transmissao por virus livre
€ ineficiente e, portanto, ndo é encontrada a presenca de RNA viral no plasma
sanguineo de individuos infectados (DEMONTIS, et al. 2015; GROSS & THOMA-
KRESS, 2016). O provirus do HTLV-1 permanece integrado ao DNA do hospedeiro
ao longo de sua vida e sua multiplicacdo depende da divisdo mitética da célula
infectada (ASQUITH & BANGHAM, 2007). O aspecto da clonalidade, a qual acontece
pela proliferacdo de células T infectadas, € outra caracteristica da infec¢ao pelo HTLV-
1 que sustenta a persisténcia desse virus no paciente (BANGHAM, 2018).

A transmissao desse virus pode ocorrer por via sexual, através do contato
sexual desprotegido, por via vertical, através da placenta de uma mée infectada ou
amamentacdo para o0 bebé e por via parenteral, por transfusdo

sanguinea/compartilhamento de seringas (LAIRMORE et al., 2012). A transmissao
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sexual é mais eficiente de homens para mulheres do que de mulheres para homens
e pode ser agravada por doencas sexualmente transmissiveis ulcerativas, que
causam rupturas na pele e mucosas, como a sifilis e a herpes simplex tipo 2 (HSV-2)
(PAIVA & CASSEB, 2014). A forma mais eficiente de transmisséo é via exposi¢ao
intravenosa ao sangue infectado, o que ocorria em grande frequéncia no passado
guando o sangue doado ndo era testado para HTLV-1. A eficiéncia da via de
transmissao através da amamentacao, por sua vez, € por volta de 20% (GONCALVES
et al., 2010). Além disso, a rota da infeccdo ja foi relacionada com a manifestacéo
patolégica do HTLV-1. A HAM/TSP (Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia
Espastica Tropical), por exemplo, ja foi associada com a via de transmissao sanguinea
enquanto que a ATLL (Leucemia/Linfoma de células T do Adulto) com a via de
amamentacao (FUJINO & NAGATA, 2000; OSAME et al., 1990).

1.1.1 Aspectos estruturais e genémicos

O HTLV-1 é um virus constituido de um envelope, matriz proteica e
nucleocapsideo, apresentando uma morfologia esférica a pleomorfica medindo de 80
a 100nm de diametro (Fig. 1). A proteina de superficie (gp46, SU) e proteina
transmembrana (gp21, TM), originarias do gene env, compdem o envelope viral,
exibindo junto a membrana do envelope a proteina da matriz (p19). O nucleocapsideo,
formado pela proteina p24, abriga em seu interior o genoma viral composto por duas
fitas simples de RNA de polaridade positiva, as quais estdo associadas a proteinas
basicas, chamadas de proteinas do nucleocapsideo além da Protease (pl10),
responsavel pela clivagem dos produtos dos genes Gag e Pol, e das proteinas
Integrase (p32) e Transcriptase Reversa (p55), indispensaveis no processo de
integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro (GREEN & CHEN, 2001).
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Figura 1 - Representacao da estrutura do HTLV-1.

Integrase
(p32)

RNA

Protease
(p10)
%’ Transcriptase Reversa

(p55)

gp21 (Glicoproteina transmembrana), gp46 (Glicoproteina de superficie), p19 (Proteina da matriz), p24
(Proteina do nucleocapsideo), RNA (Acido ribonucléico), p55 (Transcriptase Reversa), p32 (Integrase)
e pl10 (Protease). Fonte: www.HTLV.com.br.

O DNA proviral do HTLV-1, de tamanho 9032pb, transcreve proteinas
estruturais e regulatorias necessarias para o ciclo replicativo a partir de genes
comumente encontrados em retrovirus gag, pol e env além do gene pro, a regiao pX,
gue contém quatro Open Reading Frames (ORF) parcialmente sobrepostas. Tais
genes estdo flanqueadas por duas regides néo codificantes e promotoras conhecidas
como regides 5’ e 3’ LTR (Long Terminal Repeat) (SEIKI et al, 1983; MATSUOKA &
JEANG, 2007). A partir do DNA proviral sdo transcritos trés mRNAs: uma fita de RNA
completa, que nado sofre splicing, € utilizada para a traducao dos produtos dos genes
gag, pol e pro; a segunda fita € utilizada para a traducao das proteinas do gene env;
a terceira fita codifica proteinas da regido pX, dentre elas, Tax e HBZ (KROON &
PROIETTI, 2015).

As quatro ORFs na regido pX, (Fig. 2). sdo sobrepostas e produzem proteinas
regulatérias e acessoérias através de splicing alternativo. A ORF-I produz a proteina
pl2 que é clivada para gerar a p8, as duas sdo proteinas acessoérias que

provavelmente participam da regulagdo génica e portanto, contribuem para a
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persisténcia da infectividade da particula viral. A ORF-Il produz as proteinas p13 e
p30: p13 participa de diversas funcdes dependendo do local intracelular onde se
encontra, dentre elas, esta a de regulador pés-traducional de Tax (SILIC-BENUSSI et
al., 2010). p30, por sua vez, exerce junto com a proteina Rex uma regulacao pos-
transcricional de Tax. A ORF-lll e a ORF-IV resultam na expressédo de Rex e Tax,
respectivamente e, um mRNA antisense transcrito a partir da regido 3’ LTR origina a
proteina HBZ (HTLV-1 Basic Zipper) (KANNIAN & GREEN, 2010; EDWARDS et al.,
2011). A proteina Tax € um potente transativador da expressao génica do virus além
de ser um conhecido regulador da expressao génica da célula infectada, incluindo
genes envolvidos na proliferagéo celular, ciclo celular, apoptose e resposta a danos
ao DNA. Rex, por sua vez, € um regulador pos-transcricional auxiliador da exportacao
de mRNA viral a partir do nucleo, exercendo um efeito contrario ao da proteina p30,
gue reprime a exportacdo do mRNA para o citoplasma. HBZ reprime a expressao viral
ao regular negativamente a transativacdo proporcionada por Tax. Portanto, em
conjunto, essas proteinas contribuem para a infectividade viral, manutencédo das
cargas virais, ativacdo das células do hospedeiro e regulacdo da transcricdo génica
(MICHAEL et al., 2004).

Figura 2 - Esquema do genoma do HTLV-1.

- e Bk orflll

______________________ A orfIV

Os genes estruturais gag, pol e env estdo flanqueados pelas regides 5 e 3' LTR (Setas verdes). O
transcrito de env e das quatro ORFs, originarias da regido pX, estéo representados abaixo do genoma.
O transcrito antisense de HBZ esta representado pela seta lilas a partir da regido 3'LTR. Tax, REx, p12,
p8, p13 e p30 (Proteinas regulatérias codificadas por pX). Fonte: EDWARDS et al., 2011.
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1.1.2 Epidemiologia

A distribuicdo da infec¢do pelo HTLV-1 revela algumas regides endémicas em
alguns locais do mundo como o sudoeste do Japéo, Africa subsaariana, América do
Sul, Caribe, alguns lugares no Oriente Médio e Oceania (Fig. 3). As areas que exibem
mais de 5% de soropositividade para HTLV-1 sdo consideradas de alta prevaléncia
enquanto que entre 5 e 1% sé&o consideradas de média prevaléncia e menos de 1%
de baixa prevaléncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Estima-se que existam de 15
a 20 milhdes de pessoas infectadas, pelo HTLV-1, ao redor do mundo, podendo esse
namero ser muito maior devido ao processo da estimativa de prevaléncia ser realizada
através da sorologia de doadores de sangue, 0 que pode tornar esses nlumeros
subestimados. Dados epidemiolégicos da Argentina, Brasil, Colombia e Peru sdo, em
grande maioria, limitados a doadores de sangue (SANTOS et al., 2015). Além do
mais, outro obstaculo € a inexisténcia de estudos sobre essa infeccdo em areas
densamente povoadas como a China, india e oeste da Africa (GONCALVES et al,
2010; GESSAIN & CASSAR, 2012; VIANA et al., 2014).

Figura 3 - Epidemiologia do HTLV-1 ao redor do mundo
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O Brasil pode ter o maior nimero absoluto de infectados pelo HTLV-1 no
mundo devido ao tamanho de sua populacédo e estima-se que de 800.000 a 2,5
milhdes de individuos estejam infectados (CATALAN-SOARES et al., 2005; GESSAIN
& CASSAR, 2012). A regido Sul brasileira apresenta a menor prevaléncia para o
HTLV-1 e as regibes Norte e Nordeste as maiores, provavelmente devido ao maior
percentual de descendentes de africanos escravizados durante a época do Brasil
colbnia e império, posto que o continente africano é o provavel local de origem deste
virus (SANTOS et al., 2015). A regido amazoénica é a maior area endémica brasileira
e, Salvador, no estado da Bahia, é a cidade com a maior prevaléncia da infec¢do na
populacdo geral, com estimativa de 1,8% da populacdo infectada por esse virus,
sendo mais elevada em mulheres (2,0%) em comparagao com os individuos do sexo
masculino (1,2%) (DOURADO et al., 2003; PAIVA & CASSEB, 2015).

1.2 MANIFESTA(;()ES CLINICAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

Apesar de nem sempre refletir a realidade clinica, os escassos dados oficiais
conduzidos até o momento, sugerem que a grande maioria dos individuos infectados
pelo HTLV-1 permanece assintomatica e ainda ndo se entende os motivos que levam
os individuos a manifestar doenca. Tem sido sugerido que o desfecho da infeccao
pode estar relacionado a fatores do hospedeiro e/ou virais, a exemplo da via de
transmissdo do virus, carga proviral, tipo e magnitude da resposta imune do
hospedeiro e por componentes genéticos envolvendo os alelos de HLA (COSTA et al,
2009). O HTLV-1 é associado com algumas pequenas desordens clinicas como uveite
(inflamacdo da Uvea), dermatite, artropatia, disfuncdo erétil, desordens urinarias e
neuropatia periférica (WATANABE, 1997; CASKEY et al.,, 2007) entretanto, as
principais manifestacées clinicas provocadas por esse virus sdo a Mielopatia
Associada ao HTLV/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP) e a
Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (ATLL) e, mesmo estas patologias nao
apresentando cura ou algum tratamento especifico, a infeccdo pelo HTLV-1 é

considerada negligenciada (COOK et al, 2013).

1.2.1 ATLL
A ATLL foi primeiramente descrita no Japdo (UCHIYAMA, 1977) e
posteriormente tornou-se a primeira neoplasia maligna humana associado a um virus

(POIESZ et al., 1980). E um linfoma n&o-Hodgkin, agressivo, que geralmente leva a
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morte (TAGAYA & GALLO, 2017). Clinicamente é classificada em quatro subtipos
(indolente, agudo, crénico e linfomatoso) de acordo com a contagem de linfocitos
anormais circulantes, severidade dos sintomas, nivel de lactato dehidrogenase (LDH),
hipercalcemia, envolvimento dos 6rgaos e outros pequenos disturbios (SHIMOYAMA,
1991). Na sua forma aguda, os pacientes apresentam linfadenopatia, febre, lesbes na
pele, leucocitose e hepatoesplenomegalia devido ao aspecto infiltrativo da doenca
(LAIRMORE et al., 2012). A ATLL € mais frequente em individuos infectados pelo
HTLV-1 nainfancia, permanecendo latente por volta de quatro a cinco décadas, sendo
mais associado a via de transmissao vertical, principalmente a via da amamentacao
(GONCALVES et al., 2010). Geralmente desenvolve-se em 1 a 5% dos pacientes
infectados pelo HTLV-1, podendo sua verdadeira prevaléncia ser subestimada devido
a uma alta taxa de mortalidade nos subtipos agudo ou linfomatoso e a néo
diferenciacdo diagnostica com outras doencas malignas envolvendo leucdcitos
(LOUREIRO & LOPES, 2015).

Alguns aspectos da ATLL como o longo periodo de laténcia e a baixa incidéncia
dessa doenca leva a crer que o HTLV-1 somente ndo € suficiente para o
desenvolvimento da ATLL e por isso, outras alteragcdes genémicas, bem como fatores
do hospedeiro sdo fundamentais para a biogénese da doenca (LOUREIRO & LOPES,
2015). Os fatores especificos do hospedeiro incluem o seu gendtipo, idade a qual
ocorreu a infeccao e presenca de algumas coinfeccdes, especialmente Strongyloides
stercocarlis (BANGHAM et al., 2015). Individuos acometidos por essa manifestacao
apresentam descontrole na proliferacdo de células T, causado majoritariamente pela
capacidade transativadora da proteina viral Tax, do acUmulo de mutacdes génicas no
hospedeiro, que acabam proporcionando o escape celular da apoptose, da regulacéo
da transcricdo viral e por fim, da modulacdo de fatores do hospedeiro pela proteina
HBZ, dnica proteina constitutivamente expressa em todos os casos de ATLL
(KATAOKA et al., 2015; ZHAO, 2016). Apesar de, no geral, pessoas do sexo feminino
apresentarem prevaléncia maior da infeccdo pelo HTLV-1 (possivelmente por serem
mais suscetiveis a transmissao desse virus por via sexual) o sexo masculino
apresenta uma probabilidade 40% maior de desenvolver ATLL em relacdo as
mulheres (GRANT, 2002). Além disso, existe também um grande numero relatado de
ATLL em grupos familiares, indicando uma predisposicdo genética para a
manifestagcéo desse tipo de leucemia (YASUNAGA, 2007).

E uma doenca extremamente dificil de tratar mesmo apés 40 anos de estudos,
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de modo que pacientes diagnosticados com ATLL, em média, terdo menos de um ano
de vida restante (TAGAYA & GALLO, 2017). As formas aguda e linfomatosa
apresentam o pior prognostico, com sobrevivéncia média de seis a 10 meses, mesmo
com auxilio da quimioterapia multi-alvo (YAMADA et al., 2001). Todavia, alguns
tratamentos ndo especificos estdo disponiveis para ATLL, dependendo do subtipo da
doenca, como a quimioterapia, uso da zidovudina (AZT), interferon alfa (com ou sem
trioxido de arsénico) e transplante alogénico de medula (TANOSAKI et al., 2008;
BANGHAM et al., 2018). Recentemente, Mogamulizumab, um anticorpo anti-CCR4
aprovado no Japao foi desenvolvido especialmente para ATLL e vem apresentando
bons resultados (MAKITA & TOBINAI, 2017).

1.2.2 HAM/TSP

A HAM/TSP é uma manifestacdo inflamatoria do sistema nervoso central
caracterizada principalmente por distarbios urinarios, como a bexiga neurogénica, e a
paralisia dos membros inferiores, porém é eventualmente acompanhada de disfuncao
intestinal, perda de sensibilidade, parestesia (formigamento) e distesia (alteracdo na
sensibilidade do tato) (GRASSI et al., 2011). Dentre os infectados pelo HTLV-1, de 1
a 4%, dependendo da etnia, desenvolvem HAM/TSP (BANGHAM, 2018) e por volta
de 50% dos acometidos perderdo os movimentos das pernas apdés 10 anos de
progressao da doenca (GESSAIN & MAHIEUX, 2012).

A HAM/TSP foi inicialmente detectada em areas tropicais como na Martinica,
Colébmbia, Jamaica e associada com o HTLV-1 em 1985 (GESSAIN et al., 1985). Logo
apos, veio a confirmac¢do com Rodgers-Johnson e cols. (1985), também em 1985,
através da deteccdo de anticorpos contra o HTLV-1 no fluido espinhal, sendo naquele
momento, denominada Paraparesia Espastica Tropical (TSP). No ano seguinte, no
Japdo, Osame e cols. (1986) identificaram uma doenca de caracteristicas
semelhantes denominando-a Mielopatia Associada ao HTLV-1 (HAM).

Trés importantes caracteristicas estdo associadas com o desenvolvimento de
HAM/TSP: aumento da ativacéo da célula T, proliferacéo linfocitaria descontrolada e
producdo de citocinas pro-inflamatérias (MENEZES et al., 2014). Individuos que
desenvolvem HAM/TSP apresentam elevados niveis de carga proviral e exacerbada
resposta imune, como pode-se observar pela presenca de linfocitos T citotoxicos
HTLV-1 especificos, o que, por sua vez, pode ser o fator de imunovigilancia contra o

desenvolvimento de tumor em células transformadas pelo HTLV-1, jA& que 0 mesmo
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ndo é encontrado em pacientes ATLL (HANABUCHI et al, 2000).

A HAM/TSP desenvolve-se quando ha infiltracéo de linfécitos T CD4* e T CD8*
na medula espinhal levando a producéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-
6, TNF-a e IFN-y causando uma inflamac&o crénica (OLIERE et al., 2011). Modelos
de infiltracdo ja propostos foram resumidos por Silva & Araujo (2006), entretanto,
ainda é incerto como ou o0 que desencadeia essa infiltragdo. O que se compreende é
gue ha uma ativacao de células T CD4* mediada por Tax, e que essas células ativadas
invadem o sistema nervoso central (BANGHAM, 2017). Danos no trato piramidal e
perda de mielina e axdnios na medula espinhal inferior também s&@o observados,
porém ainda ndo se tem conhecimento acerca dos fatores que desencadeiam esses
danos, se sao efeitos diretos mediados pelo HTLV-1 ou efeitos exclusivos do sistema
imune (GESSAIN & MAHIEUX, 2012).

A HAM/TSP é mais prevalente em individuos de idades mais avancadas, a
partir dos 40-50 anos, no entanto, ja foi reportada em criangas no Brasil e no Peru
(KENDALL et al., 2009). E frequentemente acompanhada por alta carga proviral em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), que aumenta ao longo dos anos.
Em efeito disso, a analise da carga proviral foi sugerida como marcador de progressao
e da atividade da HAM/TSP (OLINDO et al., 2005).

Devido a incerteza a respeito dos mecanismos fisiopatologicos dessa doenca,
uma terapéutica adequada e direcionada para HAM/TSP ainda néo foi desenvolvida.
Enquanto ainda ndo ha cura, a terapia utilizada atualmente baseia-se, além do
tratamento da sintomatologia (problemas urinarios, dor e espasticidade), no uso de
corticoides, vitamina C, interferon alfa e antirretrovirais, entretanto, aquém do sucesso
desejado (GESSAIN & MAHIEUX, 2012).

1.3 MANIFESTACAO DE DOENCA E BIOMARCADORES

Biomarcadores sao sinais biolégicos que podem ser observados e medidos em
pacientes acometidos por alguma patologia independentemente de manifestacéo de
sintomas. Esses sinais sao frequentemente utilizados como ferramentas de predicéo
do status clinico, avaliacdo da progressdo de doenca, averiguacao da eficacia e
personalizagcdo de tratamentos e aprimoramento de estudos. Os biomarcadores
podem variar de pressdo sanguinea e medicao de pulso a sinais moleculares, como
a alteracdo da expressao de um gene (STRIMBU & TAVEL, 2010).

Alguns biomarcadores do hospedeiro ja foram associados com manifestacdes
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clinicas do HTLV-1. Antigenos leucocitarios humanos (HLA) classe 1 (HLA-A, HLA-B,
HLA-C) séo glicoproteinas presentes na superficie de células nucleadas cuja principal
funcéo é a apresentacao de antigenos a linfocitos T CD8*. No Japao, foi sugerida uma
associacao entre a presenca do HLA-A*02 ou HLA-Cw*08, com uma menor carga
proviral e uma prevaléncia de HAM/TSP menor (JEFFERY et al, 1999; JEFFERY et
al, 2000). Por outro lado, os alelos HLA-DRB1*0101 e HLA-B*5401 apresentam
associagcdo com um aumento na susceptibilidade para HAM/TSP (JEFFERY et al,
1999; JEFFERY et al, 2000). Além desses, 0s receptores de quimiocinas CXCL10,
CXCL9 e a Neopterina, presente no fluido cerebroespinhal, foram associados com o
desenvolvimento de HAM/TSP (YAMAMOTO-TAGUCHI et al., 2013) assim como a
subexpressao de FOXP3 induzida pelo HBZ em células T CD4* (YAMAUCHI et al.,
2019). Para ATLL, estudos sugerem a subexpresséao das proteinas CAN2 (Calpain-2)
e SPTA2 (a-ll spectrin) como Uteis para classificacdo dos pacientes com ATLL
(ISHIHARA et al., 2013), e altera¢des nos genes GBP2 (Interferon-induced guanylate-
binding protein 2) e CD40LG (CD40 Ligand) foram sugeridas como biomarcadores
(FUKUTANI et al., 2019).

Quanto ao genoma viral do HTLV-1 e sua expressao génica, entende-se que
as proteinas Tax e HBZ sédo os principais responsaveis pelo desenvolvimento da
ATLL. Tax ativa constitutivamente a via do NF-kB, fator que esta envolvido na
multiplicacdo das células T promovendo a proliferacdo desenfreada das células
infectadas. A partir de certo ponto ha a perda da expressdo de Tax, mas de alguma
forma as proteinas estimuladas por ela continuam sendo desreguladas (KATAOKA et
al., 2015). O surgimento e acumulo de mutacdes no genoma das células leucémicas
fornecem um escape da apoptose e de checkpoints do ciclo celular regulados pelo
sistema imune (RAUCH & RATNER, 2011; KATAOKA et al., 2015). HBZ, por sua vez,
regula Tax/Rex, induz a laténcia viral e estimula as células doentes a se proliferar
(GIAM & SEMMES, 2016). Em HAM/TSP, uma das hipéteses para o desenvolvimento
da doenca sugere gue ha um mimetismo entre uma proteina das células neuronais, a
Ribonucleoproteina Nuclear Heterogénea (hnRNP-A1) e a proteina Tax do HTLV-1,
desencadeando um processo inflamatério autoimune, lesionando os neurbénios
(LEVIN et al., 2002). Outra hipotese é a producdo exagerada de citocinas proé-
inflamatorias por linfécitos T CD4* infectados e os linfécitos T CD8* que lesionariam
as células neuronais (OSAME, 2002; NAKAMURA et al., 2009). Além desses

marcadores virais, ha também a utilizacdo da carga proviral sérica como marcador



24

para progressdao de HAM/TSP onde foi constatado que a mesma pode estar
relacionada com o processo inflamatério no sistema nervoso central (NAGAI et al
1998).

A definicho de um biomarcador em uma condi¢do clinica, bem como a
associacao de padrdes e redes génicas com manifestacdes clinicas de determinado
patdgeno sb é possivel com a presenca de alteracdes a nivel transcricional. Muitas
doencas derivam da interacdo entre a expressao génica e o ambiente ou o patégeno.
O estudo da expressdo génica diferencial é essencial para entender as diferencas
biolégicas entre os estados sadios e doente (EMILSSON, 2008). Estudos de
expressdo génica através de chips de microarranjo sdo uma das alternativas para
tentar entender as mudancas no transcriptoma causadas por um agente patogénico
em um tecido ou célula. Apesar de existirem outras alternativas como o RNA-seq, que
constitui 0 sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés: Next-generation
sequencing) do cDNA de todo o RNA intracelular, a tecnologia de microarranjos de
DNA, desenvolvida anteriormente, possibilitou o avanco nos estudos em diversas
areas da pesquisa como testes de drogas (YUEN et al., 2018), entendimento de
processos génicos e patologicos (MIKLOS & MALESZKA, 2004), construcao de redes
de genes (ROBERTS et al., 2000) e identificacdo de novas regides de splicing (LEE
et al., 2017).

Os microarranjos sédo colecdes de sondas de DNA correspondentes a
transcritos génicos que podem se ligar a moléculas alvo produzindo dados
guantitativos (expressao génica) ou qualitativos (técnicas de diagnéstico). No geral,
em sua estrutura, as sequéncias de DNA estdo imobilizadas e organizadas em
milhdes de “spots”, os quais representam um gene especifico, e se hibridizardo a
apenas uma sequéncia alvo na amostra, emitindo uma fluorescéncia que sera
detectada por um scanner (MILLER & TANG, 2009). A partir dos resultados de
microarranjo sdo identificados os Genes Diferencialmente Expressos (GDE), sendo
aqueles genes que apresentam expressao diferenciada no grupo teste, como em
estados patologicos, em comparacdo com niveis normais de expressdo. Em
pesquisas farmacéuticas e clinicas, os GDEs podem ser Uteis para sugestdo de
biomarcadores, alvos terapéuticos e assinaturas génicas para diagndstico
(RODRIGUEZ-ESTEBAN & JIANG, 2017).

Bancos de dados publicos de estudos de microarranjo estdo disponiveis na

internet, dentre eles o Gene Expression Omnibus (GEO). O GEO é um repositorio
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internacional com suporte do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
que arquiva e disponibiliza dados de microarranjos e RNA-seq depositados por
pesquisadores do mundo todo. Dados bioldgicos disponibilizados no GEO seguem o
padrdo MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) para
padronizacdo e manutencéo da qualidade da informac&o permitindo assim seu uso e
replicagdo (CLOUGH & BARRETT, 2016). Criado em 2000, atualmente esse
repositério contém cerca de 114.515 estudos e 19.824 plataformas diferentes.
Diversas plataformas comerciais de microarranjo estdo disponiveis para
identificagdo e quantificagdo de genes ou micro-RNAs diferencialmente expressos.
Dentre as plataformas de microarranjos ha uma predominancia de microarranjos da
Affymetrix, lllumina e Agilent diferenciando-se na sua manufatura, repertorio e analise
dos genes e na composicao dos spots no chip. Eles podem conter oligonucleotideos
curtos (25-30 bases), longos (50-80 bases) ou cDNA (variavel em tamanho)

responsaveis por identificar de 40 a 60 mil genes por chip (BARNES et al., 2005).

1.4 MICRO-RNA

Micro-RNAs (miRNAs) sdo uma classe de moléculas de moléculas de RNA néo
codificantes, de aproximadamente 22 nucleotideos, transcritos a partir de um gene,
geralmente apresentando papel regulatdrio na pos-transcricdo génica ao interagir com
a regiao 3' nao traduzida (3' UTR) das moléculas de mRNAs alvo com o objetivo de
induzir sua degradacéo e repressao traducional (RUPAIMOOLE & SLACK, 2017). A
interacdo dos miRNAs e seus genes alvos é dependente da localizac&o celular, nivel
da expressdo de miRNAs e numero de copias dos genes alvo. Podem ser secretadas
extracelularmente ou transportadas por vesiculas (O'BRIEN et al., 2018). Nas ultimas
décadas, o entendimento da importancia do papel dos miRNAs na regulacéo se traduz
no aumento dos estudos a respeito desse tema, no aprimoramento da anotacao
génica e identificacao dos genes alvo.

Atualmente sabe-se que os miRNAs estdo envolvidos em diversos processos
biol6gicos normais como diferenciacdo celular (RAN et al., 2017), regulacdo do
sistema imune (MEHTA & BALTIMORE, 2016) e do metabolismo (ZHU & LEUNG,
2018). Por outro lado, a desregulacdo dos miRNAs esta presente em processos
patolégicos como cancer (ALLAYA et al.,, 2015), doencas neurodegenerativas
(QUINLAN et al., 2017) e doencas infecciosas (ELEDGE & YERUVA, 2018). No

cancer, moléculas de miRNAs podem agir como oncogenes por influenciar alguns
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mecanismos, como a metastase (ALLAYA et al., 2015). Além do mais, podem agir
como supressores ou promotores de tumor, sendo, portanto, importantes
biomarcadores (SABARIMURUGAN et al., 2019).

A atividade de regulacdo exercida por miRNAs sobre um gene é baseada no
silenciamento génico através da atuacdo de um complexo de proteinas, como a
Argonauta, associado ao mIRNA processado, conhecido como RNA-Induced
Silencing Complex (RISC). O miRNA presente no RISC serve como uma molécula
guia que direcionard esse complexo silenciador ao mMRNA alvo por
complementaridade parcial das bases e o sequestrard, induzindo a repressao da
traducdo ou compartimentalizacdo do mesmo (BARTEL, 2004). Microarranjos sao
rotineiramente utilizados para estudos de desregulacdo de miRNAs em estados

patolégicos versus saudaveis.

1.5 JUSTIFICATIVA

A tecnologia do microarranjo permite a identificacdo de genes diferencialmente
expressos (GDEs) porém, os resultados podem variar nos diferentes estudos de
acordo com as diferentes abordagens metodoldgicas utilizadas. Sabe-se que algumas
pesquisas realizadas com microarranjos podem nédo ser reproduziveis, podendo ter
como causas uma andlise executada de forma errbnea, métodos de validacéo
inadequados, controle insuficiente de falsos positivos e/ou uma divulgacgao insuficiente
da metodologia (NTZANI & IOANNIDIS, 2003; DUPUY & SIMON, 2007). Outro grande
problema é o baixo numero amostral, geralmente algumas poucas dezenas de
pacientes sao utilizados para estudos com microarranjos de milhares de genes, o que
diminui o poder estatistico da andlise. Além disso, a generalizacdo de regibes
geograficas ou histdricas a partir de um microarranjo com populacdo especifica
também deve ser evitado (FERGUSON, 2004).

A metanalise de dados de microarranjo € uma abordagem utilizada para superar
esses problemas e gerar uma estimativa mais precisa da expressao génica diferencial
por aumentar o poder estatistico da andlise através da combinacdo de estudos
individuais, porém relacionados, e consequentemente a obtencdo de um maior
namero de amostras, numa mesma avaliagdo. Devido ao fato de a infec¢do pelo
HTLV-1 ser considerada rara e, consequentemente, a obtencédo de amostras ser
dificil, essa técnica contribuiria de forma significativa para a elaboracdo desses perfis

de expressdo génica diferencial associados as manifestacdes clinicas de maneira
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mais verossimil. Até o momento, nenhuma metanalise integrando ferramentas de
bioinformética foi realizada no intuito de revelar aspectos moleculares desregulados
em status clinicos associados a infeccdo por HTLV-1. O que destaca a singularidade
do estudo descrito nesse exemplar, bem como a contribuicdo do mesmo para futuras
repercussdes no que diz respeito ao manejo clinico desses individuos.

A importancia da indicacdo e caracterizagdo correta acerca dos perfis de
expressdo génica indica ainda a possibilidade de compreender mecanismos
moleculares de manifestacao patoldgica e, a partir deles, criar um banco de dados de
possiveis redes ou genes, candidatos essenciais ao desenvolvimento da doenca, que
podem ser alvo de pesquisas clinicas. Essa importancia cientifica se torna ainda maior
levando em consideracdo que o HTLV-1 € o responsavel por duas manifestacdes
clinicas importantes e negligenciadas, além de estar associado com estados
assintomaticos nao compreendidos. Portanto, estudos para a delineacao do perfil de

expressao génica diferencial, nesses individuos, tornam-se ainda mais necessarios.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil transcricional das principais manifestacdes clinicas
associadas ao HTLV-1 com uso de ferramentas de bioinformatica e

banco de dados publicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar os genes e micro-RNAs diferencialmente expressos (GDEs e
MDESs), e determinar quais deles apresentam uma maior ou menor
expressdo em individuos infectados pelo HTLV-1, levando em conta o
status clinico (HAM/TSP, ATLL ou ASS) em comparacao com individuos
nao infectados;
Identificar as vias bioquimicas mais enriquecidas, que envolvem o0s
GDEs;
Avaliar a formacdo de redes de interacdo entre os GDEs obtidos nas
diferentes condi¢cdes clinicas com identificacdo de moédulos e genes
hubs.
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3. METODOLOGIA

Figura 4 - Fluxograma da metodologia utilizada.
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3.1 BUSCA DE DADOS DE EXPRESSAO GENICA:

A busca de dados normalizados de expressdo génica em ensaios
envolvendo a infeccdo pelo HTLV-1 foi realizada no repositério do GEO
(<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds>) (Fig. 4) utilizando os termos HTLV-1, ATLL
e HAM/TSP, sob os filtros “Homo sapiens” e “Microarray” no periodo de 09/2018
a 10/2018. Os ensaios foram filtrados de acordo com 0s seguintes critérios de
inclusdo: 1) perfil de expressédo génica derivado de microarranjo a partir células
humanas de pacientes infectados pelo HTLV-1; 2) deveria apresentar ao menos
um grupo controle e um grupo teste no estudo, com o grupo controle composto de
individuos néo infectados e o grupo teste composto por pacientes infectados
somente por HTLV-1, sem outra co-infeccdo; 3) sem tratamento aplicado as

células.
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3.2 METANALISES:

Os estudos selecionados foram submetidos a ferramenta online ExAtlas
(Sharov et al., 2015, <https://Igsun.grc.nia.nih.gov/exatlas/>) (Fig. 4) para realizacao
da metandlise “cross-platform”, ou seja, uma metandlise que combina estudos de
microarranjo de plataformas diferentes. Apds a submissdo, uma analise de variancia
(ANOVA) foi realizada pela ferramenta para remocao de outliers, mesmo ja tendo sido
utilizado dados normalizados do GEO. Uma analise prévia da qualidade dos estudos
individuais foi realizada de acordo com parametros sugeridos pela ferramenta:
remocdo de amostras com desvio padréo (SD) > 3 dentro cada estudo e andlise do
agrupamento de amostras em seus respectivos perfis clinicos através de graficos de
analise de componentes principais (PCA, do inglés: Principal Component Analysis).

Em seguida, trés metanalises foram realizadas: uma comparando os estudos
agrupados de ATLL com controle, outra comparando HAM/TSP com controle e por
fim, uma terceira que comparou os dados de individuos ASS com controle. As
metanalises foram realizadas também no ExAtlas utilizando o método do tamanho de
efeito combinado (efeito aleatorio) associado ao recurso de ajuste do valor de p
proposto por Benjamini & Hochberg (1995) com os parametros False Discovery Rate
(FDR) = 0,05 e Fold Change (FC) = 1,5 e < -1,5 para evitar falsos positivos. Os
resultados obtidos sédo transformados em valores de logio para facilitar o
entendimento. Também foram obtidos os GDEs de cada estudo individual nos mesmos
parametros das metanalises com o objetivo de calcular o valor de IDD (Integration
Driven-Discovery), Perda, IDR (Integration Driven Rate) e IRR (Integration Resolution
Rate) a fim de estimar a eficiéncia da metanalise (CHOI et al., 2003; STEVENS et al.,
2005).

IDD = n° genes [DE na MA e ndo-DE nos El]

Perda = n° genes [DE em pelo menos um El e ndo-DE na MA]

IDR = n° genes [DE na MA e ndo-DE nos El]
n° genes [DE in MA]

IRR = n° genes [DE em pelo menos um El e ndo-DE na MA]
n° genes [DE em pelo menos um El]

Onde: DE = Diferencialmente Expresso
MA = Metandlise

El = Estudo Individual



As trés listas de GDEs obtidas nas metanalises foram submetidas ao Venny
2.1 (OLIVEROS, 2007-2015, <http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/>) para
geracdo de diagramas de Venn a fim de sobrepor e comparar os perfis de
expressao génica diferencial dos trés status clinicos.

3.3 ANALISE DE VIAS ENRIQUECIDAS:

As listas de GDEs dos trés grupos em estudo, divididas em genes
superexpressos e subexpressos, foram submetidas separadamente ao Enrichr
(CHEN et al., 2013; KULESHOV et al., 2016,
<https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/>) (Fig. 4), ferramenta online de analise de
listas génicas para obtencéo das vias enriquecidas nos diferentes grupos atraves
do teste exato de Fisher. A andlise utilizou como base o banco de vias da KEGG
2019 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (FDR < 0,05).

3.4 ANALISE DE REDE DE INTERAGCAO PROTEINA-PROTEINA,
SELEGCAO DE MODULOS E GENES HUB:

As listas de GDEs geradas nas trés metanalises foram submetidas ao
STRING v11 (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (SNEL et
al., 2000, <https://string-db.org/>) (Fig. 4), ferramenta que fornece dados
experimentais e preditos de interacao fisica de proteinas para obtencéo das redes
de Interacdo Proteina-Proteina (IPP). Proteinas preditas foram adicionadas na
rede de HAM/TSP e ASS objetivando alcancar o valor de p < 0,05. Em seguida,
as redes IPP do STRING foram importadas para o Cytoscape v3.7.1 (SHANNON
et al., 2003) (Fig. 4), uma ferramenta que permite a visualizacdo e manipulacao
das redes génicas. A partir das redes IPP geradas, modulos densos (sub-redes)
de proteinas interconectadas foram identificados através do MCODE (Molecular
Complex Detection) (BADER et al., 2003) (Fig. 4), plugin do Cytoscape, utilizando
0s parametros padrdo (Degree Cutoff: 2, K-Core: 2, Node Score Cutoff: 0.2,
Profundidade maxima da semente: 100). Foram selecionados os médulos com
valor de score 2 10 para ATLL e 25 para HAM/TSP e ASS. As proteinas presentes
nos modulos foram testadas para as vias enriquecidas como descrito na se¢ao
3.3. Genes hub (n6s altamente interconectados) foram extraidos das redes IPP
através do plugin CytoHubba (CHIN et al., 2014) (Fig. 4) no Cytoscape utilizando

o algoritmo de anélise topoldgica MCC (Maximal Clique Centrality), indicado pela
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ferramenta por possuir uma melhor performance para células eucaridticas. Os
primeiros 5 genes hub, com base no valor do score (densidade*#n@s), foram
selecionados para cada grupo.

3.5 ANALISE DE MICRO-RNAS:

Os MDEs obtidos nas metanalises dos trés grupos foram classificados de
acordo com a qualidade da anotacédo depositada no banco de dados miRBase
(GRIFFITHS-JONES et al., 2006, <http://mirbase.org>) (Fig. 4). Os MDEs de alta
confiabilidade na anotacdo foram submetidos ao miRWalk 3.0 (STICHT et al.,
2018, <http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de>) para a identificacdo dos genes
alvo. Somente os genes alvo experimentalmente validados, sinalizados pelo

miRTarBase (Banco de dados curados de miRNA), foram mantidos.
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4. RESULTADOS

4.1 BUSCA POR ENSAIOS DE EXPRESSAO NO GEO

A busca por ensaios de expressao génica, em individuos infectados pelo
HTLV-1 com diferentes manifestacbes clinicas, no banco de dados do GEO
retornou 48 resultados, de acordo com os critérios de inclusdo/excluséo
estabelecidos na se¢do Metodologia: foram eliminados da selecdo os estudos de
RNA-seq, estudos com individuos sob algum tipo de tratamento, estudos de exons
e estudos sem individuos controle (ndo infectados pelo HTLV-1). Ao final, foram
mantidos 10 estudos de diferentes plataformas de microarranjo e que haviam sido

realizados em grupos celulares semelhantes (Quadro 1).

Quadro 1 - Relagdo dos Ensaios de expressao génica de pacientes infectados
pelo HTLV-1, selecionados no GEO, para inclusdo nas metanalises.
Estudo Série Célula Plataforma GPL

Affymetrix Human Genome

CHOl et al., 2007 = GSE1466 CD4 U133A Array GPL9696
PISE-MASISON . Affymetrix Human Genome
et al., 2009 GSEL4317 Ch4 U133A 2.0 Array GPLS71
OLIERE et al., . Homo sapiens 3K
2010 GSE19080 Ch4 Immunoarray2 HTLV-1 JH GPL968E
KRESS et al., . Affymetrix Human Genome
2010 GSEL7718 Ch4 U133 Plus 2.0 Array GPLS70
TATTERMUSCH GSE29332 | PBMC Nlumina quanWG—6 .v3.0 GPL6S84
et al, 2012 expression beadchip
TATTERMUSCH GSE29312 = PBMC Nlumina Hu.manHT—12.V3.0 GPL694T
et al., 2012 expression beadchip
Agilent-014850 Whole Human
YAIZIIAC;:)S:LZ" et GSE33615 CD4* Genome Microarray 4x44K GPL4133
v’ G4112F
PINTO et al., ) Agllent—0148§o Whole Human
2013 GSE38537 CD4 Genome Microarray 4x44K GPL6480
G4112F
NAKAHATA et . Affymetrix Human Genome
al., 2014 GSEA43017 cb4 U133 Plus 2.0 Array GPLS70
KOBAYASHI et . | Agilent-026652 Whole Human
al., 2014 GSESS851 CD4 Genome Microarray 4x44K v2 GPL10332

GEO - Gene Expression Omnibus. GPL — Cédigo da plataforma; PBMC — Célula mononuclear do
sangue periférico.
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Os estudos selecionados para a metandlise apresentam diferentes
composic¢des quanto a sintomatologia da infecdo pelo HTLV-1 (Tabela 1). No total,
foram obtidas amostras de expressao génica de 36 individuos portadores de
HAM/TSP, 175 amostras de portadores de ATLL, 58 amostras de individuos

assintomaticos e 70 amostras controle.

Tabela 1 - Composicéo dos estudos selecionados para as metanalises quanto
aos diferentes status clinicos associados a infec¢éo pelo HTLV-1.
Série HAM/TSP | ATLL @ ASS | Controle

GSE1466 0 70 0 3
GSE14317 0 18 0 7
GSE19080 12 7 11 8
GSE17718 0 2 0 2
GSE29332 10 0 17 8
GSE29312 10 0 20 9
GSE33615 0 52 0 21
GSE38537 4 0 4 4
GSE43017 0 7 0
GSES55851 0 12 6 3
TOTAL 36 175 58 70

ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. ASS — Assintomaticos. HAM/TSP - Mielopatia
Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical.

4.2 METANALISES

Durante a andlise de qualidade das planilhas de expressédo génica dos
estudos, foi observado o agrupamento das amostras em seus respectivos status
clinicos pelos gréficos de andlise de componentes principais (PCA) (Apéndice A).
Além disso, foram removidas duas amostras pertencentes ao ensaio com
identificacdo GSE1466 (GSM24820 e GSM24830), cinco do estudo GSE33615
(GSM831223, GSM831224, GSM831244, GSM831248 e GSM831272) e uma
amostra do ensaio identificado como GSE43017 (GSM1055154) por apresentarem
SD > 0,3.
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Seguinte a andlise de qualidade, as metandlises de ATLL, HAM/TSP e
assintoméaticos foram realizadas seguindo a metodologia sugerida por Choi e cols.
(2003) com o objetivo de encontrar genes diferencialmente expressos (GDE) em
comparacao com os individuos controle ndo infectados. Foram encontrados, com
os parametros aplicados (FDR <0,05e -1,5<FC = 1,5), 907 GDEs para ATLL, 368
GDEs para HAM/TSP e 150 GDEs para ASS (Fig. 5).

Figura 5 - Quantidade de genes diferencialmente expressos (GDE) nos
trés status clinicos associados a infeccao pelo HTLV-1.
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ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. ASS — Assintomaticos. FC — Fold Change. GDE —
Genes Diferencialmente Expressos. HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia
Espastica Tropical.

Apés a identificacdo da existéncia de GDEs entre os diferentes grupos, foi
possivel destacar 0s 5 genes (Superexpressos e subexpressos) mais desregulados

em cada status clinico, como ilustrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Destaque para 0s cinco genes mais superexpressos e subexpressos
nos trés status clinicos associados a infec¢do pelo HTLV-1.

ATLL HAM/TSP ASS
Expressdo  I"GpEgs logFC | GDEs | logioFC | GDEs 10g10FC
cabm1 | 16701 | grinp3 | 1,1244 | cFAP43 0,8468
TwisT: | 14943 | priHR | 1.0596 | pNaH12 0,8314
Superexpresso EVC 1,2805 | caving | 0.9225 | ANKRD30A 0,8027

RGs13 | 11569 | raver2 | 0.9193 | Hormap2 | 0,7611

myor | 11547 | gpm1 | 08462 | gsyT14p1 0,6744

scmLl | -1.2867 | ETFA -1.318 | |iNcooss4 | -0,9072

LAPTM4B | -1,2263 | sTEAP1 | -0.9855 | NoONOP1 -0,8085

Subexpresso | HOOK1 | -1,0896 | |rrEN2 | -0.9311 | 14542 -0,6466
FAM153A | -1.073 | sorT1 | -0,9204 OoTOL1 -0,494

MAN1C1 | -1.0615| astL | -0,8643 || 0oce44335 | -0,4863

ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. ASS — Assintomaticos. FC — Fold Change.
GDE - Genes Diferencialmente Expressos. HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-
1/Paraparesia Espastica Tropical.

O resultado da sobreposicdo dos perfis de genes desregulados nas
diferentes manifestacdes clinicas mostra que o maior compartilhamento desses
genes ocorre entre ATLL e HAM/TSP (18) seguido por ATLL e ASS (5) e ASS e
HAM/TSP (3) (Fig. 6 (a)). Apenas um gene é compartilhado por todas as
manifestacfes, 0 ANK1 (Ankyrin 1), gene que codifica a proteina anquirina-R da
familia das Anquirinas. Ela aparece superexpressa em ATLL (logioFC = 0,1773,
9,03%) e ASS (log10FC = 0,2662, 7,65°°) mas aparece subexpressa em HAM/TSP
(log1oFC = -0,5886, FDR = 4,03%). A sobreposicdo dos GDEs separados em

superexpressos (Fig. 6 (b)) e subexpressos (Fig. 6 (b)) também esta ilustrado.
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Figura 6 - Sobreposicéo dos perfis de genes desregulados nos trés status clinicos
associados a infecgcéo pelo HTLV-1. (a) Conjunto total de GDEs, (b) GDEs
superexpresos, e (c) GDEs subexpressos.
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ATLL — Leucemial/linfoma de células T do adulto. ASS — Assintomaticos. HAM/TSP - Mielopatia
Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical.

A partir dos resultados das metanalises, foram calculados os parametros de
Descoberta (IDD, IDR) e Perda (Perda, IRR), de modo que os calculos realizados
para a metanalise com individuos HAM/TSP revelaram uma maior taxa de

descoberta (IDR), enquanto a menor taxa obtida foi para os individuos com ATLL.
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Tabela 3 - Célculos de Descoberta e Perda nas metanalises dos status clinicos
(HAM/TSP, ATLL e ASS) associados a infeccao pelo HTLV-1.

GDEs | IDD | Perda | IDR (%) | IRR (%)

ATLL 907 63 | 10283 6,95 163,22
HAM/TSP | 368 260 | 5609 70,65 21,57
ASS 150 89 4650 59,33 52,24

ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. ASS — Assintomaticos. GDE — Genes
Diferencialmente Expressos. HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica
Tropical. IDD — Integration Driven Discovery. IDR — Integration Driven Rate. IRR — Integration
Resolution Rate.

4.3 ANALISE DE VIAS ENRIQUECIDAS

A avaliacdo para identificacéo das vias enriquecidas para o conjunto total de
GDEs, divididos em superexpressos e subexpressos, das trés condicdes em
estudo, indicou que apenas o conjunto de GDEs de individuos com ATLL
apresentou vias enriquecidas para o banco de dados da KEGG (Tabela 4) de
acordo com o parametro adotado (FDR < 0,05). Os demais conjuntos de dados dos

individuos com HAM/TSP e ASS nao apresentaram resultados.
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Tabela 4 - Vias enriquecidas para os GDEs em ATLL.

ATLL

Perfil de

~ Via enriquecida
Expresséo q

FDR

Genes

Vias em Cancer
Superexpressos (map09020)

2,052

CEBPA, MGST3, PTGERS,
PIK3R3, MGST2, ADCY1, NRAS,
CTNNA1, PMAPI1, ELOB, JAK2,
RALGDS, NQO1, JAG1, NCOAS,

HGF, WNT5A, AR, CCNE1,
IL2RA, FGF18, CTNNB1, CYCS,

BAX, PLCB1

Endocitose

Subexpressos (ko04144)

1,762

PRKCI, SMURF2, ARRB1,
VPS37B, TGFBR1, IGF1R,
TGFBR2, SPART, CYTH3,
CYTH4, GRKS5, BIN1, PSD4,
CHMP3, CCRS5, LDLRAP1,
CHIMPG6, CHIMP7

ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. FDR — False Discovery Rate. GDE — Genes

Diferencialmente Expressos.

4.4. INTERACAO PROTEINA-PROTEINA, SELECAO DE MODULOS E

GENES HUBS

Passada a identificacdo do perfil de expressdo dos genes em cada grupo,

bem como as funcdes moleculares e biolégicas dos GDEs identificados, seja de

forma exclusiva por cada grupo ou em comum, seguiu-se para a confeccdo das

redes de interacdo Proteina-Proteina (IPP), para identificacdo de relacdo fisica

entre as proteinas codificadas pelos GDEs em cada grupo de dados.
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441 ATLL
A lista dos GDEs superexpressos e subexpressos em individuos com ATLL
gerou uma rede IPP com 868 nés e 3,147 arestas (p = 1,019 (Fig. 7).

Figura 7 - Rede de Interacao Proteina-Proteina de GDEs em individuos com ATLL.

Construida no Cytoscape v3.7.1 com base no banco de dados do STRING v11. Cores vermelhas
representam superexpressdo, cores verdes representam subexpressdo e cor cinza representa
genes preditos. ATLL — Leucemia/linfoma de células T do adulto. GDEs — Genes Diferencialmente
Expressos.

A partir da rede IPP obtida anteriormente, o plugin MCODE, também do
Cytoscape, extraiu 27 modulos, porém, por motivo de simplificacdo e importancia,
foram selecionados os modulos com score = 10. Quanto mais numerosas as

interacdes entre o grupo de proteinas do modulo, maior o score (Fig. 8).
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Figura 8 — Modulos extraidos da rede de Interagdo Proteina-Proteina de ATLL.

Score 20
Score 11,53

Extraidos com MCODE, no Cytoscape v3.7.1. Cores vermelhas representam superexpressao, cores
verdes representam subexpressao e cor cinza representa genes preditos.

Quando analisadas as composi¢cfes dos modulos individualmente, foi
possivel identificar que os trés médulos selecionados da rede IPP de individuos
com ATLL apresentaram diferentes vias enriquecidas (Tabela 5), relacionadas a

funcdes bioldgicas distintas.
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Tabela 5 - Vias KEGG enriquecidas nos modulos da rede IPP de ATLL.

Modulo Vias enriquecidas FDR Genes
. . KLHL9;DET1;SOCS3;SMURF2;
ATLL1 Prf)t_eo!'t_sne mﬁd'%iigg'a 1,231 FBXO2;UBE2E3;CUL3;
ubiquitina (hsa04120) NEDDAL;UBE2A
BIN1; AP2S1; ARRBI;
. -04 ] ] ’
ATLL2 Endocitose (ko04144) 6,01 AP2B1: LDLRAP1
Via de sinalizagdo de quimiocinas 5 4896 CXCR3;CCR8;ADCY1,;
(hsa04062) ’ CCR5;CCR4
Interagao entre receptores 1 3803 CXCR3;CCRS8;CCRS;
citocinas-citocinas (hsa04060) ’ CCR4
Infeccao pelo citomegalovirus 03
PTGER3;ADCY1;CCR
humano (hsa05163) 8,16 GER3ADCYLICCRS
Via de g}'gggﬁ%@;‘; AMPe 8,229 POMC;PTGER3;ADCY1
Carcinogénese viral (hsa05203) | 8,77 CCR8;CCR5;CCR4
Infeccéo pelo herpesvirus
associado ao sarcoma de Kaposi | 9,29% CCR8;CCR5;CCR4
ATLL3 (map05167)
Regulacéao da lipdlise em 1 4592 PTGER3-ADCY1
adipdcitos (hsa04923) ’ ’
Sintese e ;slfoc(;igz;c;)de cortisol 1,772 POMC:ADCY1
Interacao ligante-receptor 02 . .
neuroativo (hsa04080) 1,80 POMC;GRM3;PTGERS
Melanogénese (hsa04916) 3,10 POMC;ADCY1
Sintese e secregéo de 02
POMC;ADCY1
aldosterona (hsa04925) 3,21 ’
Sinapse glutamatérgica 02
GRM3;ADCY1
(hsa04724) 3,61 ’
Via de sinalizacdo de estrogénio 02 .
(hsa04915) 4,79 POMC;ADCY1

ATLL - Leucemial/linfoma de células T do Adulto. FDR — False Discovery Rate. IPP — Interacédo
Proteina-Proteina. KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
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A partir da rede IPP construida inicialmente para os dados de GDEs em

ATLL, também foi possivel identificar os cinco genes hub com maior score:

Figura 9 - Rede dos top cinco genes hubs de ATLL.

KLHLS

KLHL22
FBXO2

Extraidos com CytoHubba, no Cytoscape v3.7.1. Quanto mais escura a cor, maior o score. ATLL -
Leucemia/linfoma de células T do Adulto.

4.4.2 HAM/TSP
A lista dos GDEs superexpressos e subexpressos em individuos com
HAM/TSP gerou uma rede IPP com 359 nés e 478 arestas (p = 3,93 (Fig. 10).

Figura 10 - Rede de Interacéo Proteina-Proteina de GDEs em HAM/TSP.

Construida no Cytoscape v3.7.1 com base no banco de dados do STRING v11. Cores vermelhas
representam superexpressdo, cores verdes representam subexpressdo e cor cinza representa
genes preditos. HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espéstica Tropical.
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Nesse caso, o plugin MCODE extraiu, a partir da IPP construida neste grupo,
um total de 7 mddulos, porém, por motivo de simplificacdo e grau de importancia,

foram selecionados os modulos com score = 5 (Fig. 11).

Figura 11 - Médulos da rede Interagédo Proteina-Proteina de HAM/TSP.
HAM/TSP1 HAM/TSP3

KBTBD6
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Score 5

Score 18,22
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Extraidos com MCODE, no Cytoscape v3.7.1. Cores vermelhas representam superexpressao, cores
verdes representam subexpressao e cor cinza representa genes preditos.

Em analise dos trés modulos identificados anteriormente e selecionados da
rede IPP de HAM/TSP, também foi possivel notar o perfil de ocorréncia de

diferentes vias enriquecidas (Tabela 6).

Tabela 6 - Vias KEGG enriquecidas nos modulos da rede IPP de HAM/TSP.

Modulo . Vlas. FDR Genes
enriguecidas
CDC5L;CWC15;PLRG1;PRPF19;
Spliceossomo o4 | PRPF8; EFTUD2; SART1;SNRNP40;PRPF6;
HAM/TSP1 (hsa03040) 1,28 PRPF3;IPPH;PRPF31;
SNRNP200; TXNL4A:BCAS2
Endocitose 06 VPS29;SNX12;VPS26A,;
HAM/TSP2 (ko04144) 6,62 VPS35:VPS36;VPS25
Protedlise
HAM/TSp3 | Mediadapela | ;.50 UBE2U;CBLB;UBAL;RCHY1
ubiquitina
(hsa04120)

FDR — False Discovery Rate. HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espéstica
Tropical. IPP — Interacé@o Proteina-Proteina. KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
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A partir da rede de Interacdo Proteina-Proteina total do grupo de individuos
com HAM/TSP, a andlise de genes hubs revelou genes pertencentes a duas
familias génicas distintas: PRPF (Pre-MRNA Processing Factor) e SNRN (Small
Nuclear RiboNucleoproteins), sendo os cinco GDEs com maior score na analise
(Fig. 12).

Figura 12 - Rede dos top cinco genes hubs em individuos HAM/TSP.

SNRNP40

PRPF19

Extraidos com CytoHubba, no Cytoscape v3.7.1. Quanto mais escura a cor, maior 0 score.
HAM/TSP - Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical.

4.5.3 ASS
A lista dos GDEs superexpressos e subexpressos em individuos ASS gerou
uma rede IPP (p = 0,03) com 146 nés e 128 arestas (Fig. 13).
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Figura 13 - Rede de Interacéo Proteina-Proteina de GDEs em ASS.

'EIPIIII

Construida no Cytoscape v3.7.1 com base no banco de dados do STRING v11. Cores vermelhas
representam superexpressdo, cores verdes representam subexpressdo e cor cinza representa
genes preditos.

A partir da rede IPP mostrada anteriormente, o plugin MCODE extraiu 4
moédulos, a partir dos quais, aqueles que apresentaram score = 5 (Fig. 14), foram
selecionados, por serem mais relevantes, e por ser uma forma de filtrar os dados

apresentados.
Figura 14 - Modulos da rede de Interacéo Proteina-Proteina de ASS.
ASS1 ASS?2

</

Extraidos com MCODE, no Cytoscape v3.7.1. Cor vermelha representa superexpressao e cor cinza
representa genes preditos. ASS — Assintomaticos.
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Dentre os trés modulos selecionados, com score = 5, da rede IPP de
individuos ASS, foi possivel notar diferentes perfis no que diz respeito a formacao
e funcédo de vias enriquecidas (Tabela 7).

Tabela 7 - Vias KEGG enriquecidas nos modulos da rede IPP de individuos ASS.

Modulo Vias enriquecidas FDR Genes

CDC20; CCNA2; CCNB2;

. -06
Ciclo celular (hsa04110) 3,19 CCNB1: CDK1: BUBL

Maturacéo de ovacitos CCNA2: CCNB2: CCNBL:

mediada por progesterona 1,02°04
DK1; BUB1
(hsa04914) ¢ ; BU
CDC20; CCNB2; CCNB1;
. yo -04 ] L] il
Meiose do odcito (hsa04114) 2,22 CDK1: BUBL
Senescéncia celular 5 7504 CCNAZ2; CCNB2; CCNB1,
(hsa04218) ’ CDK1; FOXM1

Via de sinalizacéo p53

ASST | (1ea0a115) 3,25% | CCNB2; CCNB1; CDK1
'(E‘;e;ggf;g'o HTLV-L 5,659 | CCNB2; CCNB1; CDK1
g}asi:gg;%ir;ese viral 5,859 | CDC20: CCNA2; CDK1
'(Elea(’ggf?%‘;'o Hlv-1 5879 | CCNB2; CCNB1; CDK1
s:;jeerrw;: CF:éuIlIJrInaéso(E:aOSZZZ) 3,22 CKS2; CkS1B

ASS2 | Adeséo focal (hsa04510) 2,9503 ILK; PARVA; PARVB

ASS — Assintomaticos. FDR — False Discovery Rate. IPP — Interacdo Proteina-Proteina. KEGG —
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

No que diz respeito, a identificacdo de genes hubs, também foram
identificados cinco genes hubs para os dados de expressédo dos individuos ASS
(Fig. 15).
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Figura 15 - Rede dos top cinco genes hubs de individuos ASS.

CKS2

CCNB1

CDC20

Extraidos com CytoHubba, no Cytoscape v3.7.1. Quanto mais escura a cor, maior o score.
Quanto mais escura a cor, maior o score. ASS — Assintomaticos.

4.6 ANALISE DE MICRO-RNAS

Para analise de MDEs, primeiramente fez-se uma busca de sondas de
MIRNAS nas plataformas de microarranjo utilizadas pelos estudos individuais que
haviam sido selecionados para as trés metanalises descritas anteriormente
(Quadro 1) com o objetivo de ter conhecimento acerca da cobertura desse tipo de
analise quanto a quantidade de miRNAs analisados. A Tabela 8 apresenta a
guantidade de sondas referentes as moléculas de miRNAS encontradas nas
referidas plataformas, apenas a plataforma GPL9686, utilizada pelo estudo
GSE19080 nado continha sondas desse tipo. Ao total, eliminando as sondas
repetidas entre as plataformas, foi possivel identificar 1,847 sondas de miRNAs

para todas as manifestacdes clinicas.

Tabela 8 - Sondas referentes as moléculas de miRNAS presentes nas
plataformas dos ensaios de expresséo utilizados na metanalise.

Série GPL mMiRNAs
GSE29312, GSE33615, GPL6947, GPL4133,
GSE17718, GSE14317, GPL570, GPL571,
GSE43017, GSE55851, GPL10332, GPL6884, 1,847
GSE?29332, GSE1466 GPL9696
GSE38537 GPL6480 3
GSE19080 GPL9686 0

GPL — Cédigo da plataforma; miRNAs — Micro-RNAs
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No entanto, apenas os individuos com ATLL apresentaram MDEs, dentre os
GDEs identificados nas metanalises anteriores. Em individuos HAM/TSP e ASS
ndo foi possivel identificar mMiIRNAs diferencialmente expressos de acordo com 0s
parametros adotados. Por outro lado, cinco miRNAs foram considerados DEs em
ATLL (Quadro 2). De acordo com o mirBase, o maior banco de dados publicos de
mMiRNAS, apenas dois desses MDEs possuem uma alta confiabilidade da anotacéo,

sendo eles o hsa-mir-21 e o0 hsa-mir-6840.

Quadro 2 - Caracterizacdo das moléculas de miRNAs diferencialmente expressos

em individuos com ATLL.

Micro-RNAs | Confianca da anotacao Mudanca
hsa-mir-3658 Sem dados suficientes superexpresso
hsa-mir-21 Alta superexpresso
hsa-mir-631 Sem dados suficientes subexpresso
hsa-mir-600 Sem dados suficientes subexpresso
hsa-mir-6840 Alta subexpresso

ATLL - Leucemia/linfoma de células T do Adulto. mMiIRNAs — Micro-RNAs

Uma vez mantidos o hsa-mir-21 e o hsa-mir-6840 para as analises
seguintes, uma busca dos genes alvo desses miRNAs na ferramenta online
miRWalk 3.0 (STICHT et al., 2018) foi realizada. Essa busca revelou existirem 219
genes alvo experimentalmente validados para o hsa-mir-21. Desses 219 genes
alvo, 12 foram considerados subexpressos em individuos com ATLL (Quadro 3). O
hsa-mir-6840, por sua vez, possui 413 genes alvo validados, desses, 11 foram

considerados superexpressos em ATLL (Quadro 3).

Quadro 3 - GDEs considerados possiveis genes alvo de MDEs em ATLL.

MDE Genes alvo diferencialmente expressos em ATLL
PLEKHA1, SLC16A10, ABCB1, DOCK10, RAPGEF6, SATBI,
SNRK, AGO2, RECK, NIN, SPTLC3, STAG2

KLF8, CCR4, TTC22, GDE1, GM2A, SPATS2L, SLC9A7, TBC1D19,
CYCS, CHP1, GNS

ATLL - Leucemia/linfoma de células T do Adulto. MDE — Micro-RNA Diferencialmente Expresso

hsa-mir-21

hsa-mir-6840
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5. DISCUSSAO

Uma metanalise contemplando 10 ensaios de expressdo génica, utilizando
microarranjo como metodologia, em pacientes infectados pelo HTLV-1, cujos dados
foram disponibilizados publicamente no repositério do GEO, foi realizada para
identificar genes desregulados no hospedeiro. Tais Genes Diferencialmente
Expressos (GDEs), formam perfis de expressédo génica diferenciais em trés status
clinicos da infecgéo pelo HTLV-1: a ATLL (leucemia/linfoma), a sindrome conhecida
como HAM/TSP (Quadro inflamatério do sistema nervoso central), e o estado
assintoméatico (Que nao reflete a completa auséncia de sintomas, e sim auséncia das
outras duas condic¢des clinicas). Este ultimo estado parece representar a maioria dos
casos na infeccao por esse retrovirus, pelos escassos estudos que investigam esta
ocorréncia.

Os principais resultados descritos nos estudos selecionados para a metanalise
evidenciam alteracfes na expressao génica de diferentes formas e com diferentes
consequéncias. O estudo de Choi e cols. (2007) com células CD4* de pacientes ATLL
sugeriu que a via de sinalizacdo que envolve o HGF (Hepatocyte Growth Factor) e
seu receptor, por estarem superexpressas, poderiam ser utilizadas como alvo
terapéutico. Pise-Masison e cols. (2009) revelaram a importancia da Survivina, uma
molécula anti-apoptética, na patogénese da ATLL. No artigo de Oliere e colaboradores
(2011) é destacada a importancia de SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1) para
a evasdo do HTLV-1 ao interferon do tipo 1 em pacientes com HAM/TSP e pacientes
assintomaticos. Uma elevacéo na expressao de AMPc regulada pela superexpressao
do gene da fosfodiesterase 3 foi descrita em linfocitos T transformados pelo HTLV-1,
por Kress e cols. (2010). O trabalho de Tattermusch e cols. (2012) revelou
perturbacdes na via do p53 na infeccdo pelo HTLV-1 assim como uma assinatura de
expressao génica regulada por interferon em pacientes HAM/TSP. O trabalho de
Yamagishi e cols. (2012) fez uma relacao entre a perda do MIR-31 e a ativacéo da via
NF-kB dependente de NIK (do inglés: NF-kB-inducing kinase) em ATLL. Pinto e cols.
(2014), ao investigar a expressao génica global em células CD4* de pacientes
HAM/TSP e assintomaticos, evidenciaram a expressdo diferencial de genes
relacionados a atividade antiviral: migragdo celular e lise celular. Nakahata e cols.
(2014) sugeriram que a subexpressao de NDRG2 (NMYC downstream-regulated gene
2) em ATLL resulta em um aumento na fosforilacdo de PTEN (Phosphatase and tensin

homolog), uma proteina supressora tumoral. Por fim, Kobayashi e cols. (2014)
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relacionaram a superexpressdo de CADM1 com a expansdo clonal de células

infectadas pelo HTLV-1 em pacientes com ATLL.

5.1 O ARTIFICIO DA METANALISE

Com a finalidade de abarcar boa parte dos objetivos e propostas de
investigacdo cientificos, foram desenvolvidos ao longo dos anos diferentes
metodologias para realizacdo de metanalises. Existem trés tipos de comparacao de
dados para metanalise de expressao génica: através valor de p, tamanho de efeito
(effect size) e combined ranks. A técnica do valor de p, que é mais utilizada quando
deseja-se obter resultados mais conservativos, envolve submétodos como Fisher, Z-
value, Stouffer, método do valor minimo de p, o0 método do valor maximo de p e valor
de p ordenado por rth. Combined ranks e seus submétodos (RankProd, RankSum,
produto dos ranks e soma dos ranks) levam em conta a posi¢cao de determinado gene
em um rank. Se sua posicdo se repete, ela € mantida (CHANG et al., 2013;
SIANGPHOE et al., 2019).

A comparacao por combinacéo de tamanho de efeito foi utilizada neste trabalho
por ser a mais recomendada para comparacdo de estudos entre duas classes
(controle e teste) (RAMASAMY et al., 2007). O tamanho de efeito enfatiza o tamanho
da diferenca ao invés da significancia estatistica. A combinacao desse efeito ndo pode
ser realizada através de uma simples média devido as diferencas de precisdo entre
os estudos, portanto (CHOI et al., 2003). Devido a esse fato, o tamanho de efeito pode
ser dividido em efeitos fixos e efeitos aleatdrios. O primeiro assume que existe um
tamanho de efeito verdadeiro entre todos os estudos e entdo deve ser aplicado em
uma comparacao de microarranjos que passaram por processos, metodologias e
variaveis com um nivel de similaridade alto. O segundo € aconselhavel para o caso
oposto, onde h4d uma variedade de procedimentos entre 0s microarranjos e variaveis
nao comparaveis (TSENG et al., 2012). Proposto por Choi e cols. (2003), para efeito
aleatdrio, o primeiro passo é calcular o tamanho de efeito e a variancia associada com
o tamanho de efeito para cada gene em todos os estudos.

Ao final de uma metandlise, sédo obtidos os GDEs e, a partir deles, o Integration
Driven Discovery (IDD) podera ser determinado. O IDD revela os genes que foram
considerados néo significantes nos estudos individuais e significantes na metanalise.
Isso ocorre devido a jungao dos “pequenos, porém consistentes” tamanhos de efeito,

tratados como falso negativos nos estudos individuais. Esse poder estatistico € efeito
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do aumento do tamanho da amostra. Além disso, o erro diminui e, consequentemente,
a quantidade de falsos positivos também (CHOI et al., 2003). Conjuntamente ao IDD,
a metandlise gera o valor da perda, ou seja, a quantidade de genes considerados
diferencialmente expressos nos estudos individuais, mas néo foram considerados na
metanalise.

A metandlise de dados de expressdo génica pode gerar novos GDEs em
comparacao com aqueles gerados pelos estudos individuais (El) e pode também ndo
considerar alguns genes ditos diferencialmente expressos nos El. A Tabela 3, por
exemplo, apontou que o grupo de individuos com HAM/TSP teve a maior quantidade
de GDEs novos (260) em relagdo aos El, portanto, apresentou a maior taxa de
descoberta (IDR) (70,65%). Nos dados dos individuos com ATLL, apesar de ter a
menor IDR, teve a maior taxa de revisdo (IRR) (163,22%) com mais de 10 mil genes
considerados falsos positivos nos EI. Uma menor taxa de descoberta para ATLL pode
ser atribuida a uma maior amostragem em seus El, refletindo em uma maior cobertura.
Por outro lado, os El conduzidos em individuos com HAM/TSP se baseiam em um
menor numero de amostras e consequentemente o poder da metanalise é maior ao

conseguir combinar todos esses estudos.

52 A DESREGULACAO DIFERENCIAL NOS STATUS CLINICOS
ASSOCIADOS AO HTLV-1

O perfil de expressao génica diferencial revelou uma maior desregulacdo no
perfil clinico ATLL seguida pelo perfil clinico HAM/TSP e estado assintomatico,
evidenciando uma maior alteracdo na expressao génica em individuos com ATLL em
comparacao com individuos com HAM/TSP. O resultado obtido em individuos ASS
indica alteracbes na expressdo génica mesmo sem maiores manifestacbes
fenotipicas. Os trés perfis de expressdo apresentaram genes compartilhados entre os
diferentes status clinicos. O unico GDE compartilhado por todas as condi¢des clinicas
foi 0 gene da Anquirina-1 (Fig. 6 (a)). Essa familia de proteinas intracelulares é
responsavel por organizar, transportar e ancorar complexos proteicos da membrana
a filamentos de actina, geralmente envolvendo canais ibnicos, transportadores e
moléculas de adesédo molecular (CUNHA & MOHLER, 2006). Estudos indicam que a
superexpressdo de ANK1 esta relacionada com o crescimento de células
cancerigenas do pancreas (OMURA et al., 2016). Os GDEs compartilhados pelo grupo
de individuos com ATLL e pelo grupo de individuos com HAM/TSP participam de
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fungbes e processos diversos, envolvendo em sua maioria fatores de transcricao
(LMO4, BATF3, HNF4G, RAI1, HIC2, ZNF407) evidenciando o caratér comum de
alteracdo na regulacdo da expresséo génica nas duas condi¢cfes. Além, também, de
genes envolvidos na via endocitica (CHMP6, SFT2D3, KIF3B) e outros. Dentre os
compartilhados por individuos com ATLL e individuos ASS aparecem os modeladores
do citoesqueleto POF1B e PARVB. Entre em individuos ASS e individuos com
HAM/TSP sao compartilhados trés genes diferencialmente expressos com funcdes
distintas, o NHLRC1 da via de ubiquitinagédo, o DUSP9, que produz uma fosfatase, e
ZNF474, um fator de transcricdo. A lista completa desses genes pode ser consultada
no Apéndice B.

Separando os GDEs em superexpressos (Fig. 6 (b)) e subexpressos (Fig. 6
(c)) e analisando o compartilhamento de genes, percebe-se que dentre os grupos de
GDEs superexpressos o compartiihamento € maior, principalmente entre ATLL e
HAM/TSP, provavelmente devido a uma maior quantidade de GDES superexpressos
guando comparada a quantidade de GDEs subexpressos. Nenhum GDE é
compartilhado por todos os status clinicos nessas condi¢des ja que ANK1 mantém a
superexpressao em ATLL e ASS e subexpressdo em HAM/TSP.

Dentre os genes mais superexpressos em individuos com ATLL estad o gene
CADML1 que codifica a molécula de adesao celular 1 (Tabela 2). Em um dos trabalhos
inclusos na metanalise, esse gene ja havia sido descrito como superexpresso e
relacionado com a expanséo clonal de células infectadas pelo HTLV-1 em pacientes
com ATLL (KOBAYASHI et al., 2014). Esse gene produz uma proteina de adesao que
estd superexpressa na superficie da célula infectada, jA sendo sugerido como
biomarcador para infeccdo pelo HTLV-1, especialmente em individuos com ATLL
(MANIVANNAN et al., 2016). CADML1 inativa reguladores negativos da via do NF-kB,
consequentemente mantendo a ativacao persistente dessa via em células infectadas
pelo HTLV-1 (PUJARI et al., 2015). Entre os genes subexpressos, para este mesmo
grupo clinico, esta 0 MAN1C1 (a-manosidase IC), que codifica uma a-manosidase que
cataliza a hidrolise de residuos de a-manoses. Estudos indicam que esses glicidios
auxiliam a adesao e rolamento de monécitos em células epiteliais (CHACKO et al.,
2011). Em ATLL uma subexpressdao de MAN1C1l pode estar relacionada com a
manutencdo desses glicanos na superficie celular das células infectadas para
promocao da migracéo celular.

Em individuos com HAM/TSP, destaca-se a superexpressdao de RAVER2
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(Ribonucleoproteina Ligadora de PTB 2) (Tabela 2), gene que codifica um regulador
negativo da Proteina de Ligacdo a Polipirimidina (PTB) e provavelmente esta
relacionado com a regulacdo do splicing alternativo (BARTOLETTI-STELLA et al.,
2015). A superexpressdo desse gene foi associada a uma alteragdo no
processamento de mRNA em Leucodistrofia, uma doenca desminealizante e, apesar
da expressdo de RAVER2 ser ubiqua, é altamente expressa no sistema nervoso
central (BARTOLETTI-STELLA etal., 2015). Por outro lado, SORT1, gene da Sortilina
1, receptor responsavel pelo trafico de vesiculas mediando a distribuicdo de proteinas
nas vias endociticas, esta subexpresso neste grupo clinico. Essa proteina regula vias
celulares distintas em varios tecidos e tipos celulares, incluindo a regulacdo da
viabilidade e fungéo neuronal (NYKJAER & WILLNOW, 2012).

Em individuos ASS, por sua vez, um dos cinco genes mais superexpressos e
o HORMAD?2 (contendo dominio HORMA 2) (Tabela 2), que regula o ciclo celular. A
superexpressao de HORMAD?2 foi associada a um prolongamento da fase GO/G1 e
ao encurtamento da fase S para impedir a mitose celular, bem como promover a
apoptose das células cancerigenas da tireoide (LIN et al., 2018). Interessantemente,
um dos genes mais subexpressos no grupo de individuos ASS é um IncRNA (Long
non-coding RNA), RNAs longos, ndo codificantes, que regulam a expressao génica
ativando ou reprimindo os genes (DENIZ & ERMAN, 2017). Uma funcéo conhecida de
LINCO0554 é de regular positivamente a expressdo de MARCKS (Substrato C-
guinase Rico em Alanina Miristoilada) e MARCKSL1 (MARCKS-likel), genes que
codificam proteinas que translocam da membrana para o citosol, modulando a

dindmica da actina citoesquelética e o trafego vesicular (ELAMRI et al., 2018).

5.4 VIAS ENRIQUECIDAS NO CONJUNTO TOTAL DE GDEs

Outro processo comumente empregado é o estudo de vias enriquecidas. Esse
estudo envolve a aplicacdo de métodos estatisticos para identificar vias que séo
significantemente representadas em uma lista de genes de interesse, eliminando o
gue seria esperado por mera chance. A lista de genes é testada com todas as vias de
determinado banco de dados através de diversos métodos estatisticos gerando, ao
final, vias significantes sugeridas para a lista de genes (CHEN et al., 2013). A analise
de vias enriquecidas facilita o estudo molecular por reduzir grandes nimeros de genes
a vias normais ou patoldgicas facilitando a interpretacdo dos resultados (REIMAND et
al., 2019).
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O resultado mostrou vias enriquecidas somente para os dados de expresséo
de individuos com ATLL. Alguns motivos podem levar a esse resultado negativo para
individuos com HAM/TSP e assintomaticos, como a falta de andlise para genes sem
anotacéo, vias onde a atividade é controlada por poucos genes ou ndo controlada por
expressao génica (como regulacédo pos-transcricional) (REIMAND et al., 2019). “Vias
em cancer” foi a via encontrada enriquecida para ATLL (Tabela 4), o que era esperado
visto que ATLL € um tipo de céncer, alterando assim a expresséo de varios genes
relacionados a essa doenca. A maioria do namero de genes nessa via esta
relacionada a evaséo da apoptose, proliferacéo celular e angiogénese continuada,
processos que sao fundamentais para permitir que as células cancerosas cres¢cam e
dividam de forma nado controlada, invadindo tecidos normais, Orgaos e
consequentemente se espalhando pelo corpo (MAREEL & LERQY, 2003).

O conjunto de genes subexpressos indicou “Endocitose” como via enriquecida
(Tabela 4) o que sugere que essa via estd em menor atividade em células de
individuos com ATLL. A endocitose é um processo que objetiva a obtencdo de
moléculas presentes no lado externo ou na membrana plasmatica para internalizacao,
reciclagem ou degradacdo. Envolve mdltiplas vias e a formacdo de vesiculas
membranosas internas que agem como transportadoras de cargas como receptores,
transportadores e moléculas de adesdo (CONNER & SCHMID, 2003). A endocitose
pode ser mediada por clatrina, caveolina ou independentemente dessas duas
proteinas estruturais que auxiliam na formacdo da fossa membranosa. Apdés o
estimulo, acontece a invaginagcdo para o interior celular tornando-se uma vesicula
intracelular que funde-se a endossomos iniciais onde acontece o direcionamento das
proteinas. Entdo, apds transformacdes quimicas e estruturais, maturam-se nos
endossomos tardios que eventualmente se fundem ao lisossomo (SCHMID, 2017).

Da mesma maneira em que a endocitose € um mecanismo conhecido por
diminuir a ativacao de vias por internalizar receptores, sabe-se também que ela é
necessaria para iniciar algumas outras vias (SCHMID, 2017). Além disso, muitos
estudos mostram como a endocitose pode estar desregulada em células
cancerigenas (POLO et al., 2004). A atividade anormal da endocitose de proteinas de
membrana contribui para transformacdo das células normais em aberrantes
(MOSESSON et al., 2008). Esses resultados mostram, pela primeira vez, uma
desregulacédo na via endocitica em individuos com ATLL, sugerindo que ha uma

importancia na diminuicdo da atividade dessa dessa via para o desenvolvimento da
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doenca. Sendo portanto, pela analise de vias enriquecidas, 0s primeiros
biomarcadores a serem sugeridos para a ATLL: superexpressdao de genes
relacionados a apoptose, proliferacdo celular e angiogénese e subexpressdo de
genes envolvidos com a endocitose, sobretudo porque estes genes/fungdes também
foram sinalizados pela andlise das redes de interacao proteina-proteina.

5.5 REDES IPP REVELAM MODULOS ENRIQUECIDOS PARA VIAS
BIOQUIMICAS

Proteinas podem interagir fisicamente com outras proteinas. Uma rede de
interacao proteina-proteina (IPP) permite ilustrar a relacao fisica que ocorre entre elas.
Assim, esta € uma maneira de analisar processos bioldgicos a nivel molecular. Essas
redes sdo dindmicas e reagem a diferentes estimulos e altera¢cées do ambiente. Até
pequenas mudancas nessas redes podem ocasionar fendétipos patoldgicos
(BARABASI et al., 2011). A anélise das redes IPP possui um importante papel na
investigacdo de processos biologicos complexos, além disso, pode ser util para
descoberta de novas fungdes proteicas e no desenvolvimento de novas terapias para
doencas a partir da analise dos genes hub (proteinas com alta conectividade em uma
rede) e da descoberta de médulos a partir das redes génicas que contribuem para o
desenvolvimento da doenca (EMILSSON et al., 2008). A respeito das funcbes
biologicas das proteinas, suas interacdes determinam mecanismos celulares e
moleculares e, baseado nessas interacdes, direcionam-se terapias multi-alvo para
agir ndo s6 em um gene mas em uma rede de determinada doenca multi-génica
complexa (SAFARI-ALIGHIARLOO et al.,, 2014). Devido a multifuncionalidade e
importancia das proteinas entende-se a importancia dessa analise.

Os GDEs dos trés status clinicos, em andlise, apontaram a formacédo de redes
IPP significantes. A rede formada com os dados de expresséo de individuos com ATLL
mostrou-se altamente densa e interconectada, enquanto que para as redes de
individuos com HAM/TSP e ASS foi necessério adicionar proteinas com interactes
preditas pelo STRING, ou seja, fora dos conjuntos de genes diferencialmente
expressos definidos na metanélise, com o objetivo de atingir significancia estatistica.
Os modulos extraidos das trés redes IPP foram analizados quanto a presenca de vias

enriquecidas.
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5.5.1 ATLL

A ubiquitinizagdo de proteinas, via encontrada como altamente enriquecida no
moédulo ATLL1 (Fig. 8), € um processo que ocorre em varias etapas e é responsavel
pela reciclagem de proteinas celulares através do encaminhamento dessas proteinas
para o proteassoma. Brevemente, envolve o complexo El-ativador, que ativa a
ubiquitina, E2-conjugador, que recebe a ubiquitina ativada do E1 e transfere para as
E3-ligases que ligam a ubiquitina ativada a proteina a ser degradada no proteassoma
(YAMAO, 1998). Dentre os GDEs de individuos com ATLL nessa via temos UBE2ES3,
participantes da etapa E2 e KLHL9, DET1, SOCS3, SMURF2, FBXO2, UBEZ2E3,
CUL3, NEDDA4L, UBE2A da etapa E3 (Tabela 5). Assim sendo, a protedlise mediada
por ubiquitina influencia varios processos celulares como localizacdo proteica,
controle do ciclo celular, regulacdo da transcricAo e controle do receptor por
endocitose (SHI & GROSSMAN, 2010; YAMAO, 1998). Além disso, essa via também
esta envolvida em outros processos como a ativacao da resposta inflamatoéria via NF-
kB, a qual esta altamente ativada em individuos com ATLL devido a induc&o por Tax
e acumulo de mutacdes genéticas, como ja € descrito na literatura (CHEN & CHEN,
2013; KATAOKA et al.,, 2015). Células cancerigenas exploram a maquinaria de
ubiquitinacdo para estabilizar a sinalizacdo oncogénica aberrante para sobrevivéncia
e metastase, consequentemente, alguns estudos ja abriram caminho para a utilizacao
de farmacos, como Bortezomibe e Carfilzomib, que miram componentes da
maquinaria de ubiquitinacdo em canceres (GALLO et al., 2017).

Os modulos ATLL2 e ATLL3, apesar de apresentarem vias enriquecidas com
valor de FDR abaixo de 0,05, ndo sdo tédo significantes quanto a via enriquecida
encontrada em ATLL1. Muitas proteinas sdo compartilhadas entre as vias obtidas
para esses dois moédulos (Tabela 5). No moédulo ATLL2, enriquecido para
“‘Endocitose”, todos os GDEs estdo envolvidos na endocitose mediada por clatrina
mas apenas 0s genes da familia AP2 (Adaptor Protein Complex 2), envolvidos no
recrutamento de clatrina para a formacao da fossa que objetiva a internalizacéo da
carga a ser endocitada (SCHMID, 2017), estdo superexpressos (Fig. 8). Portanto,
pode haver uma diminui¢do da atividade dos receptores de endocitose na membrana
plasmatica celular em individuos com ATLL ao passo que a formagdo do fosso
endocitico em si podera estar mais ativo. Dentre as 13 vias fracamente enriquecidas
no modulo ATLL3, percebe-se a indicagao de vias relacionadas a infecgao (“Infecgao

pelo citomegalovirus humano”, “Infeccao pelo herpesvirus associado ao sarcoma de
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Kaposi”), sinalizagdo (“Via de sinalizagdo de quimiocinas”, “Via de sinalizagdo via
AMPc”, “Via de sinalizagao de estrogénio”), sintese (“Sintese e secrec¢ao de cortisol”,
“‘Sintese e secrecao de aldosterona”, “Melanogénese”) e outras (Tabela 5). A via de
sinalizacdo de quimiocinas envolve genes da familia CCR (Chemokine Receptors),
receptores de quimiocinas que, como efeito final, podem estimular a migracao de
células e a quimiotaxia, principalmente em leucocitos (HUGHES & NIBBS, 2018). O
gene CCR4 participante da via das quimiocinas, e encontrado superexpresso neste
grupo clinico (logioFC = 0,5566, FDR = 1,21°%) foi recentemente encontrado com
mutacdes de frameshift em pacientes com ATLL e associadas a um pior progndstico
da doenca (NAKAGAWA et al., 2014; YOSHIDA et al., 2016). Devido a importancia
dessa proteina na patologia da ATLL, foi desenvolvido o Mogamulizumab, um
anticorpo anti-CCR4 para o tratamento da mesma (MAKITA & TOBINAI, 2017).

Genes hub sdo aqueles que apresentam alta conectividade em uma rede
génica. Uma alta conectividade representa a importancia desses genes para a
manutencao da rede. A proteina produzida pelo gene SOCS3 (Supressor of cytokine
signaling-3) foi a que obteve o maior score para essa analise em individuos com ATLL
(Fig. 9 e Apéndice C). Essa proteina é conhecida por regular negativamente a
sinalizacdo de citocinas e esta subexpressa em individuos com ATLL (logioFC = -
0,4627 FDR = 1,8594). A principal via regulada por SOCS3 é a via da JAK-STAT
(Janus kinase—signal transducer and activator of transcription) utilizada por muitas
citocinas, fatores de crescimento e hormoénios resultando em inUmeros processos
como divisao celular, apoptose e tumorigénese (ROTTENBERG & CAROW, 2014).
SOCS3 ja foi associado ao desenvolvimento de cancer (ALVAREZ et al, 2006) e, em
ATLL, foi encontrada como via alterada devido a recorrentes mutacdes e variacdes no
namero de coépias. Além disso, JAK-STAT faz parte da via do TCR-NF-KB,
considerada uma via direcionadora a ATLL (KATAOKA, 2015). Outro membro dessa
familia de proteinas, SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1), foi citada como
tendo papel importante na evasdo do HTLV-1 ao interferon do tipo 1 em pacientes
com HAM/TSP e pacientes assintomaticos (OLIERE et al., 2011).

CULS3, outro gene hub do grupo ATLL (Fig. 9), € o gene que codifica a proteina
Culina 3, uma ligase que participa da via de degradacédo por Ubiquitina através do
proteassoma 26S (PINTARD et al., 2004). A desregulacéo de CUL3 foi observada em
alguns céanceres humanos, significantemente expresso em cancer invasivo, e

podendo ser utilizado como marcador de progressdo de cancer de mama
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(HAAGENSON et al, 2012). Sua crescente associagcdo com diversas desordens
humanas transforma a Culina 3 em um importante alvo terapéutico (ANDERICA-
ROMERO et al, 2013).

Os outros trés genes hubs de ATLL (Fig. 9) pontuaram score semelhante e
também agem na via de ubiquitinacdo. A familia génica KLHL (Kelch-like), a qual estdo
inseridos KLHL5 e KLHL22 comporta um grupo de genes codificantes de proteinas
que se ligam a Culina 3 na fase E3-ligase da via de ubiquitinacdo (DHANOA et al.,
2013). A proteina KLHL22, subexpressa em ATLL (logioFC =- 0,2175, FDR = 0,0393)
forma o complexo KLHL-CUL3 que direciona a proteina PKL1 para degradacao, a qual
€ considerada tumorigénica (METZGER et al., 2013). O farmaco Volasertib foi
desenvolvido objetivando a inibicdo de PLK1 em Leucemia Miel6ide Aguda (LMA)
(GJERTSEN & SCHOFFSKI, 2015). Em relacdo a KLHL5, uma superexpressao foi
associada com uma maior resisténcia de células cancerigenas a compostos
anticancer (SCHLEIFER et al., 2018), e em ATLL essa proteina esta subexpressa
(logi1oFC = - 0,3926, FDR = 0,027). O FBXO2 (F-box only protein 2), por sua vez,
(log1oFC =-0,2144, FDR = 0,0156) é uma proteina da familia F-box que constitui uma
das subunidades do complexo protéico SCFs (SKP1-culina-F-box) que age como
ligase E3 na via de ubiquitinacéo e ja foi sugerido como marcador de metastase em
cancer gastrico (SUN et al., 2018). O conjunto de genes hubs resultantes revelam a
importancia da via JAK-STAT e, principalmente da via de ubiquitinacdo na patologia

da ATLL, podendo ser no futuro alvo de estudos para desenvolvimento de terapias.

5.2.2 HAM/TSP

O moédulo HAM/TSP1 é formado por proteinas originarias dos GDEs obtidos
nas metanalises, mas também é formado de proteinas com interacdes preditas pelo
STRING (Fig. 11). Apesar de ndo serem GDE, essas proteinas preditas estarédo
presentes no processo celular normal. O splicing é um processo onde o pré-mRNA é
processado para remocdo de introns e consequente formacdo do mRNA maduro. A
maquinaria do spliceossomo € formada por complexos multiprotéicos associados a
segmentos de RNA (CVITKOVIC & JURICA, 2012). Esse processo parece estar
desregulado em HAM/TSP1 (Tabela 6). Uma desregulagdo na maquinaria do
spliceossomo pode causar defeitos de splicing ou alteracdes que podem ser
associadas com doencgas humanas (XU et al, 2015). Neste estudo foi mostrado que,

provavelmente, a via do spliceossomo pode ter um papel ainda ndo descoberto na
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HAM/TSP.

O modulo HAM/TSP2 apresenta “Endocidose” como via enriquecida (Tabela
6) devido a atividade de proteinas da familia génica VPS (Proteinas direcionadoras
de Vacuolo) e ao gene SNX12. VPS29, VPS26A, VPS35 e a proteina SNX12
participam da formag&o dos endossomos iniciais na via endocitica e o VPS36 e VPS25
da formacdo do endossomo tardio, diferentemente do que visto no médulo ATLL2
onde os GDEs agem diretamente na via de endocitose mediada por clatrina.

A via “Protedlise Mediada por Ubiquitina” desregulada no médulo HAM/TSP3
apresenta GDEs diferentes dos presentes em ATLL1. Em ATLL1 h& uma maioria
participante da via da E3 (Tabela 6), ja em HAM/TSP3, além de E3 (CBLB, RCHY1)
ha também E1 (UBA1l) e E2 (UBE2U). Desses, apenas RCHY1 esta subexpresso
(log1oFC = -0,1869, FDR = 0,0388). Esse gene produz uma proteina que direciona
p53, um conhecido agente supressor tumoral, para degradacdo no proteassoma
(LENG et al, 2003). UBA1 € um gene supressor de tumor (LEE et al., 2008), UBE2U
esta relacionado a reparo de DNA (GUO et al., 2017) e ambas estédo superexpressas
(UBA1: logi0FC = 0,299, FDR = 0,0242/ UBE2U: log10FC = 0,4636, FDR = 0,005 ), o
gue sugere que esse modulo em HAM/TSP esta proporcionando um efeito oposto a
malignidade ocorrente em ATLL, apresentando um efeito protetor ao DNA.

Para HAM/TSP, dos cinco genes hubs selecionados apenas SNRN40 foi
encontrado diferencialmente expresso na metanalise (Fig. 12), os outros quatro genes
foram preditos pelo STRING e interagem com os GDEs de HAM/TSP. No geral, duas
familias génicas que participam de etapas da maquinaria do spliceossomo se
destacaram nessa analise: PRPF e SNRN. PRPF8, PRPF6 e PRPF19 compreendem
proteinas que auxiliam na formacdo do spliceossomo e SNRNP200, SNRNP40
formam complexos proteina-RNA, também participantes do spliceossomo (Disponivel
em: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene= PRPF8, PRPF6, PRPF19,
SNRNP200, SNRNP40).

Portanto, sinaliza-se para a HAM/TSP os genes relacionados a vias de splicing
como possiveis candidatos a biomarcadores nesta patologia. Genes relacionados a
mecanismos endociticos voltam a ser sinalizados como possiveis marcadores de
processos patologicos associados a infec¢édo pelo HTLV-1. Porém, como ja discutido
anteriormente, é necessario aumentar o poder estatistico da analise com um maior
namero de estudos/amostras ou uma melhor descricdo dos GDEs obtidos para ndo

haver a necessidade inclusdo de proteinas fora dos GDE preditos e portanto,



61

aumentar a precisédo dos resultados.

5.2.3 ASS

Os mdédulos da rede IPP de assintomaticos selecionados apresentaram em sua
composicao uma grande propor¢ao de genes preditos pelo STRING (Fig. 14). As vias
enriquecidas encontradas para ASS1 compartilham alguns genes em comum (Tabela
7) e valores de FDR semelhantes, o que pode sugerir que qualquer uma dessas vias
pode estar desregulada. Alguns estudos indicam que a senescéncia celular,
encontrada enriquecida no modulo ASS1, € um mecanismo de defesa antitumoral e
antiviral, principalmente contra oncovirus (REDDEL, 2009; BAZ-MARTINEZ et al.,
2016), o que pode justificar uma ativagdo dessa via em pacientes assintomaticos para
HTLV-1. A via de sinalizacdo p53 € uma parte da via de infec¢do pelo HTLV-1. Tax,
por exemplo, ativa p53, o qual reduz os danos causados por esse virus no genoma
da célula. Como discutido anteriormente, o estudo de Tattermusch e cols. (2012)
revelou perturbacgdes na via do p53 na infecgéo pelo HTLV-1.

A funcéo de “Adesao Focal”, enriquecida no médulo ASS2 (Tabela 7), € uma
via responsavel pela criacdo e manutencdo de adesdes célula-matriz extracelular e
possui importante papel em processos bioldgicos como proliferacdo celular,
motilidade celular, diferenciacéo celular e frequentemente, alteracdes na adeséo focal
levam ao desenvolvimento de patologias humanas (WU, 2007). Huang e cols. (2015),
ao estudar expressao génica de cancer de pulmao, sugeriram que PARVA (parvin-
alpha) ativa ILK promovendo metastase nesse tipo de cancer. PARVB (parvin-beta),
por sua vez, qguando superexpresso, aumenta a capacidade de migracao celular em
carcinoma escamoso de lingua (ESLAMI et al.,, 2015). Todas essas alteracdes
estruturais causadas por esse moédulo nas células em pacientes assintomaticos
podem indicar um possivel direcionamento a malignidade.

Os genes hubs selecionados para ASS (Fig. 15) ndo foram encontrados
diferencialmente expressos em individuos assintomaticos, porém, sdo genes que
interagem com os GDEs de ASS formando a rede de interacdo. Todos eles estao
associados ao amplo processo do ciclo celular. Trés deles (CDC20, CCNB1 e CDK1)
estdo relacionados a divisdo celular enquanto que os outros dois genes (CKS2,
CKS1B) produzem proteinas cinases, que quando superexpressas burlam o sistema
de checkpoint do ciclo celular, permitindo assim a evaséo do controle de oncogenes,

fornecendo um provavel link a oncogénese (MU et al., 2017).
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De forma semelhante para os dados de individuos HAM/TSP a predicdo de
genes pelo STRING limita o poder da sugestdo de biomarcadores para este status
clinico, no entanto, como forma de indicar um caminho para analises futuras, destaca-
se genes relacionados a infeccdo pelo HTLV-1 e genes associados a adeséo focal

como possiveis biomarcadores.

5.3 MICRO-RNAS DESREGULADOS FAVORECEM A ATLL

Moléculas de Micro-RNAs sdo reguladores da expressdo génica e agem
diminuindo a expressao de um gene ao direcionar 0 seu respectivo mRNA para
degradacdo. Apenas individuos com ATLL apresentaram miRNAs diferencialmente
expressos (Quadro 2), apesar da cobertura de 1,847 sondas diferentes de miRNAs
nos microarranjos utilizados na realizacdo dos estudos individuais (Tabela 8). O hsa-
mir-21, transcrito do gene MIR21, esta superexpresso (logioFC = 0,4012, FDR = 0)
indicando uma participacdo desse micro-RNA no processo patoldgico da ATLL. Na
literatura médica, o hsa-mir-21 € um miRNA conhecido por estar associado a alguns
tipos de cancer, processos inflamatorios e doencas cardiacas (FENG & TSAO, 2016;
SHEEDY, 2015; FU et al., 2011). Em células infectadas pelo HTLV-1, o hsa-mir-21 ja
foi reportado como superexpresso propiciando uma atividade anti-apoptética,
afetando a proliferacdo celular e promovendo metastase (SAMPEY et al., 2012;
RUGGERO et al., 2010). Devido a essas caracteristicas, o hsa-mir-21 € considerado
um “oncomir” e foi proposto como biomarcador transcricional de malignidade para
circulacdo sanguinea, liquido cefalorraquidiano, escarro e fezes (KUMARSWAMY et
al., 2011). Em modelos murinos, inibicdo de hsa-mir-21 resultou em beneficios
significativos, como reducédo de tumor (HATLEY et al., 2010; MEDINA et al., 2010).
Pelo conjunto de informacfes obtidas a respeito da funcionalidade critica desse
MiRNA em processos cancerigenos e inflamatorios, o hsa-mir-21 tornou-se um
crescente alvo atraente para pesquisas genéticas e farmacolégicas em varias
condicBes de doenca.

Por outro lado, MIR6840, que codifica o hsa-mir-6840, considerado
significativamente subexpresso em ATLL (logi0FC = -0,2193, FDR = 4,74%), ja foi
encontrado subexpresso em amostras de diversos canceres como o gastrico, de
bexiga e no carcinoma escamoso de boca (LUO et al., 2015; CHEN, et al., 2017,
KAWAKUBO-YASUKOCHI et al.,, 2018) porém, sua funcdo ainda ndo esta

completamente esclarecida.
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A relacdo observada entre os genes alvo de hsa-mir-21 e de hsa-mir-6840 com
0s GDEs em ATLL sugere uma possivel regulacao desses genes por esses miRNAs,
alterando sua expresséao (Quadro 3). Dentre os GDEs subexpressos em ATLL e ao
mesmo tempo alvo de hsa-mir-21 ha o gene RECK (do inglés: Reversion-inducing-
cysteine-rich protein with kazal motifs), que codifica uma proteina com conhecidas
implicagbes na biologia do cancer, sendo um inibidor de tumor (ALEXIUS-LINDGREN
et al., 2014). Dentre os genes regulados por hsa-mir-6840 esta 0 CCR4, que esta
superexpresso em ATLL e é considerado essencial para o desenvolvimento da
patologia, como discutido anteriormente (MAKITA & TOBINAI, 2017). Entende-se a
necessidade da realizacdo de estudos experimentais adicionais para confirmacao
dessa possivel relacao regulatoria entre os genes alvo de hsa-mir-21 e de hsa-mir-
6840 em comum com 0s GDEs em ATLL.

Micro-RNAs circulantes sdo frequentemente propostos na area de diagndsticos
como biomarcadores para doencas e para diferenciacdo entre tipos de cancer pelo
fato de seus niveis de expressao refletirem processos patologicos (DE PLANELL-
SAGUER & RODICIO, 2011). Nesse sentido, a utilizacdo de hsa-mir-21 e hsa-mir-

6840 como biomarcadores para ATLL pode ser viavel.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho foi capaz de identificar diferentes grupos de genes desregulados
em trés status clinicos associados a infec¢do pelo HTLV-1 e, a partir desses genes,
construir um perfil de expressdo génica diferencial. Mostrando também que houve
uma maior desregulacdo génica em individuos com ATLL, seguido por individuos com
HAM/TSP e individuos assintomaticos.

Analises de vias enriquecidas apontaram vias que séo alteradas pela infeccao
em individuos com ATLL como “Vias em Cancer”, que incluem genes responsaveis
pela evasdo da apoptose, proliferacdo celular e angiogénese continuada, para o0s
genes superexpressos e, pela primeira vez, apontando uma desregulacdo na
“‘Endocitose”, para os genes subexpressos, 0 que pode estar contribuindo para o
desenvolvimento da manifestagéo clinica.

A analise de vias enriquecidas revelou a desregulacéo das vias de “Protedlise
mediada por Ubiquitina”, “Endocitose” e mais 13 vias, dentre elas a “Via de sinalizacéo
de quimiocinas” em individuos com ATLL. Para o grupo com HAM/TSP as vias do
“Spliceossomo”, “Endocitose” e “Protedlise mediada por Ubiquitina” estao
desreguladas enquanto que “Adeséao focal” juntamente com “Ciclo celular” e mais
nove vias estao desregulados em PBMCs de pacientes assintomaticos. Sendo tais
genes os mais indicados em futuras investigacdes e definicbes de biomarcadores
dessas manifestacdes clinicas.

Além disso, foi possivel a sugestdo de genes hub e micro-RNAs para 0s
diferentes status clinicos. CUL3 e genes da familia KLHL, fazendo parte da via de
ubiquitinacdo de proteinas, podem ser considerados genes hubs em ATLL juntamente
com SOCS3, gene integrante da via JAK-STAT. Para HAM/TSP foram selecionados
genes participantes da via do spliceossomo, sugerindo uma importancia
desconhecida dessa via para o desenvolvimento de HAM/TSP.

Ja para ASS, os genes hubs selecionados foram genes fora do conjunto de
genes diferencialmente expressos, ndo servindo como biomarcadores mas exibindo
importancia terapéutica. Sdo genes que, sabidamente, interagem com os GDEs de
ASS formando a rede de Interacdo: CDC20, CCNB1 e CDK1 assim como dois genes
da familia CKS, refletindo a importancia de processos do ciclo celular em individuos
assintomaticos. Todos esses genes hubs, selecionados através de analises
integradas computacionais podem, posteriormente, serem alvo de pesquisas

terapéuticas por denotar importancia na estruturacéo da rede de genes desregulados.
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Nenhum micro-RNA foi considerado diferencialmente expresso, com o0s
parametros adotados, no grupo de individuos com HAM/TSP ou ASS. No entanto,
dois micro-RNAs de alta confiabilidade foram considerados altamente desregulados
no grupo de individuos com ATLL, o hsa-mir-21, que parece estar diretamente
envolvido no desenvolvimento da doenca e o hsa-mir-6840, que ainda apresenta
funcdes desconhecidas, sendo adequados para serem utilizados como

biomarcadores para ATLL.
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APENDICE A — PCAs DOS ESTUDOS INDIVIDUAIS
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APENDICE B — GDES COMUNS ENTRE OS STATUS CLINICOS

GDEs em comum
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APENDICE C - GENES HUBS E SEUS SCORES

Genes Hubs
Manifestagdo Rank Nome Score

1 SOCS3  1.22E+48

2 CUL3  1.22E+34

ATLL 3 KLHLS  1.22E+32

3 KLHL22  1.22E+32

3 FBXO2 1.22E+32

1 PRPF8  2.10E+26

2 SNRNP200 2.10E+26

HAMTSP 3 PRPF6  2.10E+25
4 SNRNP40 2.10E+25

5 PRPF19 2.10E+26

1 CDK1  3.63E+05

2 CKS1B  3.63E+05

ASS 3 CDC20 3.63E+05

4 CKS2  3.63E+05

4 CCNB1 3.63E+05
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