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RESUMO

Introducdo: O HTLV-1 é o agente etioldgico da Leucemia Linfoma de Células T do Adulto
(ATL) e Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP). Esta
relacionado também a outras doencas inflamatorias como uveite, artrites, dermatites, polimio-
sites e alveolites. Poucos tratamentos sdo diponiveis para sintométicos portadores de HTLV-
1. O derivado de N-acilhidrazona, o LASSBIi0-1386, possui atividade imunomoduladora, an-
tiproliferativa e anti-inflamatdria e ndo foi estudado ainda no contexto do HTLV-1. Objetivo:
Determinar o efeito do composto LASSBIi0-1386 in vitro sobre a proliferacéo, ciclo celular,
apoptose, necrose e na carga proviral em células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
de individuos infectados pelo HTLV-1. Métodos: Trata-se de um estudo experimental em
individuos assintomaticos, individuos com diagnéstico de HAM / TSP e em voluntarios da
Fundacao Osvaldo Cruz (Fiocruz), com idade igual ou superior a 18 anos, atendidos no Cen-
tro de HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Sadde Pudblica de Salvador. A IC50 foi obtida
através de linfoblastos cultivados na presenca e na auséncia de diferentes concentracfes de
LASSBIo 1386, em seguida foi avaliada a inibicdo da proliferacdo na PBMC dos individuos
infectados pelo HTLV-1 assintomaticos e com HAM/TSP na presenca e na auséncia do com-
posto. Para avaliar a morte celular foi realizado ensaio sobre indugdo de apoptose/ necrose e
ciclo celular por citometria de fluxo na PBMC de HAM/TSP e de assintomaticos. Para deter-
minar o efeito antiviral de LASSBio 1386 foi realizada a quantificacdo da carga proviral na
PBMC de individuos infectados HAM/TSP e assitomaticos na presenca e na auséncia do
composto. Resultados: O IC50 do LASSBIi0-1386 foi de 1uM. A inibicdo de proliferacdo de
linfocitos observada na concentracdo de 1 uM foi de 32% nas células dos individuos com
HTLV-1 assintométicos e no grupo HAM/TSP foi de 72%. Quanto a analise do ciclo celular,
apoptose e necrose ndo houve diferenca de resultado na analise dos grupos de individuos na
presenca de LASSBIi0-1386. A carga proviral reduziu 43,4% na presenca do composto nas
celulas dos individuos com HTLV-1 assintométicos e 67% nos individuos com HAM/TSP.
Conclusao: LASSBIi0-1386 tem um efeito antiproliferativo em células de individuos infecta-
dos pelo HTLV-1 e reduz a carga proviral.

Palavras-chave: HTLV-1. Derivado N-acil-Hidrazona. HAM/TSP. Proliferacdo de linfcitos.



ABSTRACT

Introduction: HTLV-1 is the etiological agent of Adult T-cell Lymphoma Leukemia (ATL)
and HTLV-1 Associated Myelopathy / Tropical Spastic Paraparesis (HAM / TSP). It is also
related to other inflammatory diseases such as uveitis, arthritis, dermatitis, polio-sites and
alveolitis. Few treatments are available for symptomatic patients with HTLV-1. The N-
acylhydrazone derivative, LASSBIi0-1386, has immunomodulatory, antiproliferative and anti-
inflammatory activity and has not been studied in the context of HTLV-1. Objective: To de-
termine the effect of LASSBIi0-1386 compound in vitro on proliferation, cell cycle, apoptosis,
necrosis and proviral load in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of HTLV-1 infected
individuals. Methods: This is an experimental study in asymptomatic individuals, individuals
diagnosed with HAM / TSP, and volunteers from the Osvaldo Cruz Foundation (Fiocruz),
aged 18 years or older, who attended the HTLV Center of the Bahiana School of Medicine
and Health. Salvador City. IC50 was obtained from lymphoblasts cultured in the presence and
absence of different concentrations of LASSBio 1386, and then inhibition of PBMC prolifera-
tion of asymptomatic HTLV-1 and HAM / TSP infected individuals in the presence and ab-
sence of the compound was evaluated. To evaluate cell death, an assay was performed on
apoptosis / necrosis and cell cycle induction by flow cytometry in HAM / TSP and asympto-
matic PBMC. To determine the antiviral effect of LASSBio 1386, the PBMC proviral load
was quantified in HAM / TSP and asymptomatic infected individuals in the presence and ab-
sence of the compound. Results: The IC50 of LASSBIi0-1386 was 1uM. The inhibition of
lymphocyte proliferation observed at 1 uM concentration was 32% in the cells of asympto-
matic HTLV-1 subjects and in the HAM / TSP group was 72%. Regarding cell cycle analysis,
apoptosis and necrosis, there was no difference in results in the analysis of groups of individ-
uals in the presence of LASSBIi0-1386. Proviral load decreased 43.4% in the presence of the
compound in cells of asymptomatic HTLV-1 subjects and 67% in HAM / TSP subjects.
Conclusion: LASSBIi0-1386 has an antiproliferative effect on cells of HTLV-1 infected indi-
viduals and reduces proviral load.

Key words: HTLV-1. N-acyl-hydrazone derivative. HAM / TSP. Lymphocyte proliferation.
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1 INTRODUCAO

O virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) est4 associado ao de-
senvolvimento de doencas graves como a leucemia/linfoma de Células T do adulto (ATLL) e
mielopatia associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP), além de sin-
dromes inflamatdrias e complicagdes infecciosas. No entanto, o desenvolvimento dessas do-
encas varia na populagdo infectada, estima-se que 2 a 3% dos individuos infectados desenvol-
vem ATLL e cerca de 0,25% a 4% desenvolvem o HAM/TSP. Ainda ndo se sabe porque a
infeccdo pelo HTLV-1 permanece assintomatica na maioria dos portadores™. As principais
areas endémicas da infeccdo compreendem Africa, América do Sul e Japdo. Excetuando-se o
Japdo, a maioria destes concentra-se nas areas subtropicais e tropicais com baixos indices de
desenvolvimento humano. Regides como o sul da Africa, Caribe e algumas regides da Améri-
ca do Sul e da América Central apresentam alta prevaléncia da infec¢do. O Brasil é o pais da
Ameérica do Sul com maior niumero absoluto de individuos infectados pelo HTLV-1, possuin-
do uma estimativa de cerca de 800.000 portadores® e em Salvador, cerca de 1,8% da popula-
cao geral estd infectada, sendo considerada a cidade brasileira com a maior prevaléncia da
infeccao®™. Apesar da infeccéo pelo HTLV-1 estar associada 8 HAM/TSP, & ATLL, a outras
doencas infecciosas e inflamatdrias e a maioria destas patologias ndo apresentarem cura ou
algum tratamento especifico, a infecgdo pelo HTLV-1 é considerada negligenciada®.

Os individuos infectados pelo HTLV-1 apresentam proliferacdo celular espontanea e
niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias maiores que individuos ndo infectados®, apre-
sentam maiores niveis de interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) e
IL-6 (interleucina 6) e reducdo de niveis de IL-4 quando comparados aos individuos ndo por-
tadores de HTLV-1 e a alta carga proviral € um importante marcador bioldgico para o desen-
volvimento das manifestac@es clinicas associadas ao virus na HAM/TSP e ATLL®.

O tratamento da ATLL é a quimioterapia convencional associada a antirretrovirais e
ndo apresenta boa resposta terapéutica. O tratamento da infeccdo pelo HTLV-1 é indicado
guando ocorre sintomas associados a infeccdo. Pacientes com doencas inflamatdrias, especi-
almente, HAM/TSP, normalmente fazem uso de corticosterdides como prednisolona e IFN-
o™ | porém devido a toxicidade e os efeitos colaterais causados pelo uso destas terapias, ha a
necessidade da procura de novos agentes farmacoldgicos para o tratamento sintomatico desta

doenca.
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Os derivados de N-acilhidrazonas (NAHS) representam uma classe de compostos ca-
racterizados por uma estrutura do tipo RIR2C=NNHCOR, usada como modelo para derivar
drogas multi-alvo. Eles receberam consideravel atencdo devido a sua importancia bioldgica na
quimica medicinal, por exibirem amplo espectro de efeitos bioldgicos incluindo inibicdo de
fosfodiesterase 4 (PDE-4) e atividades anti-inflamatdrias, antitumoral, antiviral, antioxidante,
antiparasitéria e antiplaquetarias ‘%2,

O LASSBIi0-1386 é um derivado de N-acilhidrazona metilado [(E) -N'- (3,4-
dimetoxibenzilideno) — 4 - metoxibenzo-hidrazida (LASSBIi0-1386)], foi sintetizado pelo La-
boratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Brasil. Ele atua reduzindo a resisténcia vascular pulmonar e a pressao do ventriculo
direito, estabilizando a hipertensdo pulmonar e reduzindo a disfuncio endotelial™®. Um estu-
do recente avaliou o efeito deste composto também em macréfagos e em culturas de espleno-
citos de camundongos in vitro na qual a sua adicdo em concentragdes nao toxicas (0,5, 1 e 2
uM) diminuiu a linfoproliferacdo, os niveis de IFN- y, a producdo de IL-2 e induziu o ciclo
celular a permanecer na fase G0/G1%%,

No contexto da infeccdo pelo HTLV-1, com o conhecimento sobre as propriedades
anti-inflamatorias, antiproliferativas e antivirais evidenciadas pelos derivados de NAH, o ob-
jetivo deste estudo é determinar o efeito do composto LASSBIi0-1386 in vitro nas células mo-
nonucleares de sangue periférico (PBMC) de individuos infectados pelo HTLV-1.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Estrutura do HTLV-1

O virus linfotropico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é um retrovirus enve-
lopado que pertence a familia Retroviridae, sub-familia Oncovirinae, género Delta-virus. Este
virus foi descrito em 1980 e primeiramente isolado a partir de uma linhagem de células linfo-
blastoides obtidas de PBMC de um paciente com linfoma cutaneo de células T e foi o primei-
ro retrovirus humano causador de doenca a ser identificado®>*”. O HTLV do tipo 2 foi iso-
lado a partir de células de um paciente com um tipo de leucemia de células pilosas™® e é con-
siderado menos patogénico que o HTLV-1, ndo ¢ associado até 0 momento a nenhuma doenca
linfoproliferativa®. O HTLV do tipo 3 e do tipo 4, foram isolados a partir de amostras de
sangue de moradores de Camardes, na Africa, e ndo estio associados com o desenvolvimento
de doencas nos individuos infectados 9.

A estrutura da particula viral ¢ constituida basicamente por um envelope, uma matriz
proteica e um nucleocapsideo. O envelope constitui o tinico complexo protéico presente na
superficie do virion, consistindo de duas subunidades proteicas glicosiladas: a proteina de
superficie, também referida como gp46, e a proteina transmembrana, denominada gp21 que
ancora a gp46. Estas glicoproteinas sdo geradas a partir da clivagem da proteina precursora do
envelope viral, a qual é codificada pelo gene estrutural env. Como no caso de outros retro-
virus, ocorre associagdo ndo covalente entre a proteina de superficie e a proteina transmem-
brana, de modo que esta tltima ancora a proteina de superficie no envelope da particula vi-
ral®>?®. Seu genoma possui duas fitas de RNA simples envolvidas por um envelope viral. O
gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa (p55), endonucleases e integrases (p32).

As glicoproteinas gp46 e gp21 estdo diretamente associadas ao reconhecimento celu-
lar, ¢ a conseqiiente entrada do virus na célula, fungdes relacionadas a sensibiliza¢do do Sis-
tema imune, ao reconhecimento do receptor na superficie da célula alvo, a fusdo entre mem-
branas e a transmissdo célula-célula®*>. A interacdo entre o dominio de ligagéo do receptor,
presente na gp46, e o complexo receptor na superficie da célula hospedeira permite o reco-
nhecimento e a interagdo do virus com a célula hospedeira e, consequentemente, a infeccéo
pelo HTLV-1%9,

Além das proteinas estruturais, 0 genoma do HTLV-1 contém uma regido génica adi-
cional, chamada pX, que inclui 4 matrizes abertas de leitura, parcialmente sobrepostas, res-

ponsavel por codificar as proteinas regulatorias virais Tax, Rex e HBZ (HTLV-1 basic Zip
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factor), e as proteinas acessorias p12, p13, p30. Apesar de Tax ser vista como o principal fator
oncogénico das celulas infectadas, a sua expressdo € consideravelmente reduzida, ao passo
que a HBZ é expressa de maneira ampla e constante nas células de ATLL®®).

A Tax modula a sintese e a funcéo de diversas proteinas regulatorias da célula infecta-
da e atua como um transativador génico viral. Rex atua promovendo a exportacdo de RNA
viral do ndcleo para o citoplasma e controlando o splicing e a degradacdo destes RNAs, man-
tendo o equilibrio necesséario para a producdo viral. A proteina acesséria p12 apresenta um
importante papel na infecgdo viral de PBMCs quiescentes in vivo. J& a proteina p30 atua na
ativacdo de diversos genes nas células infectadas pelo HTLV-1, na replicag&o viral e na ma-
nutencdo da carga proviral na infeccao®).

A HBZ atua induzindo a proliferacdo das células infectadas pelo virus e inibe a apop-
tose, colaborando na imortalizagdo, manutencdo e multiplicacdo das células de ATLL®" inibe
a expresséo viral e dificulta o reconhecimento imunolégico®®. O TNF e IL-1, sdo duas impor-
tantes citocinas pro-inflamatdrias, sdo tanto ativadores quanto alvos transcricionais de NF-
kB®Y,

2.2 Transmissao

A transmiss@o do virus ocorre por diversas formas: sexual, transfusdo sanguinea, he-
moderivados, compartilhamento de seringas/agulhas contaminadas, transmissdo de mae para
filho associado com aleitamento materno. A transmissao vertical (de mée para filho) tem sido
considerada a rota predominante em areas endémicas e a soroprevaléncia aumenta com a ida-

de, especialmente entre as mulheres 233,

2.3 Proliferacéo Celular Espontanea

O HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4", também os linfocitos T CD8*
e as células dendriticas. As celulas dendriticas sdo células apresentadoras de antigenos e tem a
capacidade de estimular linfécitos T CD4" e CD8". Ha dois possiveis modelos de persisténcia
do HTLV-1. Ambos os modelos permitem um grau de expresséo viral e, em ambos 0s casos,
0 HTLV-1 se propaga principalmente pela divisdo mitotica. No primeiro modelo, ocorre ex-
pansao clonal passiva de células infectadas, pois permite que as células infectadas escapem da
vigilancia imunoldgica. No segundo modelo, a expressao viral é essencial para a persisténcia,

porque leva a divisdo celular infectada. Ha varios mecanismos pelos quais as proteinas virais
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Tax e pl12 aumentariam a diviséo da celula infectada, causando desregulacdo de pontos de
verificacdo do ciclo celular e reducdo no limiar de ativacdo de células T. A proliferagdo tam-
bém pode ocorrer via receptor de superficie celular GLUT-1 (transportador de glicose 1)
quando a particula viral se liga a superficie da célula pela interacdo de glicoproteinas do enve-
lope viral penetrando na célula liberando seu contetido. Os individuos infectados pelo HTLV-
| tem uma porcentagem aumentada de linfocitos T CD4 + ativados (CD4 + HLA-DR +), o
que sugere que a ativacdo de células T CD4 + pode ser um evento precoce para iniciar e pro-
pagar a resposta inflamatoria desencadeada pelo HTLV-I. As células CD4 + ativadas podem
ser uma fonte importante de IL-2 para proliferacdo e para o aumento de citocinas pro-
inflamatorias relevantes para iniciar a resposta inflamatdria desencadeada pelo HTLV-I. A
ativacdo das células T CD8 +, diferente das células T CD4 +, € um evento tardio na infeccao
crénica pelo HTLV-I. A infeccdo pelo HTLV-I pode estar latente em muitas células T e, por-
tanto, indetectavel pelo sistema imunoldgico, o aparecimento de altos niveis de células T CD8
+ ativadas € um evento tardio, um fato que também é consistente com o distirbio neurolégico
lentamente progressivo denominado HAM / TSP. Tem sido sugerido que as células CD8 +
poderiam auto-reagir com antigenos homdlogos compartilhados entre o virus e as estruturas
da célula hospedeira, e que essa acdo facilitaria os principais eventos imunoldgicos na
HAM/TSP, uma vez que as células T CD8 + ativadas estdo acumuladas no sangue periférico e
liquido cefaloraquidiano enfatizando que este subconjunto de células estdo intimamente liga-
dos a eventos definitivos da doenca. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias / regulaté-
rias, como IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 também foram observados em individuos
infectados 4437,

Com relagdo a ATLL, considera-se que a proteina Tax viral desempenha um papel
central no processo, afeta a funcdo de varias outras proteinas reguladoras por interacdo direta
proteina-proteina. As células T infectadas evoluem em replicacdo continua, ocorre descontro-
le no ciclo celular e na apoptose e 0 acimulo de mutagdes que podem contribuir para o pro-
cesso leucemogénico. Demonstrou-se que esta imortalizacdo resulta da estimulagdo induzida
por Tax das ciclinas CDK4 e CDK®6. Suprime a apoptose pelo aumento de Bcl-2 e atua no
mecanismo de proliferacdo de linfocitos pela producgéo de fatores de crescimento, como IL-2
e seu receptor®®. A proteina HBZ foi detectada ndo apenas em células ATLL, mas também
em células T de portadores assintomaticos, esta correlacionada com a carga de provirus, induz
a proliferacdo de células T infectadas pelo HTLV-1 e o aumento de células infectadas pelo
HTLV-1 est4 associado a patogénese da HAM / TSP 9.
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2.4 Carga proviral

Uma alta carga proviral em PBMC ocorre em individuos com HAM / TSP, e sua con-
tagem pode ser usada como um marcador biolégico de progressio da doenca®®. E proporci-
onalmente inferior nos individuos assintomaticos, quando comparados com individuos com
HAM/TSP ©3%)_ E considerada baixa quando menos de 1% de PBMC carrega o provirus,
intermediaria quando 1% a 5% de PBMC esta infectado e alta quando mais do que 5% do
PBMC esta infectado pelo virus®®. Na infeccéo pelo HTLV-1, o risco de HAM / TSP aumen-
ta exponencialmente quando a carga proviral excede 1% de PBMC porém esta condicao iso-
lada ndo é suficiente para o desenvolvimento do HAM/TSP.

2.5 Doencas Associadas

Estd bem estabelecido que o HTLV-1 é o agente etiolégico da ATLL, da
HAM/TSP“*D da uveite associada a0 HTLV-1“? e da dermatite infectiva®?. Apesar da
pequena incidéncia descrita para patologias associadas ao HTLV-1, os pacientes infectados
pelo virus podem cursar com diversas doencas de carater inflamatério como a ceratoconjunti-
vite seca®, polimiosite, artrite associada a0 HTLV, pneumonia broncoalveolar e artropa-
tia®®. Além disso, outras manifestacées neurolégicas, como: doenca do neurdnio motor, neu-
ropatia periférica, ataxia cerebelar e disfuncdo cognitiva tém sido igualmente associadas ao
HTLV-1. A associacdo da infeccdo crénica pelo HTLV-1 com o desenvolvimento de doencas
com caracteristicas inflamatdrias e neoplasicas sugere que pode haver algum grau de imunos-
supressdo relacionada a esta infec¢éo, o que explicaria o aumento da morbidade e mortalidade
decorrentes de doencas infecciosas como tuberculose, hanseniase e escabiose severa em indi-
viduos infectados pelo HTLV-1“5%9,

A HAM/TSP é uma sindrome neuroldgica desenvolve-se em até 4% dos individuos in-
fectados. A patologia manifesta-se na faixa etaria de 40-50 anos sendo mais prevalente em
mulheres. O tempo entre a infeccdo primaria e o inicio dos sinais da mielopatia pode variar de
anos a décadas, isso também é explicado pelo dificil diagnostico diferencial com outras neu-
romielopatias. As principais queixas associadas a doenca sdo fraqueza nos membros inferio-
res, lombalgia, alteragdes sexuais, sintomas de nocturia, incontinéncia urinaria e disfuncédo
sexual. Pode evoluir para espasticidade e/ou hiperreflexia®. E uma neuropatia cronica que
apresenta lesdo inflamatoria e desmielinizante dos neurdnios motores causando perda pro-

gressiva da funcdo motora em membros inferiores, podendo levar os individuos acometidos a
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incapacidade motora permanente, constituindo um problema de satde publica. Até o presente
momento, 0 mecanismo da imunopatogenicidade da doenca ndo foi elucidado, mas existem
hipdteses para explicar a lesdo medular. O dano neurolégico poderia ocorrer por:

a) dano colateral: ha uma resposta imune antiviral na qual os linfécitos T citotdxicos
(CTLs) especificos contra 0 HTLV-1 e linfocitos T CD4" infectados atravessam a barreira
hematoencefélica e produzem uma resposta inflamatdria liberando citocinas que destroem
as celulas gliais;

b) citotoxicidade direta: ocorre pelo reconhecimento de células infectadas que atra-
vessam a barreira hemato-encefalica e destroem as células infectadas por meio de ativida-
de citotoxica direta ou pela liberacéo de citocinas pré-inflamatérias como interferon-alfa e
fator de necrose tumoral alfa.

c) autoimunidade: ocorre a destruicdo das células da glia por mediadores liberados
pelos CTLs que induziriam o sistema imunoldgico a destruirem os gliocitos por “confundi-
rem" essas células com as infectadas pelo HTLV-1. A eficiéncia dos CTLs esta relaciona-
da inversamente com o risco de doencas inflamatdrias associadas a infeccdo, como a
HAM/TSP (04D,

A ATLL é uma doenca linfoproliferativa agressiva, a incidéncia em individuos infec-
tados é estimada entre 1 a 5% nas areas endémicas ©>*®. E dividida clinicamente nas formas:
aguda, linfomatosa, crénica, smoldering e a forma tumoral priméria de pele. Acomete princi-
palmente apds a quinta década de vida. A forma aguda da ATLL esta associada a uma elevada

mortalidade.

2.6 Tratamento

A indicacdo de tratamento do HTLV-1 aplica-se aos sintomaticos. No tratamento da
ATL a quimioterapia, com a Zidovudina associada ao IFN-a e o transplante hematopoiético
de células tronco tem mostrado alguns resultados. Com relacdo a HAM/TSP, ainda ndo ha um
tratamento que impeca a evolucdo da doenca Atualmente ha diferentes terapéuticas disponi-
veis para tratar os sintomas dos pacientes com HAM/TSP, dentre os quais se destacam as dro-
gas imunomoduladoras, corticosteroides visando reduzir a incapacidade e melhorar a qualida-
de de vida dos pacientes acometidos. Porém, ainda ndo ha consenso sobre qual seria a melhor
intervencdo e, quando indicada, qual o melhor imunomodulador para o tratamento da
HAM/TSP ®**)_ 0 tratamento visa diminuir o processo inflamatério e aliviar os sinais e sin-

tomas de espasticidade, dor, bexiga neurogénica entre outros. A dificuldade no desenvolvi-
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mento de protocolos de tratamento da HAM/TSP ocorre também porque a maioria dos paci-
entes sdo provenientes de paises em desenvolvimento, devido o longo periodo de laténcia,
evolucdo insidiosa da doenca e ao custo elevado dos estudos.

Estudos com drogas apresentam respostas limitadas, dentre estas destaca-se 0 uso do
acido valproico, um inibidor da lisina desacetilase que modula a condensacéo da cromatina e
altera o padrdo de expressao génica, modulando a carga proviral e aumentando a apoptose nas
células infectadas®®. O Fucoidan, um polissacarideo sulfatado complexo, derivado de algas
marinhas, induzindo a reducdo da carga proviral nos individuos com HAM/TSP®®. Estudos in
vitro com produtos naturais como Fisalina F (extrato brutos de folhas de Witheringia solana-
ce) também tem sido estudado devido suas propriedades de inibi¢do da via NF-kB e de pro-
ducdo de mediadores anti-inflamatérios in vitro®”. Estudos prévios com compostos quinoli-
nicos que foram capazes de inibir em mais de 80% da proliferacdo espontanea in vitro dos
linfécitos de individuos infectados pelo HTLV-1®Y. A alta carga proviral esta relacionada
com piora dos sintomas associados a0 HAM/TSP®?%). Diante do cenario de poucas drogas
com respostas ainda limitadas, estudos sdo necessarios com novas drogas para elucidar os
mecanismos de farmacos que atuem na inibicdo de proliferacdo de linfocitos induzidos pelo

virus, reduzindo a resposta inflamatdria e os sintomas associados.
2.7 Hidrazonas e seus derivados

As hidrazonas sdo uma classe especial de compostos organicos sintéticos que exibem
uma ampla variedade de efeitos biologicos, dentre eles, destaca-se a atividade anti-
inflamat6ria®®. Deste modo, constituem um composto versétil, com estrutura bésica (Figura
1), na qual os centros ativos, carbono e nitrogénio, sdo 0s principais responsaveis pelas pro-
priedades fisicas e quimicas das hidrazonas e, devido a reatividade eletrofilica e nucleofilica,
as hidrazonas séo usadas para a sintese de compostos organicos, como compostos heterocicli-

cos®”,
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R! R?
R'= 4-OH, 4-F, 4-Cl, 4-Br, NO,, etc.
R?= H, 4-NO,, 2-CF5, 4-CF3, 4-OCH etc.

Figura 1 - Estrutura geral de hidrazonas
Fonte: Adaptado de TOROK et al., Bioquimica, 2013 ©®.

A formacdo de uma hidrazona passa pela condensacdo quimioseletiva de aldeidos ou
cetonas com hidrazinas, seguida por eliminacdo de uma molécula de agua. Quando essa hi-

drazina é uma hidrazida o composto formado é uma acilhidrazona (Figura 2)®©®.

1) RC=0 + HNNHR === RC=NNHR' + H_O

2) RLC=0 + HNNHC(OR === R,C=NNHC(OR' + H0

Figura 2 - Reacdo geral de formacdo de uma hidrazona (1) e reacdo geral de formacao de

uma acilhidrazona (2)
Fonte: Adaptado de Santos, Instituto de Tecnologia em Farmacos, 2017.

A NAH é uma estrutura modelo para derivacdo de multiplas drogas, caracterizada por
apresentar uma estrutura do tipo RIR2C=NNHCOR"?. E considerada uma estrutura privile-
giada por ser a unidade base para a concepcdo de novos compostos analgésicos e anti-
inflamatorios. Um exemplo dessa atuacao € que a subunidade NAH é um farmacoforo chave
para ligacéo e inibicdo de cicloxigenase (COX). Essa inibicdo esta associada com o alivio
da dor e inflamac&o'®, demostrando potencial anti-inflamatério dessa molécula. Dois meca-
nismos principais foram propostos para explicar como ocorre o reconhecimento pela COX: o
primeiro mecanismo envolve a acidez relativa da fracdo hidrogénio amida em NAH; o segun-

do mecanismo envolve a capacidade da estrutura de estabilizar os radicais livres que estdo
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estruturalmente relacionados com hidrogénio do grupo fenil em acidos graxos, como o acido
araquidonicol™.

Nos ultimos anos, ha muitos relatos na literatura sobre a sintese dos derivados de hi-
drazona, tendo em vista que esses compostos possuem propriedades bioldgicas e farmacoldgi-
cas diversas’®. Lacerda e colaboradores'’® descreveram o desenho e sintese de novos deriva-
dos de NAH, mostrando que essas moléculas possuem efeitos inibitorios na producéo de
TNF- «, tanto in vitro como in vivo. No mesmo estudo, foi observado a inibi¢do dos niveis in
vivo de IL-1B e IFN-y, indicando que esses compostos podem atuar como bloqueadores da
cascata de fatores de transcricdo responsaveis pela sinalizacdo da biossintese dessas citocinas
pré-inflamatorias, além de possuirem uma baixa citotoxicicidade. Os derivados de NAH apre-
sentam efeitos que variam desde analgésicos, anti-inflamatdrios, antiplaquetarios, antitumoral,
antiviral e atividades vasoativas®. O composto LASSBi0-294 foi desenvolvido como uma
possivel droga para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, uma vez que este demonstrou ati-
vidade inotropica positiva e moderada vasodilatacdo em varios modelos in vitro e in vivo. O
LASSBI0-1735 mostrou perfil anticancer em linhagem de células de leucemia promielocitica.
O LASSBIi0-897 e 0 LASSBi0-1289 apresentam atividade vasodilatadora™® . O LASSBio
1524 inibe a Kappa Beta Kinase que ativa a via fator nuclear Kappa B (NF-KB). LASSBIo
1760, 1763 e 1764 apresentam potencial anti-inflamatério atuando através da inibicdo de
TNF-alfa, oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio™®; também hé alguns derivados com
acdo antiparasitaria ™ e dentre outros derivados 0 LASSBio-1386.

O LASSBI0-1386 € um derivado NAH metilado [(E) -N'- (3,4-dimetoxibenzilideno) -
4-metoxibenzo-hidrazida (LASSBi0-1386)], sintetizado pelo Laboratdrio de Avaliacdo e Sin-
tese de Substancias Bioativas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. Ele atua mo-
dulando a resisténcia vascular pulmonar causando sua diminuicdo, reduz a pressdo do ventri-
culo direito estabilizando a hipertensdo pulmonar e reduz a disfuncdo endotelial 2. Um es-
tudo recente avaliou o seu efeito também em macr6fagos e em culturas de esplendcitos de
camundongos in vitro na qual a sua adi¢cdo em concentra¢@es nao toxicas (0,5, 1 e 2 uM) di-
minuiu a linfoproliferacdo, os niveis de IFN-y, a producdo de IL-2 e induziu o ciclo celular a

permanecer na fase G0/G1%.
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LASSBio-1386

Figura 3 - LASSBIio-1386
Fonte: Adaptado de Guimardes et al. 2018

O estudo de Guimarées e colaboradores“® foi o primeiro estudo que demonstrou a
atividade imunomoduladora do composto LASSBi0-1386, atividade imunossupressora e de
inibicdo da proliferacdo de linfdcitos, diminuindo a producdo de citocinas envolvidas na proli-
feracdo e ativacdo de linfdcitos, como IL-2, IFNy, reduzindo os nivéis de PDE-4 e de TNF-
alfa e modulando a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, com o potencial de ser uma droga
promissora Gtil no tratamento de doencas inflamatorias e imunomediadas.

Os avancos nos estudos farmacoldgicos para a elucidagdo dos mecanismos pelos quais
os derivados de hidrazonas e acilhidrazonas modulam o sistema inflamatério ainda precisam
ser alcancados, no entanto, eles ja demostram ser bons candidatos a farmacos anti-
inflamatorios no tratamento de doengas inflamatdrias cronicas. Como sabemos as concentra-
cOes elevadas de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, TNF-alfa, IFN-y, IL-6, IL-10 e IL-
15, entre outras, tém sido relatadas tanto em pacientes com HAM/TSP, quanto em individuos
assintomaticos. Neste contexto com a acdo anti-inflamatdria e antiproliferativa o LASSBIo-
1386 em individuos portadores de HTLV-1 sintomaticos pode ser uma droga promissora, uma
vez que ha até o momento poucas terapias disponiveis efetivas e a maioria com efeitos adver-
s0s importantes, como € visto por exemplo com o uso de corticosterdides e imunossupresso-

res.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito do composto LASSBi0-1386, em PBMC de individuos infectados
pelo HTLV-1 (HAM/TSP e Assintomatico).

3.2 Especificos

1. Determinar a IC50 (concentracao que € necessaria para 50% de inibicdo in vitro) do
composto LASSBio-1386

2. Avaliar o efeito antiproliferativo do composto LASSBi0-1386 em linfdcitos de in-
dividuos infectados pelo HTLV-1.

3. Avaliar o efeito do composto LASSBIi0-1386 sobre o ciclo celular e apoptose em
linfocitos de individuos infectados pelo HTLV-1.

4. Quantificar a carga proviral do HTLV-1 em linfdcitos tratados com o composto
LASSBIi0-1386.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo experimental realizado com o intuito de avaliar o efeito inibito-
rio do composto LASSBIi0-1386 na PBMC de individuos infectados pelo HTLV-1.

4.2 Selecéo da populacéo

Foram selecionados 6 individuos ndo infectados pelo HTLV-1, 7 individuos infectados
pelo HTLV-1 com diagnéstico de HAM/TSP e 5 individuos infectados pelo HTLV-1 assin-
tomaticos, maiores de 18 anos, atendidos no Centro de HTLV da EBMSP situada na cidade

de Salvador, BA, sendo uma populacdo composta tanto de homens quanto de mulheres.

4.2.1 Critérios de inclusédo

Individuos portadores de HTLV-1 assintomaticos e com HAM/TSP que foram diag-
nosticados segundo os critérios da avaliagdo neuroldgica para diagnéstico do HAM/TSP da
Organizacdo Mundial da Saude, que aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2.2 Critérios de excluséo

Individuos com o diagnéstico de HAM/TSP comprovado, que estavam fazendo uso de
medicamentos imunomoduladores ou corticoesterdides, portadores de sorologias positivas

para outras infecgdes (Hepatites, HIV).

4.3 Consideracdes éticas

O presente estudo, em consonancia com a resolucéo n°® 466, de dezembro de 2012, do
Conselho Nacional de Saude, que incorpora, sob a 6tica do individuo e das coletividades, re-
ferenciais da bioética, tais como, autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia, justica e equida-
de, dentre outros, e visa a assegurar os direitos e deveres que dizem respeito aos participantes
do estudo, a comunidade cientifica e ao Estado, comprometeu-se a respeitar os principios éti-

cos estabelecidos, bem como os limites determinados, buscando Unica e exclusivamente atra-
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vés da producdo cientifica avaliar o efeito inibitério do composto LASSBi0-1386 na prolife-
racdo de celulas de individuos infectados pelo HTLV-1. O estudo iniciou apenas ap0s a apre-
ciacdo e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIO-
CRUZ - CAAE: 19243713.0.0000.0040). Ap0s a aprovacdo, a autorizacao da participacdo do
paciente se deu via assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os pa-
cientes serdo informados sobre os riscos e beneficios da pesquisa. Foram garantidos o sigilo e
a possibilidade de se retirar do estudo a qualquer momento. A identidade dos participantes foi

preservada.

4.4 Coleta de sangue dos individuos avaliados, obtenc¢éo de linfoblastos e cultura celular

Foram coletados 10 mL de sangue total em tubos de coleta contendo o anticoagulante
heparina. Apo6s a coleta, as PBMC foram obtidas por gradiente de Ficoll (GE Healthcare).
Para isso, o sangue foi diluido em duas partes de PBS 1x (estéril), homogeneizado cuidado-
samente e depois transferido delicadamente para um tubo Falcon contendo 1/3 do volume do
sangue diluido em PBS 1x de Ficoll. O sangue diluido foi centrifugado por 28 minutos a 1800
rpm. Ao final do ciclo de centrifugacdo, o anel leucocitério foi coletado e as células foram
lavadas por trés vezes com PBS 1x. Para obtencéo de linfoblastos nos experimentos controles,
PBMC de individuos ndo infectados pelo HTLV-1 foram cultivados na presenca de fitohema-
glutinina (PHA) em meio RPMI 1640 e suplementadas com 1 ui/ml de IL-2 no terceiro dia.
As PBMC dos individuos infectados pelo HTLV-1 e linfoblastos de individuos controles fo-
ram cultivados em meio RPMI 1640, suplementado com 2mM glutamina (Sigma), 100ug/ml
penicilina (Sigma), 100ug/ml estreptomicina (Sigma) e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB,
Hyclone, Logan Utah) em placa de 96 pocos na presenca e auséncia de LASSBIi0-1386 nas

concentracgdes (0,5, 1 e 2uM) em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 48 horas.

4.5 Determinacdo do IC50 (concentracdo inibitéria de 50%b)

A IC 50 é a concentragdo necessaria do composto para inibir 50% da proliferacéo in
vitro. Para determinar o IC50 de LASSBIi0-1386, os linfoblastos controles e as PBMC dos
individuos infectados pelo HTLV-1 foram incubados na presenca de concentragdes seriadas
do composto (1,56; 3,125; 6,25; 12 e 25 uM /ml) em quadruplicata em placa de 96 pogos, a

37°C e com 5% de CO,. Apds 48h de cultura, as células foram incubadas com 1 uCi de timi-
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dina tritiada por 18h, e medida com liquido de cintilacdo em contador de radiacdo beta (B-
matrix 9600, Packard). Os resultados foram apresentados em contagem por minuto (cpm).
Utilizamos como controles positivos de citotoxidade e imunomodulacdo os compostos

Violeta de genciana e Dexametasona na concentracdo de 0 a 25 uM/ml.

4.6 Inibicgéo de Proliferacao Celular

Baseado no valor da IC50 de 1 uM, utilizamos metade (0,5 uM) e o dobro (2 uM) do
seu valor como referéncia para as concentragfes utilizadas no experimento de inibicdo de
proliferacdo celular. Os linfocitos dos individuos infectados pelo HTLV-1(assintomaticos e
com HAM/ TSP) foram cultivados na presenca do composto LASSBi0-1386 (0.5uM, 1uM e
2UM) por 48 horas, com adi¢do de 1uCi de Timidina tritiada nas ultimas 18 horas de cultura.
Dexametasona (1puM) e Violeta Genciana (1uM) foram utilizados como controles. Apds esse
periodo, a placa de cultura foi armazenada a — 80°C até 0 momento da contagem no leitor.

4.7 Ciclo Celular

PBMCs de individuos infectados (assintomatico e com HAM/TSP) e ndo infectados
pelo HTLV-1 foram cultivadas em meio RPMI em tubo FACS, na presenca e na auséncia de
LASSBI0-1386 (0.5uM, 1uM e 2uM) por 48h a 37°C com 5% de CO, em estufa. Posterior-
mente, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solucdo PBS-1x (tampéo fos-
fato-salino) e incubadas em uma solucgdo de PBS 1x- 0,1 % de triton X-100 e 2 ug/mL de io-
deto de propideo, na auséncia de luz por 30 minutos a 37°C. As células foram adquiridas em
citbmetro de fluxo FACS Fortessa (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA) e analisa-

das através do software FlowJo (Treestar, Oregon, USA).

4.8 Apoptose e Necrose

PBMCs de individuos infectados pelo HTLV-1 (assintométicos e com HAM/TSP) fo-
ram cultivadas em meio RPMI em tubo FACS, na presenca e na auséncia de LASSBi0-1386
(0.5uM, 1uM e 2uM) por 48h a 37°C com 5% de CO, em estufa. Apds o tempo de incubagéo
as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com solucdo de PBS 1x e incubadas em
100ul da solugdo tampéo 1x e 5 ul de anexina V-FITC e de iodeto de propidio, na auséncia de

luz por 15 minutos em temperatura ambiente. As células foram adquiridas em citdometro de
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fluxo FACS Fortessa (Becton Dickinson 15 Biosciences, San José, CA) e analisadas através

do software FlowJo (Treestar, Oregon, USA).
4.9 Quantificacdo da carga proviral do HTLV-1

O DNA das amostras provenientes dos individuos infectados pelo HTLV-1 foi extrai-
do utilizando o Kit de extracdo (QIAGEN). A carga proviral do HTLV-1 foi mensurada por
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real, através do sistema TagMan da Applied
Biosystems Brasil, como descrito em DEHEE e colaboradores, 2002. Foram utilizados 0s
primers SK110/SK111 para amplificar um fragmento de 186 pb da regido pol. A sonda
TagMan (5’FAM and 3° TAMRA) utilizada para a sequéncia de referéncia do HTLV-1
(HTLVATK), localizada no fragmento 4829-4858 pb. O DNA da albumina foi quantificado
em paralelo como controle interno. A quantidade de provirus foi calculada utilizando a se-
guinte formula: CPV= nimero de cépias do HTLV-1 (gene pol) x 10%nimero de cépias de
albumina/2.

4.9.1 Anélises dos dados

As variaveis foram descritas como porcentagem, médias e desvio padrdo. Os progra-
mas Graphpad Prism e Flowjo foram utilizados para as analises. A proliferacdo celular foi
calculada considerando a média da quadruplicata das cpm. O valor da IC50 foi determinada
com base na porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular e seu célculo foi efetuado utili-
zando-se regressdo nao-linear no programa Graphpad Prism versdo 5.01.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagdo da ICsy (Concentragdo inibitoria de 50%) de LASSBIi0-1386 em
PBMC de individuos ndo-infectados pelo HTLV-1

Inicialmente, foram testadas concentracdes seriadas do composto LASSBi0-1386 (1,5
a 25 uM) para determinar a concentracdo inibitéria do composto que reduz a proliferacdo ce-
lular em 50% (IC50) in vitro utilizando linfoblastos de 4 individuos saudaveis ndo-infectados
pelo HTLV-1. Para determinar o IC50 foi realizado um novo experimento em linfoblastos de
um individuo ndo-infectado pelo HTLV-1 com dilui¢Bes menores, nas concentra¢cdes do com-
posto LASSBi0-1386 de 0,15 a 10 pM e utilizada a Dexametasona (10 pM) como controle
positivo. Apos esse novo experimento a 1Csy foi determinada em 1 uM. A Dexametasona (25
M) foi utilizada como controle interno positivo. A concentracdo de 6,25uM do composto foi

capaz de inibir a proliferacdo de linfoblastos em torno de 50%.

5.2 Inibicdo da proliferacdo celular em individuos infectados pelo HTLV-1 assintomati-
cos e com HAM/ TSP

Foram realizados 0s experimentos para avaliar a inibicdo de proliferacdo com a con-
centracdo de LASSBIi0-1386 de (0,5 uM, 1uM e 2uM) em PBMC de individuos infectados
pelo HTLV-1 assintomaticos (n=4) e com HAM/ TSP (n=5).

A porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular de linfocitos de individuos com
HAM/TSP aumentou de acordo com o aumento da concentracdo de LASSBIi0-1386 utilizada
sendo a inibicdo observada na concentracdo de 1 uM de 71,6%. A porcentagem de inibicdo da
proliferacdo linfocitaria de individuos assintomaticos apresentou maior variabilidade nas dife-
rentes concentragdes de LASSBi0-1386, apresentando maior inibicdo de proliferagdo com 1

uM do composto que foi de 32% (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de inibicéo de proliferacdo de linfocitos. Experimentos realizados em
células de individuos HTLV-1 assintomaticos (n= 4) ASS e HAM-TSP (n=5) na presenca de
LASSBI0-1386 (0,5, 1 e 2uM) e DEXA = dexametasona. Grupo ASS - 0,5uM, 1uM, 2uM
(8,3%, 32%, 20%) e Grupo HAM/TSP — 0,5uM, 1uM, 2uM (72%, 83,4%, 83,4%,).

5.3 Analise do ciclo celular dos individuos HTLV-1 e Assintomaticos e HAM/TSP

Foi observada uma maior frequéncia de células na fase do G1 do ciclo celular em to-

dos os grupos de individuos nas diferentes concentracdes de LASSBi0-1386 (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito do LASSBIi0-1386 sobre o ciclo celular. Os experimentos foram realizados
com células de saudaveis (individuos ndo infectados) (n= 6), HTLV-1 ASS (n=5) e com
HAM/TSP (n= 4). Valores representam porcentagem de linfocitos nas fases do ciclo celular
G1/G0/ S/ G2-M na presenca de LASSBIi0-1386 nas diferentes concentragdes (0,5; 1 e 2 uM)
e no meio (controle).

No grupo de individuos nédo infectados a porcentagem de linfocitos em G1 no experi-
mento controle foi de 60,6% e com LASSBIi0-1386 2uM (59,7%), 1uM (61,3%) e 0,5uM
(64,4%) No grupo de assintomaticos em G1 foram no experimento controle (76,3%), e com
LASSBI0-1386 2uM (69,1%), 1uM (71,3%), e 2uM (76%). Com HAM/TSP em G1 no expe-
rimento controle (69.6%), e com LASSBIi0-1386 2uM (69,5%), 1uM (64,2%), e 0,5uM
(67%). Nos experimentos realizados com linfécitos de individuos infectados pelo HTLV-1 ha
uma menor frequéncia de células na fase do ciclo celular GO e aumento na fase G1 e G2-M
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Ciclo celular. Valores representam a média e o desvio padréo para individuos ndo
infectados (n=6), HTLV-1 assintomaticos (n=5) e com HAM/TSP (n=4) nas fases do ciclo

celular G1/G0/S/G2-M na presenca de LASSBIi0-1386 nas diferentes concentracdes (0,5, 1 e
2uM) e no meio (controle).

Ciclo Celular

Linfocitos (%)

FASES
DO LASSBIi0-1386
CICLO
Meio 0,5 uM 1,0 uM 2 uM
INDIVIDUOS GO 34,8 34,6 33,5 34,9
NAO-INFECTADOS (+10,3) (+11,4) (+10) (#9,4)
(n=6)
G1 60,6 64,4 61,3 59,7
(+8,6) (¥15,2) (¥8,9) (+8,4)
S 0,8 0,7 0,6 0,5
(x0,5) (%0,2) (20,2) (x0,1)
G2-M 3,7 4,5 44 4,7
(x2,1) (#3,3) (£2,6) (£3)
HAM/TSP GO 24,7 26 28,6 24,7
(n=4) (+22,9) (+20) (¥24,4) (+18,4)
G1 69,6 67 64,2 69,5
(+20,9) (+17,6) (#22,2) (+15,6)
S 0,6 0,77 0,6 0,6
(%0,2) (%0,3) (*0,4) (x0,5)
G2-M 5,1 6,25 6,3 4,9
(*x2,7) (*x2,7) (£3,6) (4,2)
ASSINTOMATICOS GO 14,8 19,0 18,5 19,9
(n=5) (¥13,2) (+14,6) (12,9 (+16)
G1 76,3 76,0 71,3 69,1
(¥12.3) (#9,6) (¥13,6) (+16)
S 0,5 0,8 1,2 1,2
(#0,1) (20,2) (+0,5) (x0,9)
G2-M 7.9 8,7 9,0 9,6

(x2.8) (x2,4) (£2,2) (+1,8)
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5.4 Apoptose e Necrose

O grupo de individuos com HTLV-1 assintomaticos apresentou a porcentagem de
PBMC em apoptose e necrose respectivamente para o controle (9,1%) e LASSBi0-1386 com
0,5uM (8,9%); 1uM (8,8%) e 2uM (8,1%). O grupo de individuos com HAM/TSP apresentou
a porcentagem de PBMC em apoptose e necrose respectivamente para controle (10,8%), e
LASSBIo 1386 com 0,5uM (8%); 1uM (7,7%, 0,3%) e 2uM (6,5%).

Quanto a porcentagem de PBMC na presenca e auséncia do composto, ndo houve dife-

renca significativa quanto aos resultados de experimentos de apoptose e necrose (Figura 6).
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Figura 6 - Porcentagem de PBMC em apoptose e necrose. Experimentos realizados na pre-
senca de LASSBIi0-1386 e na auséncia do composto (Meio). Individuos assintomaticos(n=4) e
com HAM/TSP (n=5).

5.5 Carga proviral

A carga proviral foi analisada em individuos assintomaticos e individuos com HAM/
TSP na auséncia e na presenga de LASSBIi0-1386 nas concentracdo de 1uM. Houve reducao
da carga proviral nas células dos individuos com HAM/TSP de 67% e nas células dos indi-

vi7duos HTLV-1 assintomaticos de 43,4% na presenca do composto (Figura 7).



34

Carga Proviral HAM/TSP Carga Proviral ASS
200000~ 200000-

150000

150000

100000 1000004

50000- I 50000

CPV/1.10%células
CPV/1.10%células

N —

T
LASSBio 1386 MEIO LASSBio 1386

0-

Figura 7 - Carga proviral. Experimentos realizados na presenga de LASSBi0-1386(1uM) e na
auséncia do composto (meio). Individuos assintomaticos (n=5) e com HAM/TSP (n=7).
CPV= carga proviral. HAM= HAM/TSP, ASS= assintomatico



35

6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o efeito do composto LASSBi0-1386, derivado da NH,
sobre a inibicdo da proliferacdo linfocitaria in vitro e reducao da carga proviral em células de
individuos infectados pelo HTLV-1.

Neste estudo ocorreu maior inibicdo de proliferacdo de linfocitos nos pacientes com
HAM/TSP quando comparado com os individuos com HTLV-1 assintomaticos. As células de
individuos com HAM/TSP apresentam maior intensidade de proliferacdo espontanea de linfo-
citos quando comparado individuos com HTLV-1 assintométicost’". Esta maior taxa de proli-
feracdo esponténea de linfocitos pode justificar a presenca de uma maior inibigdo de prolife-
racdo de linfocitos encontrada nos experimentos realizados nas células dos individuos com
HAM/TSP. O estudo prévio de Guimardes e colaboradores™® demonstrou que com baixas
doses de LASSBI0-1386, inclusive utilizando a mesma concentracdo que realizamos neste
estudo (0,5, 1 e 2 uM), houve inibicdo da proliferacdo celular de esplendcitos de camundon-
gos in vitro. A proliferacdo espontanea dos linfécitos provocada pela infeccdo do HTLV-1
contribui significante com a patogénese da HAM/TSP, quanto maior proliferacdo espontanea,
maior a destruicdo da medula espinhal podendo levar a sintomas associados como perda de
funcionamento dos membros inferiores e imobilidade. A inibig&o da proliferagdo espontanea
pode retardar a progressao da doenca e pode diminuir a sintomatologia ligada a HAM/TSP.

A carga proviral apresentou importante reducdo na presenca do composto nos indivi-
duos portadores de HTLV-1, com maior expressao de reducdo no grupo com HAM/TSP
quando comparado ao grupo de HTLV-1 assintomaticos. H& varios mecanismos de acdo de
drogas previamente estudadas para o tratamento da doenca sintomética nos portadores de
HTLV-1. Podemos destacar a atividade imunomoduladora e antiproliferativa que ocorre com
0 uso de &cido ascorbico em altas doses, o controle de ciclo celular induzindo apoptose de
células infectadas e supressdo de genes do HTLV-1 que foi descrito com uso do Interferon
combinado com a Zidovudina“®; a modulagdo da carga proviral®® descrita com acido val-
préico. A carga proviral € maior em pacientes HAM / TSP do que em portadores de HTLV-1
assintomaticos e a proliferacdo oligoclonal é maior no HAM / TSP podendo justificar desta
forma uma maior agéo inibitoria de LASSBi0-1386 nas células de individuos com HAM/TSP
quando comparado com células de individuos portadores de HTLV-1 assintomaticos. A redu-
cao da proliferagdo linfocitaria contribui no controle da carga proviral e a reducdo da carga
proviral pode contribuir para a reducdo da patogénese da doenca inflamatéria’”. A acao anti-

viral de derivados NAH foi demonstrada também em estudos prévios onde foram evidencia-
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dos a acdo antiviral sobre o virus da imunodeficiéncia humana, inibindo a atividade da ribo-
nucleotido redutase, outros derivados NAH tambem possuem atividade antiviral sobre os vi-
rus da hepatite A e Herpes simplex virus-1¢%.

No estudo de Guimaraes et al, quanto ao ciclo celular, o LASSBi0-1386 demonstrou
atuar modulando a secrecéo de citocinas como IL-2 e Interferon-y em esplendcitos e macrofa-
gos in vitro, induzindo o ciclo celular a permanecer em GO/G1 nas concentragdes (0,5, 1 e 2
uM)®¥, fato que ndo foi observado em nossos experimentos. Ha outros mecanismos que po-
dem estar associados com a proliferacao celular e que ainda ndo foram estudados com o com-
posto LASSBIi0-1386 como a expressdo de proteinas reguladoras como TAX, HBZ, proteinas
acessorias (p12 e p30) e a inibicdo de citocinas como IL-6, TNF-alfa, IL-10. Importante res-
saltar que quanto ao ciclo celular ha auséncia de dados na literatura sobre a atuacdo do LAS-
SBi0-1386 nas celulas dos individuos com HTLV-1.

Em relacdo a apoptose e necrose ndo foram observadas diferengas nos experimentos
realizados na presenca e auséncia do composto nas células dos individuos portadores de
HTLV-1 ou HAM/TSP.

O LASSBI0-1386 com sua a¢do anti-proliferativa e antiviral, demonstrou que pode ser
uma droga promissora a ser estudada no contexto do tratamento dos individuos sintomaticos
infectados pelo HTLV-1.
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7 LIMITACOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

As principais limitacdes encontradas neste estudo foram: o nimero reduzido de indi-
viduos avaliados. A grande variacdo no tipo celular utilizado nos nossos experimentos em
comparacio ao tipo celular estudado previamente por Guimaraes e colaboradores*”, podendo
justificar a variabilidade dos resultados nos experimentos realizados com células de humanos
in vitro.

As perspectivas deste estudo sdo realizar a dosagem de citocinas como IL-2, IL-10, IL-
15 e TNF- alfa na presenca do composto para determinar o efeito de LASSBi0-1386 na pro-
ducéo destas citocinas nas células dos individuos com HTLV-1. Aumentar o nimero de expe-
rimentos para avaliacdo do ciclo celular em células de individuos com HAM/TSP visando
entender melhor o mecanismo de inibi¢do de proliferacdo linfocitaria e de reducéo da carga

proviral que ocorre na presenca de LASSBi0-1386.
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8 CONCLUSAO

O LASSBI0-1386 tem efeito antiproliferativo sobre os linfocitos de células infectadas

pelo HTLV-1 e promove a reducdo da carga proviral.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Identificacdo, producdo e avaliacdo de farmacos e proteinas recombinantes com potencial
terapéutico e/ou profilatico em HTLV-1, doenca de Chagas e leishmanioses.

Instituicdo: Laboratorio Avangado de Saude Publica (LASP), Centro de Pesquisas Gongalo
Muniz, FIOCRUZ; Rua Waldemar Falcdo, 121 Brotas CEP 40295-001

Pesquisador responsavel:

Dra. Maria Fernanda Rios Grassi CRM 9894

Telefone: 3176 2213

Prezado(a) paciente,

Como voluntério o Sr (a) estd sendo convidado a participar de uma investigacao patro-
cinada pelo Laborat6rio Avancado de Saude Pablica (LASP) com o objetivo de avaliar a acdo
de novas drogas sobre a multiplicacdo das células do sangue em individuos infectados pelo
virus humano de células T (HTLV). A infeccdo pelo HTLV é freqiente no Brasil, particu-
larmente em Salvador-Bahia, onde 2% da populacdo encontra-se infectada. O estudo destas
novas drogas pode contribuir para o tratamento de doengas associadas a infeccdo por este vi-
rus, especialmente leucemia e linfomas, que embora raros sdo de extrema gravidade.

Para que seja possivel realizar esta pesquisa pedimos a doa¢do de uma amostra de sangue que
permitira estudar suas células sanguineas. Essas amostras serdo obtidas no momento em que
exames de sangue forem necessarios para o seu préprio acompanhamento clinico. Aproveita-
remos o pedido de coleta de sangue para o0 exame de rotina, e solicitaremos ao laboratério que
retire um pouco a mais (30 ml ou cerca de 2 colheres de sopa) para esta pesquisa. Assim sen-
do, o nimero de vezes que o0 sangue sera retirado nao sera maior do que o realmente necessa-
rio para 0 acompanhamento de rotina e ndo sera necessario vir ao Centro medico apenas com
0 objetivo de participar da pesquisa.

A coleta de sangue sera realizada por um profissional treinado e ndo envolme muitos riscos,
pode ocorrer uma dor ligeira e um pequeno sangramento no local da picada, ficando o brago
roxo. Esta mancha desaparece dentro de 1 a 2 dias.

A sua participacdo neste estudo é voluntaria e espontanea. A sua assisténcia médica ndo sera
modificada em funcdo da sua aceitacdo ou ndo em participar deste estudo. Também ndo en-
volverd nenhum custo adicional. Caso necessite regressar ao hospital por razfes ligadas ao
estudo, suas despesas com transporte e alimentacéo serdo pagas pelos responsaveis pela pes-
quisa.

Além disso, vocé podera desistir de participar a qualquer momento sem que isto interfira no
tratamento futuro neste hospital. O material obtido de sua amostra de sangue (plasma e célu-
las) sera utilizado apenas neste estudo. Toda a informacdo obtida ou disponibilizada neste
estudo sera considerada como sigilosa de modo a garantir confidencialidade e néo sera divul-
gada sem a sua permisséo.
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Para que outros médicos possam no futuro ampliar seus conhecimentos sobre esta doenca,
gostariamos de mostrar os resultados obtidos neste projeto em congressos (pdster ou apresen-
tacdo oral) e em publicacdes em revistas cientificas.

Por outro lado, nos comprometemos a ndo dizer seu nome e a utilizar os resultados obtidos
apenas com finalidade cientifica.

A equipe de pesquisadores (Dr Bernardo Galvdo, Dra Fernanda Grassi) esta disponivel a
qualquer momento para qualquer esclarecimento no numero 3176-2213.

Caso queira, o Sr (a) podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da Fio-
cruz pelo telefone 3176-2285.

Os pesquisadores se comprometem a informar o CEP caso a pesquisa seja descontinuada.

Eu aceito fazer parte do grupo
de estudo “ldentificacdo, producdo e avaliacdo de farmacos e proteinas recombinantes
com potencial terapéutico e/ou profilatico em HTLV-1, doenca de Chagas e leishmanio-
ses.”

Recebi todas as orientacfes sobre este trabalho. Entendi o propdsito do estudo, e compreendo
que o objetivo deste estudo é uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na infec-
cao causada pelo virus HTLV-1. Sei que este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Humana.

Estou recebendo uma copia deste documento datada e assinada, e ndo estou abdicando de
nenhum dos meus direitos legais.

Salvador, / /

Assinatura;
Assinatura da
Testemunha;

Impresséo datiloscopica



ANEXOS

Anexo A — Parecer Consubstanciado de CEP

CENTRO DE PESQUISAS
GONCALO MONIZ - W "e
FIOCRUZ/BA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ldentificacdo, produc@o e avaliagdo de farmacos e proteinas recombinantes com
potencial terapéutico e/ou profilatico em HTLV-1, doenca de Chagas e leishmanioses.

Pesquisador: Maria Fernanda Rios Grassi

Area Tematica:

Versédo: 4

CAAE: 19243713.0.0000.0040

Instituicao Proponente: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPqGM/ FIOCRUZ/ BA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.011.669
Data da Relatoria: 26/02/2015

Apresentacao do Projeto:

Segundo a proponente, a Organizagdo Mundial da Saude define doeng¢as negligenciadas como "um
conjunto de doengas associadas a situagao de pobreza, as precérias condigées de vida e as iniquidades em
saude". Aproximadamente um bilhdo de pessoas em todo o mundo estariam expostas a estas
doencas,principalmente em paises em desenvolvimento (OMS, 2010). Além da escassez no conhecimento
cientifico,uma das caracteristicas mais marcantes das doencas negligenciadas é o pouco interesse da
industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos farmacos ou de vacinas. Neste contexto, trés
endemias deimportancia para o Brasil, e particularmente para a Bahia, se destacam: a infecgao pelo virus
linfotrépico decélulas T humanas do tipo 1 (HTLV-1), a doenga de Chagas e as Leishmanioses. A HAM/TSP
é uma

doenca rara nos paises industrializados, com exceg¢édo do Japao, e, portanto, atrai pouco interesse da
industria farmacéutica. Uma possivel estratégia para o tratamento de pacientes infectados por HTLV-1 é o
uso de drogas capazes de controlar a proliferacdo de linfécitos induzida pelo virus. Nesse sentido, nosso
grupo de pesquisas tem avaliado compostos com atividade na proliferagdo espontanea de PBMC de
pacientes com HAM/TSP. Recentemente, o grupo identificou quatro novos compostos quinolinicos(BS74,
MDS14, MDS22 e MHM22) capazes de inibir mais de 80% a proliferagdo espontanea em
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CENTRO DE PESQUISAS
GONGCALO MONIZ - Wﬂv
FIOCRUZ/BA

Continuagao do Parecer: 1.011.669

PBMC de individuos infectados pelo HTLV (Grassi, Guimaraes Correa et al. 2008).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Triar candidatos a farmacos, selecionados de acordo com os seguintes critérios: para o HTLV-1 moléculas
com potencial imunomoduladora, antiproliferativa ou anti-inflamatdria, e para T. cruzi e leishmania, inibidores
de quinases e proteases.

Objetivo Secundario:

2.1) Avaliar a citotoxicidade dos farmacos em células mononucleares humanas e murinas;

2.2) Estabelecer protocolos baseados em RPS para avaliar a ligacdo de farmacos as proteinas alvo do
HTLV-1 (Tax, HBZ), T. cruzi (GSK-3, cruzaina) e Leishmania spp (GSK-3, DYRK);

2.3) Determinar o efeito dos farmacos sobre a proliferagéo celular induzida pelo HTLV-1 e sobre T. cruzi e
leishmania;

2.4) Quantificar a carga proviral do HTLV-1 e a taxa de morte celular em células mononucleares humanas
na presenga dos farmacos;

2.5) Quantificar o efeito dos farmacos sobre a producéo de quimiocinas (CXCL9 e CXCL10) e citocinas Th1,
Th2 e Th17 no sobrenadantes de culturas de células mononucleares de individuos infectados pelo HTLV-1;

2.6) Determinar os efeitos dos farmacos na organizacao ultraestrutural das células mononucleares
infectadas pelo HTLV-1 em presenca

dos farmacos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Conforme parecer n° 505.495 de 19/12/2013.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Conforme parecer n° 505.495 de 19/12/2013.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Conforme parecer n°® 505.495 de 19/12/2013. As pendéncias apontadas neste parecer foram atendidas:

1. Esclarecer a origem dos buffy coats. Apresentar carta da instituicao fornecedora/participante:

- Os buffy-cots serao obtidos no HEMOBA. Apresentada carta com o ciente dos termos do trabalho e
concordancia do mesmo.
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Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
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Continuagéao do Parecer: 1.011.669

2. Apresentar carta de concordancia da Instituicao participante.
- A carta de anuéncia do HEMOBA foi anexada

Recomendacoes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovado.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em cumprimento da Res. 466/2012 e Norma Complementar vigente, enviar relatérios semestrais a partir
desta data, e relatério final em até um més apés o término da vigéncia do projeto conforme cronograma
aprovado neste protocolo.

SALVADOR, 06 de Abril de 2015

Assinado por:
Adriana Lanfredi Rangel

(Coordenador)
Endereco: Rua Waldemar Falcao, 121
Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
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Anexo B — Experimento apoptose e necrose
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Figura 8. Frequéncia de células (linfocitos) em apoptose e necrose. Efeito do LASSBio-1386
sobre a apoptose e necrose dos linfocitos de um individuo infectado pelo HTLV-1 com
HAM/TSP, cultivado em meio de cultura por 48 horas (controle) e na presenca de LASSBIo-
1386 (0,5, 1 e 2 uM) por 48h. Q3= anexina, Q1- iodeto de propideo, PI- iodeto de propideo.
FSC- tamanho relativo a célula, SSC- granulosidade.
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