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RESUMO

INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE HUMANO DA GLU T1:
CORRELACAO COM A INFECCAO PELO HTLV-1

Giselle Calasans de Souza Costa

Orientador: Luiz Carlos Junior Alcantara

O HTLV-1 é o agente etiologico da Paraparesia Emasropical/Mielopatia
Associada ao HTLV-1 (TSP/HAM) e da Leucemia/Linfotas Células T do Adulto
(ATLL). No entanto, o desenvolvimento de manife8&s; clinicas associadas ao
HTLV-1 ocorre em 2-4% da populacdo infectada e aindo se sabe por que esta
infeccdo permanece assintomatica na maioria ddagmes. Tem sido sugerido que o
desfecho da infeccdo pode ocorrer devido a varsag@eutacbes) em genes do
hospedeiro e/ou do virus. Recentemente, foi demamstque o HTLV é capaz de
utilizar a glicoproteina transportadora de glicake tipo 1 (GLUT1) para infectar
linfocitos T CD4. Diversos estudos tém demonstrado uma associagéo reutacoes
em regides regulatorias de genes humanos e mag#éestie doenca. Polimorfismos no
gene da GLUT1 foram associados a susceptibilidadeefeopatia diabética, em
pacientes com diabetes mellitus dos tipos 1 e 2dderentes populagbes. Com o
objetivo de verificar possiveis correlacdoes enttnporfismos nas regides regulatérias
e codificante do gene humano da GLUT1 com o desemento de TSP/HAM,
analisamos os polimorfismos -2841A>T, XbalG>T e H&2C em individuos
infectados pelo HTLV-1 e em individuos ndo-infecmdde Salvador. Os SNPs
XbalG>T e HaelllT>C foram verificados por PCR/RFlEPo SNP -2841A>T, por
sequenciamento. Além disso, a carga proviral do WILfoi quantificada por PCR
quantitativo em tempo real. Com o intuito de veafia freqiéncia dos polimorfismos
em GLUTL1 na populacdo brasileira com diferentegastrfoi realizada a analise dos
polimorfismos XbalG>T e HaelllT>C em Amerindios tiliéo Tiriy0; descendentes de
europeus da regidao Sul do Brasil; descendentegpdagses, descendentes de europeus
e afro-descendentes da regido Sudeste. As fre@i$ngenotipicas para o0s
polimorfismos analisados estavam de acordo conperado pelo Equilibrio de Hardy-
Weinberg. O polimorfismo HaelllT>C estava em deddmio de ligacdo com os
polimorfismos XbalG>T °=37,555, p=0,003, 4 d.f.) e -2841A>F*£x, p=0,000, 4
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d.f.). A freqiéncia do genotipo T/T do polimorfistXdalG>T foi mais elevada nos
individuos assintomaticos e com TSP/HAM do que indsviduos oligosintomaticos.
Em relacdo ao polimorfismo HaelllT>C, n6s observamomna maior frequéncia do
genotipo T/C nos pacientes com TSP/HAM. Quanto @onprfismo -2841A>T, foi
verificada uma distribuicdo similar dos gendtipasalsados em todos 0s grupos
estudados. N&o foram observadas diferencas dstatiginte significantes nas
distribuicbes genotipicas e alélicas entre os iddis infectados e ndo-infectados pelo
HTLV-1, assim como em relacéo atatusclinico dos pacientes infectados pelo HTLV-
1 nos polimorfismos XbalG>T, HaelllIT>C e -2841A>Hm relacdo ao seqienciamento
de 339pb da regidao promotora de GLUT1, foi obseavaicha nova mutacdao G>T na
posi¢do -2807 em 6 individuos (1 assintoméaticaprd @ SP/HAM e 3 ndo-infectados),
caracterizando esta mutacdo como um polimorfisnossbis resultados indicam que os
polimorfismos XbalG>T, HaelllT>C e -2841A>T, apeshr, possivelmente, estarem
relacionados com a entrada de glicose na célulalGdr e -2841A>T) ndo estédo
relacionados com a infec¢céo pelo HTLV-1 nem conesedvolvimento de TSP/HAM,
sugerindo que as diferentes atividades realizadks groteina GLUT1 (transporte de
glicose e recepcdo do HTLV-1) sdo mediadas poratifes dominios da mesma.
Quanto ao estudo de base populacional, nés comfio®ajue as freqiiéncias alélicas
dos polimorfismos XbalG>T e HaellIT>C variaram a@®m@o com a etnia.

PALAVRAS-CHAVE: HTLV-1, GLUT1, POLIMORFISMOS, TSP/AM
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ABSTRACT

POLYMORPHISMS INVESTIGATION AT GLUT1 HUMAN GENE:
CORRELATION WITH HTLV-1 INFECTION

Giselle Calasans de Souza Costa

Orientation by Luiz Carlos Junior Alcantara

The HTLV-1 is the etiological agent of Tropical spa paraparesis/HTLV-1
associated mielopathy (TSP/HAM) and Adult T celulemia/lymphoma (ATLL).
However, the development of HTLV-1 associated climanifestations occurs in 2-4%
of the infected population and it is still an anssgequestion why this infection remains
asymptomatic at the most of the infected carridrshas been suggested that the
outcome of HTLV-1 associated disease manifestatmag occur by individual and/or
viral genetic variations (mutations). Recentlyywés demonstrated that HTLV is able to
use the Glucose transporter type 1 (GLUT1) to infEoaCD4" lymphocytes. Many
studies have demonstrating an association betwegations in regulatory regions of
human genes and disease manifestations. Polymorphis the GLUT1 gene were
associated with susceptibility to diabetic nephtbpan patients with types 1 and 2
diabetes mellitus in different populations. To e the role of GLUT1 gene
polymorphisms in the development of TSP/HAM in HTH1Mnfected individuals, we
had analyzed the -2841A>T, XbalG>T and HaelllT>Aypwrphisms in HTLV-1
infected and non-infected individuals from Salvaddhe XbalG>T and HaelllT>C
SNP were analyzed by PCR/RFLP and the -2841A>Trmoiphism, by sequencing.
The proviral load of the HTLV-1 infected patientsasvanalyzed by Real Time
Quantitative PCR. We also analyzed the XbalG>T HaéllIT>C polymorphisms in
distinct Brazilian populations with different etlbnbackgrounds: Amerindians from
Tiriyé tribe, European descendants from Brazil Sordgion; Japanese descendants,
Europeans descendants and African descendants $autheast region. Genotypic
frequencies of the polymorphisms analyzed wereggneement with the expected by the
Hardy-Weinberg Equilibrium. The HaelllT>C polymoipm was in linkage
disequilibrium with the XbalG>T ¥{=37.555, p=0.003, 4d.f) and -2841A>T
polymorphisms ?=e, p=0.000, 4d.f.). T/T genotypic frequency of théalG>T
polymorphism was higher in asymptomatic and TSP/HAMIividuals than in
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oligosymptomatics. Concerned to the HaelllT>C padyphism, we observed a higher
frequency of the T/C genotype in TSP/HAM patierits.relation to the -2841A>T
polymorphism, it was verified a similar distributiaof the analyzed genotypes in all
studied groups. Genotypic and allelic frequencikshe three sites analyzed did not
differ significantly for controls and HTLV-1 infeetl individuals. There were no
differences in genotypic and allelic distributiom@ng patients for either the presence
or absence of HTLV-1 associated clinic manifestetidn relation to the sequencing of
339 bp of GLUT1 promoter region, it was observedeav mutation G>T at -2807
position in 6 individuals (1 asymptomatic, 2 wittSHF/HAM and 3 non-infected).
Regarding the quantification of the provirus loat¢ading to GLUT1 genotypes, we
did not observe any differences. These resultsesighpat the XbalG>T, HaelllT>C
and -2841A>T polymorphisms, although possibly esdatwith cell glucose entry
(XbalG>T and -2841A>T), do not contribute to HTLViuifection and to the genetic
susceptibility of TSP/HAM in Brazilian HTLV-1 inféed individuals, suggesting that
different activities performed by GLUT1 protein gbse transport and HTLV-1 entry)
are mediated by its different domains. Concernetiégoopulation study, we confirmed
that the allelic frequencies from the XbalG>T ana@eHIT>C are influenced by

ethnicity among the six Brazilian ethnic groupsistd.

KEYWORDS: HTLV-1, GLUT1, POLYMORPHISMS, TSP/HAM.
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1- INTRODUCAO

Ja foi demonstrado que o Virus Linfotropico de G&8ur Humanas do Tipo 1
(HTLV-1) estd associado a algumas patologias cgmoo,exemplo, Paraparesia
Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLVIEP/HAM) (Gessairet al,
1985; Osameet al, 1986), Leucemia/Linfoma de Células T do AdulriL)
(Yoshida et al, 1982), uveite (Mochizukiet al, 1992), dermatite infectiva
(Gongalveset al, 2003), ceratoconjuntivite sicca (Merkt al, 1996), artrite
reumatoide (Motokawat al, 1996) e Sindrome de Sjogren (Eguehal, 1992) .
Além disso, a infeccéo por este virus é endémicaiérentes regides geograficas
do mundo, como sudoeste do Japao (prevaléncia &@&746), ilhas do Caribe
(prevaléncia em torno de 6%), Africa (prevalénaaaté 15%) e América do Sul
(Goubauet al, 1990; Figueroat al, 1995; Muelleret al, 1996). No Brasil (média
da prevaléncia de 1,0%), Salvador é a cidade gies@mta a mais alta prevaléncia
(1,8% na populagao geral) (Douragtaal, 2003).

O desenvolvimento das manifestagfes clinicas astaxiao HTLV-1 ocorre
apenas em uma pequena proporcao de individuogadtes (2-4%). Ainda ndo se
sabe por que esta infeccdo pode permanecer asatitanma maioria dos
individuos, bem como por que alguns individuos leslgem doencas
relacionadas. Tem sido sugerido que o desfechafdecéo pode ocorrer devido a

variacfes (mutacdes) em genes do hospedeiro e/oiuuto

A carga proviral do HTLV-1 tem sido considerada umportante fator para o
desenvolvimento de TSP/HAM. Interessantemente etamito, alguns individuos
assintomaticos apresentam carga proviral tdo alentg a de individuos com
TSP/HAM. A comparacao entre individuos assintonogticom elevada e baixa
carga proviral demonstrou que células T CDig pacientes assintomaticos com
baixa carga proviral produzem menores niveis d@aginas inflamatorias TNEB-
(Fator de necrose tumoral alfa) e IFNdnterferon gama) que as células de
individuos assintomaticos com elevada carga prioyMéshimura et al, 2000),
sugerindo que, além da carga proviral, a baixayg@a destas citocinas juntamente
com outros fatores como forma de infeccdo, polimords virais e do hospedeiro,

também devem influenciar a sintomatologia da irieq¢-urukawatal, 2003).
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Em 2005, a proteina transportadora de glicose go fi (GLUT1) foi
identificada como tendo um importante papel naaglatdo HTLV-1 nos linfécitos
T CD4', podendo funcionar como uma proteina receptora gste virus (Coskun &
Sutton, 2005). O aumento da expressdo da GLUT1 erabmana celular poderia
facilitar a entrada do virus na célula e a transaasio mesmo, pelo contato célula-
célula; podendo levar a um aumento na carga ptoeraposteriormente, ao
desenvolvimento de TSP/HAM.

Tem sido sugerido que polimorfismos em promotoésaps podem resultar no
aumento da expressao da proteina (Waboal 1998; Licastroet al, 2003)
Polimorfismos no gene da GLUT1, que modulam a esgdt@ do gene, podem ser
analisados como possiveis candidatos que afetanmdag@o da proteina GLUT1 e
sua expressao na membrana da célula, alterandscepsibilidade a infeccdo pelo
virus. Dessa forma, polimorfismos localizados egides regulatorias (incluindo a
regido promotora) e codificante do gene humano ddT& poderiam explicar as
diferentes manifestacdes de doencas associadasilad-He a permanéncia do
estado assintomatico na maioria dos individuos ciatlbs. De fato, alguns
polimorfismos ja foram associados com susceptdnled ao desenvolvimento de
doencas relacionadas a funcionalidade da protelttfl G (Ng et al, 2005; Paget
al., 2005). Entretanto, ndo existem estudos descnitoditeratura que tratem da
analise destes polimorfismos em GLUT1 no conteatonteccéo pelo HTLV-1 e no

desenvolvimento das patologias associadas a ele.

O estudo de polimorfismos nas regifes regulat@iandificante do gene da
GLUT1 associados com a carga proviral nos indivddindectados pelo HTLV-1
podem ser Uteis para a compreensdo do mecanisniofedlgdo do virus e do

desenvolvimento das manifestacdes clinicas assxiad
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- TRANSPORTADOR DE GLICOSE DO TIPO 1 (GLUT1)

Todas as células de mamiferos, geralmente, utilizaglicose sangliinea como
sua principal fonte de energia e a entrada destigcoia € garantida através da
atividade dos transportadores de glicose (GLUTI}s Transportadores constituem uma
familia de 13 membros que tém como funcdo permitiifusdo facilitada da glicose
basal de acordo com seu gradiente de concentragies da membrana plasmatica
celular. A classe | da familia de transportadoreglicose é formada pelos membros
GLUT], GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUT8 e GLUT14 (Darnet al, 1990) A maioria
das células de mamiferos expressa GLUT1 em sua raeelplasmatica, incluindo,
dentre estas, os linfécitos T, onde a proteina GL@To principal transportador de
glicose. Entretanto, GLUT1 ndo € expresso em cellldhumanas quiescentes. Sua
expressado é induzida através da ativacédo do receégtoélula T (TCR), um processo
associado ao aumento do metabolismo de glicosedMaral, 2005; Swainsoet al.,
2005). Os demais transportadores sdo expressoskiascglomerulares, do tubulo

renal, células mesengliais e/ou podaocitos (Bro&itieilig, 2005).

O transportador de glicose do tipo 1 (GLUT1) é upmateina integral de
membrana, uniporte (transporta apenas glicose easgsl com estrutura similar a
glicose), de 45kDa, composta por 12 dominiesélice transmembranares, que
delineam 6 “loops” extracelulares. Estashélices transmembranares contém,
predominantemente, aminoacidos hidrofébicos, pongmssuem também residuos de
aminoacidos polares no interior da proteina, quedm o sitio de ligagdo da glicose
(Figura 1). A atividade de transporte de glicoseGlaUT1 é conferida através da
mudanca entre dois estados conformacionais: napono sitio de ligacao da glicose é
exposto na parte extracelular da membrana; no degansitio de ligacdo da glicose &
exposto na parte intracelular. A figura 2 demonatsgqiiéncia de eventos que ocorrem
durante o transporte unidirecional da glicose diw laxterno da célula para o citosol.
GLUT1 também apresenta a capacidade de catalisevonento da glicose do citosol

para o exterior da célula (Lodishal, 2000).
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Figura 1- Estrutura do transportador de glicose do tipo IUGL). GLUT1 tem 12u-hélices
transmembranares. Os residuos de aminoacidos ptdaadizados na bicamada fosfolipidica
estdo representados como circulos azuis escurptéadede Belet al, 1993).
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Figura 2- Modelo do mecanismo de transporte da glicose érde. mudanca entre o primeiro
(1,2 e 5) e o segundo (3 e 4) estados conformaisiai®e GLUT1 (adaptado de Lodishal,

2000).

O gene da GLUT1 localiza-se no cromossomo 1p3l asisie de
aproximadamente 35.000 pb (pares de bases) disibem 10 éxons. A expressao
deste gene é regulada em diferentes tipos celytmresstimulos, como hipoglicemia,
hipoxia, exposicdo prolongada a insulina e Td&NFfem sido sugerido que, sob
condicOes de estresse, a necessidade de energiioEar aumento da producdo de
GLUT1 é, entdo, providencial para a adaptacéo aeld regulacdo da transcricdo do
gene da GLUT1 envolve elementos que incluem um ptone dois “enhancers”. Estes

elementos apresentam sitios potenciais para ligdedwearios fatores de transcricéo,
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incluindo Elemento Responsivo ao Soro (SRE), ElemdResponsivo ao cAMP
(CRE),Sitios de ligacédo a proteina ativada 1 (Ale-&)Fator de Inducdo de Hipdxia do
tipo 1 (HIF-1) (Kozlovskyet al, 1997).

O HIF-1 é um ativador transcricional que mediaraglancas de expressao de
diversos genes em resposta a concentracao cetulaigénio. HIF-1 é formado pelas
subunidades HIFdl e HIF-13, sendo que a concentracdo da subunidade BlIF-1
permanece inalterada sob condi¢des de hipoxia.ditnapartida, HIF-d¢ € mantida em
baixos niveis nas células normais através da daggiadda proteina pela via ubiquitina-
proteossomo, caso o nivel da proteina HiFsdja aumentado sob condi¢cfes de hipoxia.
Este mecanismo permite a estabilizacdo de HIfdstas células e sua translocacao
para 0 nucleo, onde ela formar4d dimeros com HIRHayashiet al., 2004). A
expressdo da proteina Hlle-& aumentada em células cancerosas de humanog e est
associada a uma baixa resposta ao tratamento entmuohe mortalidade do paciente
(Tomita et al, 2007). Em condi¢cdes de estresse celular, Hligd-de ao Elemento
Responsivo a Hipoxia (HRE), localizado a -3.000dabpromotor de GLUT1. Esta
ligacdo recruta e estabiliza outros fatores destrégBo para a regido promotora de

GLUT1, aumentando a expressao deste gene (@kialo, 1998).

Diversos estudos tém demonstrado uma associa¢gé® molimorfismos nas
regides regulatorias (incluindo a regido promoter&pdificantes de genes humanos e
manifestacéo de doenca (Nishimetaal, 2002; Yoshikawat al, 2002 Licastroet al.,
2003) O polimorfismo -2841A>T na regido promotora do geta GLUT1 foi
associado a susceptibilidade a nefropatia diabétitgpacientes com diabetes mellitus
do tipo 1 e ao tipo mais comum de Carcinoma dal€&enal (CCRCC) (Pags al.,
2005; Hodgkinsoret al., 2005). Este polimorfismo localiza-se préximo dositde
ligacdo a fatores de transcricéo, incluindo HiE-d que poderia influenciar esta ligacéo
e afetar a transcricdo do gene da GLUT1. Uma dulgsto de G para T que cria o sitio
de restricdo para a enzimdaf na posicado +22999 no intron 2 do gene da GLUT1 te
sido estudado como fator de risco a nefropatiaétiiedo em pacientes com diabetes
mellitus dos tipos 1 e 2 em diferentes populacéas €t al, 1998; Liuet al., 1999;
Grzeszczaket al.,, 2001; Hodgkinsonet al, 2005). Apesar de intrénico, este
polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) tem sabmntificado como um marcador
de susceptibilidade a nefropatia diabética. Estécepode ocorrer por ligagdo a outro
SNP ainda néo identificado ou por um mecanismoaatiesconhecido (Pags al.,



Revisao da Literatura 24

2005). Em 2002, Ng e colaboradores identificara@s negides no gene humano da
GLUT1 gue exibiam similaridade na sequéncia aosettos “enhancers” homaologos
de ratos e camundongos e encontraram quatro noliasopfismos nestas regides: SNP
enhancet, SNP1enhance?, SNP2enhance2 e SNPenhance8. Destes, apenas o
SNP1 enhance2, localizado no sitio de ligacdo ao fator estinula USF, foi
associado ao desenvolvimento de nefropatia diagbétic pacientes caucasianos com
diabetes mellitus do tipo 1. Além disso, este estiasnbém verificou a existéncia de
um forte desequilibrio de ligacdo entre os polinsatbs SNPlenhance? e XbalG>T
(Figura 3).

Enhancer-3 SNP Enhancer-1 SNP Enhancer-2 SNP 1| Enhancer-2 SNP 2
2841 SNP Haelll SNP
y

oo |

1

——

]

34 5678 9 10 Exons

Enhancer-3  Enhancer-1 Enhancer-2
(367 bp) {634 bp) (997 bp)
-+ > +——p
~6.6kb ~55kb
 «—Pp +—p
~3.6kb ~T72kb
Intron 2 (12 kb)

Figura 3- Polimorfismos estudados nas diferentes regidegethie humano da GLUT1. Os polimorfismos
destacados apresentaram associagcdo com o desaremlyi de nefropatia diabética em diferentes
populacdes (adaptado de Bligal,2002).
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2.2- VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS DO TIP O 1 (HTLV-
1)

Em 1980, o primeiro retrovirus humano descrito,sedor do linfoma cutaneo
de células T, foi isolado de cultivos celulareseaaiminado de Virus Linfotropico de
Células-T Humanas do Tipo 1 (HTLV-1) (Poiestzal, 1980; Yoshidat al, 1982). O
virus foi inicialmente descrito como agente etiagtdégda leucemia/linfoma de células-T
do adulto (ATLL) no Japéo, sendo, subsequientementmntrado em diferentes partes
do mundo. A ATLL foi a primeira doenca humana idfesada como sendo causada por

um retrovirus.

O HTLV-1, posteriormente, foi relacionado também uma sindrome
neuroldgica denominada Paraparesia Espastica atoficSP), na Martinica, por
Gessain e colaboradores em 1985 e a uma mielguatigessiva com caracteristicas
similares a TSP, na ilha de Kiushu, no sudoesteJajgdo, chamada Mielopatia
Associada ao HTLV-1 (HAM) por Osame e colaboradosm 1986. Apds a
demonstracdo de que as duas patologias tinhamtexdsticas clinicas semelhantes
(ljichi et al., 1992), concluiu-se que a HAM e a TSP constituiaferenidades Unicas,
sendo denominada TSP/HAM.

Estima-se que 15 a 20 milhdes de pessoas no mustejare infectadas pelo
HTLV-1 (de Thé & Kazanji, 1996), mas as taxas de@gevaléncia diferem de acordo
com a area geografica, a composicdo socio-demogréf populacdo estudada e os
comportamentos de risco individuais. Além do sutibedo Japdo, outros locais
apresentam endemicidade para o virus: ilhas ddo&ahifrica e determinados locais na
América do Sul. No Brasil, gracas a sua grande geegrafica, a infeccédo pelo HTLV-
1 néo esta distribuida uniformemente e suas mapmsléncias sdo observadas nos
estados da Bahia (1,8%), Belém (1,61%), Maranh&4)L e Pernambuco (0,82%)
(Figura 4). (Carneiro-Proietét al., 2002; Douradeet al, 2003; Catalan-Soaret al.,
2005).
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Figura 4 — Areas endémicas para o HTLV-1 no Brasil e no muatiaptado de
Proiettiet al, 2005 e Catalan-Soaresal.,2005).
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O HTLV-1 apresenta uma estrutura morfologica cortgopor um
nucleocapsideo icosaédrico central de 80-100nm i@lmetro circundado por um
envelope circular. O envelope, por sua vez, é catopoor uma proteina de superficie
(SU) extracelular, denominada gp46, e uma proteamsmembrana (TM), denominada
gp21, que atravessa a membrana viral e ancora ®3dre interno € constituido por
trés proteinas: a proteina do nucleocapsideo (M@)16, a proteina do capsideo (CA)
ou p24 e a da matriz (MA) ou pl19. Esta estrutbrgga, no seu interior, 0 genoma viral
composto por duas fitas de RNA (8-9 kilobases) aaisgestdo associadas outras
proteinas importantes no processo de integracdNdo proviral no genoma da célula
hospedeira (transcriptase reversa —TR e integi&eeno desenvolvimento do papel
catalitico antes do ciclo de replicacédo viral (peste e RNAseH). (Figura 5).

p15 Mucleocapsideo

_ p19 Matriz (MA)

e p24 Capsideo (CA)

P35 Transcriptase
Reversa (TR)

: P “ __ gp21 Transmembrana
(TM}

gpds Superficie (SU)

Figura 5 — Desenho esquematico da estrutura do HTLV-1 (adaple
http:/www.cxbio.com/tuijian/HTLV).



Revisao da Literatura 28

O genoma do HTLV-1 é composto por duas fitas simple RNA, com uma
organizacdo semelhante a outros retrovirus, camistde quatro genes codificantes:
gag (grupo antigénico), pol (polimerase), env (envelope) e tax/rex
(transativador/regulador da expressédo) (Figura 6#9. extremidades do genoma
proviral sdo flanqueadas por duas regides repetitiasnadas de LTR (“Long Terminal
Repeats”), cujas sequéncias sao essenciais pamtegracdo do DNA proviral no
genoma do hospedeiro e também para a regula¢&uricional do genoma do HTLV.
As regides LTR contém as sequiéncias nao-codifisdofee U3 nas extremidades 5’ e
3’, respectivamente, e a sequiéncia repetitiva Raeinas as extremidades (Figura 6A).

No processo de transcri¢cdo, trés mRNA s&o prodszido

1- O mRNA gendmico, utilizado para a sintese dos pgosddos genegag e pol,
transcritos da juncdo U3-R na extremidade LTR5 atg¢uncdo R-U5 na
extremidade LTR3’ (Figura 6B e 6C).

2- Um mRNA sub-gendmico, sintetizado a partir de umaEcal etapa de

processamento e que codifica do produto do gemé-igura 6B e 6C).

3- Um segundo mRNA sub-gendmico, duplamente process@dees da remocao
de dois introns, que codifica as proteinas regudetéTax e Rex com, pelo
menos, quatro fases de leitura aberta (ORF — désnfOpen Read Frame”)
(Figura 6B e 6C).
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Figura 6 — Organizagé@o genémica do HTLV-1. (A): DNA provida HTLV. (B): Indicacao
dos genes e suas proteinas codificadas. (C): paisanRNA do HTLV produzidos durante
a transcricao (adaptado de Cann & Chen, 1996).
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O ciclo de multiplicacdo do HTLV-1 é semelhante dus demais retrovirus,
dependente da presenca da transcriptase revezsd@ caracterizado pela existéncia de
5 etapas (Figura 7):

12, Etapa — A particula viral liga-se ao seu remepd membrana celular através
do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) localizatw glicoproteina de
superficie (SU) (Battinet al, 2003; Coskun & Sutton, 2005).

22, Etapa — A proteina transmembrana (TM), apégagdo da SU ao receptor,
apresenta mudancas conformacionais que sdo impestpara a fusdo com a
membrana e introducdo do capsideo viral no citopada célula hospedeira
(Battini et al, 2003; Coskun & Sutton, 2005).

32. Etapa — A fita simples de RNA é reversameatestirita em um DNA de fita
dupla pela transcriptase reversa. Durante a trgdscr o RNA molde é
removido pela atividade da RNase H da enzima trgtase reversa. A
Integrase, entdo, insere o DNA viral no nucleo édala hospedeira. Esse
processo marca o fim da fase inicial do ciclo détiplicacdo do virus e inicia a

fase tardia, mediada por enzimas do hospedeir&i(&eal, 1984).

43, Etapa — Ocorre a sintese do RNA viral tendoocaomlde o DNA proviral

integrado no genoma do hospedeiro. A sintese de WidghAleva a formacédo de
um transcrito primario, que € processado para forosamRNA e o RNA

gendmico. As proteinas séo sintetizadas nos ribussa partir dos mRNA.
Este passo é regulado pelas proteinas virais RexdSeikiet al, 1984).

52, Etapa — Por ultimo, a particula viral € montadpor brotamento, o virus é
liberado da superficie celular pronto para infeataas células (Cann & Chen,
1996).

Tem sido sugerido que a transcri¢do do provinggado do HTLV-1 é iniciada
pela ativacao da resposta imune, pelo estressarcelpelas vias de transducao de sinal
intracelular e estes mecanismos podem ativar s&ess@o do virus latente (Andreets
al., 1997; Linet al.,2005).
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Figura 7- Ciclo de replicagdo do HTLV-1 (adaptado de Alcémt2002)

O HTLV-1 tem tropismo por células T CD4entretanto, ele apresenta a
capacidade de infectar outras células nao-T, indtuimondécitos e linfécitos B
(Richardsoret al, 1990; ljichiet al, 1992). Dados sugerem que o HTLV-1 é um virus
pouco replicativo e que a replicacéo viralvivo ocorre mais devido a expanséao clonal
das células infectadas via mitose do que via tragdsr reversa (Wattett al., 1995;
Cimarelli et al., 1996). O HTLV-1 é transmitido célula-célula utdizdo uma “sinapse
virologica” induzida, ou seja, o virus facilitaungdo das células infectadas com a néo-
infectada promovendo a passagem viral, atravéscdm@o de proteinas virais e
celulares (Banghanet al., 2003). A infeccédo, transformacdo e imortalizac@s d
células-Tin vivo e posterior expansdo monoclonal das células adest sdo as causas
da ATLL em pacientes com HTLV-1 (Cann & Chen, 1996)
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Dentre as proteinas virais, Tax é uma fosfoprotdam&0kDa, que € essencial
para a replicacdo do HTLV-1 e para a transformagiolar. Esta proteina estimula a
expressdo dos genes virais, através de sua imecagh fatores celulares e com a
regido U3 da LTR do genoma proviral, a qual con&ementos conservados de
resposta a Tax (TRE). Na patogénese do HTLV-1,atefira regulatoria Tax viral
funciona como o principal agente no desenvolvimeamdiferentes doencas associadas
a infeccao pelo virus. Na ATLL, a capacidade travadora de Tax leva ao descontrole
do processo de proliferacédo celular (Yoshida MQ1)0Na TSP/HAM, a proteina Tax
capacita as ceélulas infectadas a transporem a ifdarreemato-encefalica,
desencadeando, dessa forma, uma resposta infl@n#&béal crénica, a qual esti
diretamente relacionada com desenvolvimento dedtdqgia (Cavroigt al.,2001).

Além de regular a expressao de genes da LTR Viaalinterage com fatores de
transcricdo celulares (CREB/ATF, NiB, SRF, entre outros) e moléculas de
sinalizacao para estimular ou reprimir a expres&agenes celulares. Esta proteina viral
também induz o aumento da expressao de variasneitoe receptores envolvidos no
crescimento e proliferacdo de células-T, fatoresralescricdo, como HIF-1 (Fator de
Inducdo de Hipdxia do tipo 1), e proto-oncogendémAdessa atividade transativadora,
Tax é capaz de reprimir a expressdo, ou mesmaeanatim conjunto de genes celulares
gue atuam como inibidores do crescimento celuladepdo inibir o reparo do DNA e

0s eventos de morte celular programada (para evisaFranchini, 1995) (Figura 8).

| U3 | R |I_':'- HTLV-1 | tax | |1‘3 |1:.: Us
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NF-KB/Rel SEF HIF-1
N c-fos, c-jun l
IL-2, IL-2Ra, vimetina genes precoces relacionados VEGE. GLUT1

i mitogenese

Figura 8 - As trés vias de transativacdo por Tax. (adaptaderanchini, 1995).
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Embora este virus tenha sido convincentemente iag®o@ doencas, como
TSP/HAM e ATLL, a grande maioria dos individuos ectados permanece
assintomatica (96-98%). Ainda ndo se sabe por gfoeocorre e ainda porque alguns
individuos desenvolvem TSP/HAM, uma sindrome négioh, enquanto outros
desenvolvem ATLL. Assim, as diversas manifestagiiegcas podem depender do tipo
e magnitude da resposta imune do hospedeiro pamatigenos do HTLV-1, bem como
do local ou 6rgdo no qual a reacao inflamatéria@mEnantemente acontece. Fatores
relacionados a variantes genéticas do virus, coan@gao na seqiéncia do gdaz
(Furukawaet al., 2000; Sabouriet al, 2005), fatores do hospedeiro, como certos
antigenos leucocitarios humanos (HLA) (Sonedal., 1992; Jefferyet al., 1999) e
polimorfismos em genes de citocinas, como IL-6,10_e IL-2, bem como fatores
ambientais, como idade, modo de transmissdo etedsdicas étnicas (Milleet al.,
1994; Vineet al., 2002; Gadelha&t al.,2005; Sabouret al.,2005), tém sido sugeridos

como importantes na manifestacdo de doenca enididis infectados.

A observacéo de que o gendtipo G/C do polimorfistitt da Interleucina 6
(IL-6) esta associado com o aumento da carga @logia diminuicdo nos niveis de
osteocalcina nos individuos infectados pelo HTL¥skintomaticos de Salvador-BA
sugere que estes pacientes podem ser mais sustepiiv desenvolvimento de
osteoporose ou osteopenia no futuro, indicando fatoees genéticos do hospedeiro
podem estar envolvidos com o desenvolvimento delqmas (Gadelhat al., 2007
Submetidp

A carga proviral do HTLV-1 representa o numero dpias de DNA proviral
integrado no genoma de uma determinada proporc@eldias (Hoet al., 1989). Foi
demonstrado que o aumento do nimero de célulagaadies com o virus, depois de um
longo periodo de laténcia, é considerado um imptetamarcador para o
desenvolvimento de TSP/HAM (Jeffeeyal.,2000) e que uma elevada carga proviral é
caracteristica de pacientes com TSP/HAM, quandss esto comparados aos individuos
infectados pelo HTLV-1 assintomaticos (Nagaal., 1998; Sabouret al, 2005). Além
disso, Sabouri e colaboradores (2005) demonstracar@ pacientes Iranianos
assintomaticos apresentaram uma carga proviralrrdaigue pacientes assintomaticos
do Japéo e que a variacdo dos subtipdaxdgax A e tax B) também estava relacionada

com o desenvolvimento de TSP/HAM.
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Em 2005, Coskun e Sutton demonstraram que a e&gwesa proteina
transportadora de glicose do tipo 1 (GLUT1) na nramd celular confere aumento na
susceptibilidade ao HTLV-1. Foi, entdo, demonstrqae o HTLV-1 € capaz de utilizar
a molécula de GLUT1 para entrar no linfécito T CDA proteina GLUT1, apesar de
sua expressdo em toda a célula, esta especificarmemtentrada em regides moveis da
membrana e em areas de contato célula-célula. @toocelula infectada-célula néo-
infectada e movimentos orientados do citoesquegbai@cem ser requeridos para a
infeccdo viral. Isto sugere que o receptor do epeeldo HTLV-1 se associa com o
citoesqueleto. Tem sido sugerido que a infeccam p€lLV-1 € facilitada pela
formacdo de uma “sinapse virologica”, que acumutdginas estrututais do HTLV-1 e
marcadores de ativacdo de células T, entre céluitectadas e nao-infectadas
(Banghamet al, 2003). Em 2007, Afonso e colaboradores verifitaaumento da
expressdo de GLUTL1 nos infiltrados da neurépilaj(otto de fibras nervosas situadas
na zona ganglionar que influenciam as sinapsesngueonais) em pacientes com
TSP/HAM e que a expressao de GLUT1 nas célulastelmie do cérebro humano
(hBEC) possibilitou a fusdo destas células conodinds infectados pelo HTLV-1. O
aumento da densidade da GLUT1 na superficie celuleante a sinapse pode explicar

porgue a transmissao célula-célula € muito maiseefie que a infeccao livre de célula.

Recentemente, Tornita e colaboradores (2007) detnamam que a proteina Tax
do HTLV-1, em células primarias de ATLL, através si@ atividade transativadora,
induz a ligacdo do fator de transcricdo HIF-1 acADd¢lular e, através do aumento da
expressdo da subunidadele HIF-1, induz sua atividade transcricional igegdo da
sinalizacao de PI3K/AKT. Este aumento da expredsddIF-lu, poderia, dessa forma,
facilitar a ligacdo de HIF-1 ao HRE no promotor@eUT1, aumentando a expressao
da proteina GLUT1 na célula infectada pelo virus.

Tem sido sugerido que polimorfismos em promotgérscos podem resultar no
aumento da expressdo das proteinas codificadas psemos (Woeet al., 1998;
Licastro et al., 2003) Mutacdes nas regides regulatorias e codificantegelze da
GLUT1 que tém potencial para modular a expressagete, seja por localizarem-se
em sitios de ligacdo de fatores de transcricd@, gej estarem em desequilibrio de
ligacdo com outros polimorfismos verdadeiramentecifonais, podem influenciar a
expressdo da proteina GLUT1 na célula e a susdijatde a infeccdo pelo HTLV-1.

Entretanto, ndo existem estudos que tratam daiagdocentre polimorfismos no gene
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de GLUT1 e a infeccdo pelo virus. O aumento daesgéio da GLUT1 na membrana
celular poderia facilitar a entrada do virus nauleéke a transmissao do mesmo, via
contato célula-célula, podendo levar a um aumeatoanga proviral e, posteriormente,
ao desenvolvimento da TSP/HAM. Dessa forma, poliisimos nessas regioes

poderiam explicar as diferentes manifestacoes @émgas associadas ao HTLV-1 e a

permanéncia do estado assintomético na maioriendagduos infectados.

O estudo dos polimorfismos nas regifes reguladiazodificante do gene da
GLUT1 associados com a carga proviral nos indivddudectados pelo HTLV-1,
podem ser uteis para a compreensdao do mecanismofetEzdo do virus e do

desenvolvimento das manifestacdes clinicas assxiad
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3-OBJETIVOS

Geral: Verificar possiveis associacdes entre polimorfismas regides regulatorias e
codificante do gene humano da GLUT1 com a infecpgém HTLV-1 e com o
desenvolvimento de TSP/HAM.

Especificos:

- Verificar as frequéncias alélicas e genotipicas @otimorfismos XbalG>T e
HaelllT>C nas regides regulatéria e codificante ggme humano da GLUT1 em
individuos soronegativos de Salvador-Ba; Amerindiagribo Tiryi0; descendentes
de europeus da regido Sul; afro-descendentes, mikstes de europeus e

descendentes de japoneses da regido Sudeste.

- Verificar as frequéncias alélicas e genotipicas @ofimorfismos XbalG>T, -
2841A>T e HaelllT>C nas regides regulatérias e mtoma do gene humano da
GLUT1 em individuos infectados pelo HTLV-1 e indiubs n&o-infectados de
Salvador-BA.

- Quantificar a carga proviral nos individuos infelcta pelo HTLV-1 do estudo.

- Correlacionar os polimorfismos detectados no geamamo da GLUT1 com a
infeccdo pelo HTLV-1, com o desenvolvimento da @@eneurolégica e com a carga

proviral.
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4-JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo HTLV-1 é endémica em diferentesideg geogréaficas do
mundo, sendo Salvador a cidade do Brasil com a altasprevaléncia (1,8% na
populacdo geral) (Douradet al., 2003). O desenvolvimento das manifestacfes
clinicas associadas ao HTLV-1, entretanto, ocquemas em uma pequena proporcao
de individuos infectados (2-4%). O motivo da infexpelo HTLV-1 resultar em uma
infeccdo assintomética na maioria dos individuosm bcomo porque alguns
individuos desenvolvem TSP/HAM e outros ATLL, ueedu dermatite infectiva sédo
guestionamentos importantes e que precisam seasméisios. Tem sido sugerido que
o desfecho da infeccédo pode ser devido a variggdetcoes) em genes virais e/ou
do hospedeiro. Um estudo realizado por Gadelhalab@@dores demonstrou uma
associacao entre o genaotipo G/C do polimorfismd -d& Interleucina 6 (IL-6) com o
aumento da carga proviral do HTLV-1 e a diminuig@s niveis de osteocalcina nos
individuos infectados pelo HTLV-1 assintomaticosSadvador-BA, sugerindo que 0s
pacientes que apresentam tal gendtipo podem sers rsasceptiveis ao
desenvolvimento de osteoporose ou osteopenia nmfatindicando o envolvimento
de fatores genéticos do hospedeiro com o desenvehio de patologias (Gadelba
al. Submetidp

A carga proviral do HTLV-1 tem sido considerada importante fator para o
desenvolvimento de TSP/HAM. Interessantemente,etamtto, alguns individuos
assintomaticos apresentam carga proviral tdo akadp individuos com TSP/HAM.
A analise destes individuos, costatusclinico diferente e mesma carga proviral,
demonstrou que células de pacientes assintomgtimzkizem menores niveis das
citocinas inflamatorias: TNB- (Fator de necrose tumora) e IFN+y (Interferony)
(Nishimuraet al., 2000), sugerindo que esta baixa produgdo seriartarte para a
manutencdo do estado assintomatico, e que outrae$a além da carga proviral,
também devem influenciar a sintomatologia da irdec@~urukawaet al, 2003).
Além disso, foi demonstrado que pacientes Iraniaagsntomaticos apresentaram
uma carga proviral maior do que pacientes assintoosddo Japéo e que a variacédo
dos subtipos de tax (tax A e tax B) também estagkmcionada com o
desenvolvimento de TSP/HAM (Sabostial.,2005).
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Polimorfismos no gene humano da GLUT1 (proteitiizada pelo HTLV-1
para infectar linfécitos T CD% localizados nas regiGes regulatérias (incluindo a
regido promotora) e codificantes podem ser anasadmo possiveis candidatos que
afetam a producéo da proteina e sua expressadute, edterando a susceptibilidade
a infeccao pelo virus. De fato, alguns SNPs janioagsociados com susceptibilidade
ao desenvolvimento de doencas relacionadas a haldeade da proteina GLUT1
(Ng et al, 2005; Pageet al., 2005). Essas sé&o importantes razbes para estudar
polimorfismos no gene da GLUT1, e sugerir que difiens entre assintomaticos e
individuos com TSP/HAM podem ser, pelo menos emepatesultado destas
mutagdes. Entretanto, ndo existem estudos descrao$iteratura que tratem da
andlise destes SNPs em GLUT1 no contexto da infegglo HTLV-1 e no

desenvolvimento das patologias associadas a ele.

Uma vez verificada uma associacdo entre essdsngoismos e o
desenvolvimento de TSP/HAM, temos como perspectiederminar o papel
funcional e biologico dos mesmos. E possivel qu@sShb gene da GLUTper si
ndo venham a explicar a doenca, mas a identificdgaofluéncia coletiva dos varios
polimorfismos e sua interagcdo podera nos ajudaneihor compreensdo da patogenia
do HTLV-1 e auxiliar na predicdo de tratamentoséenicas de prevencao mais
adequadas. Além disso, polimorfismos no gene hurdanGLUT1 ainda n&o foram

estudados na populacdo brasileira com diferentesitrilboicbes étnicas.



5- MATERIAL E METODOS

5.1- DESENHO EXPERIMENTAL
-Tipo de Estudo: Corte Transversal
-Tipo de Amostra: de conveniéncia

Desenho Esquematico da Metodologia
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Selecéo dos individuos infectadofs

l

Amostra - Sangue Total

l

Separacédo de PBMCs

l

Extracdo de DNA

/

Genotipagem

l

PCR/RFLP ou Sequenciamento

\

N\

PCR em tempo real para
guantificacdo da carga proviral

Anélises estatisticas
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5.2-CASUISTICA

As amostras de individuos infectados pelo HTLV-4 piovenientes do Centro
de HTLV/Fundagé&o Bahiana para o DesenvolvimentdQi@scias/CPqGM-FIOCRUZ,
Salvador-Bahia e da Fundacdo Hemocentro de Ribdéd@bo, Sdo Paulo. Foram
estudadas 244 amostras, das quais 136 de pacsstatomaticos (77 de Salvador e 59
de Ribeirdo Preto), 18 de pacientes oligosintornati¢pacientes com sintomas
relacionados ao HTLV-1, porém sem TSP/HAM de Salvad 90 de pacientes com
TSP/HAM (42 de Salvador e 48 de Ribeirdo Preto). ii@kviduos portadores de
HTLV-1 foram informados sobre os procedimentos adatas quanto a coleta do
material biolégico e assinaram um termo de consemtio livre e esclarecido
(Apéndice 3).

Como controle, foram avaliados 102 individuos segativos, ndo aparentados,
para o HTLV-1, representativos da populacdo geealSalvador. Esta cidade foi
colonizada, principalmente, por africanos e eurspesultando em uma populacdo com
maior contribuicdo genética africana e européidassamostras foram coletadas de
areas sentinelas da cidade de Salvador, compregmdemirros de classe média e
principalmente areas do suburbio da cidade, paraiagéo das condicdes de
saneamento basico antes e depois da implantagémjeto Bahia Azul (Douradet al.,
2003). Nestas areas sentinelas ha uma maior pneial@e individuos de cor preta e
mulata, além de possuirem uma baixa renda mensahdstragem controle utilizada é
de conveniéncia, proveniente do projeto de saneaniEsico, Bahia-Azul, da cidade
de Salvador. Tais amostras estdo estocadas nodtaborAvancado de Saude Publica
do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — Fundacao l@suwzauz, Salvador-Bahia e os
individuos doadores das mesmas nao tém sua idéatamhecida (amostras andnimas

nao vinculadas).

Para realizar o estudo de base populacional, rialisado um total de 85
amostras de Amerindios da tribo Tiriyd0 do norteBtasil, coletadas para um estudo
anterior realizado por Shindo e colaboradores efR2,266 amostras de individuos
descendentes de europeus (alemaes), provenienteando de sangue de Joinville
(Estado de Santa Catarina), regido Sul (coletadsas @studo prévio de Grimaldi e
colaboradores, 2002); 41 amostras de individuosedelentes de japoneses, 44

amostras de descendentes de europeus e 42 angestfis-descendentes. As amostras
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dos 3 ultimos grupos séo provenientes da Fundagdwokeentro Ribeirdo Preto (Séo
Paulo), regido Sudeste do Brasil, e os critériaabetecidos para selecdo foram
baseados em uma ascendéncia familiar pura nasgamagdes precedentes, ou seja,
foram selecionados os individuos que informaranosequatro avos do mesmo grupo
étnico e na auséncia de parentesco entre elesSahaes. 2002).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de EticaesoRisa da Fundac&o Bahiana

para o Desenvolvimento das Ciéncias (Anexo 1)

Definicdo dos grupos de estudo:

Pacientes com TSP/HAM:diagnéstico de TSP/HAM, de acordo com o Escore
de desabilidade motora de Osame (OMDS). Quadraalifraqueza crbnica e
progressiva dos membros inferiores, distarbiosnetdrianos, sinais sensitivos

objetivos pobres ou ausentes, sindrome tetrapiedmid

Oligossintomaticos: pacientes HTLV-1 positivos relatando algumas das
seguintes manifestacfes neuroldgicas: fraqueza utausproximal, mialgias,
disfuncdo  esfincteriana, disfuncdo  erétil, congfjga intestinal,
urgéncial/incontinéncia/retencdo urinaria, porém pémenchendo os critérios
para TSP/HAM, de acordo com o OMDS.

Assintomaticos: individuos HTLV-1 positivos sem qualquer manifedia de

sintomas relacionados a infec¢éo pelo virus.

Soronegativos: individuos da populacdo de Salvador com sorologgativa
para HTLV-1, provenientes do projeto de saneamdyétsico, Bahia-Azul;
individuos afro-descendentes, descendentes de emsop descendentes de
japoneses provenientes da regido Sudeste (Riberetio); Amerindios da tribo
Tiriyd do Norte do Brasil e descendentes de eurdgalemaes) da regido Sul

(Joinville).

Critérios de Selecado

Critérios de inclusaa
Pacientes HTLV-1 positivos atendidos no Centro d&.VH com statusclinico

definido.
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Critérios de exclusao

Recusa em participar do estudo.

5.3- ANALISE LABORATORIAL

Diagnéstico Laboratorial

As amostras dos individuos infectados e ndo-inflestgoelo HTLV-1 utilizadas
neste estudo foram triadas para anticorpos antivHIA2 por ELISA (HTLV-1 rp21,
enhanced, EIA, Cambridge Biotech Corporation) eebagu repetidamente reativas
foram confirmadas e discriminadas entre HTLV-1 eLMT2 através do Western Blot
(HTLV-1 Blot 2.5, Genelabs Diagnostics, Singapuf@)diagnéstico para o HTLV foi
realizado no Centro de HTLV/Fundagdo Bahiana pardesenvolvimento das
Ciéncias/CPgGM-FIOCRUZ, Salvador-Bahia e na Fundld¢@mocentro de Ribeirdo

Preto, Sao Paulo.

Extracdo de DNA

As amostras de DNA de individuos infectados peld.W¥1 foram extraidas a
partir de células mononucleares do sangue pedféABMC) e separadas ap0Os a coleta
de 10 ml sangue total com tutsacuntainer(Labnew Ltda. SP — BRA). As amostras de
sangue (10ml) dos individuos soronegativos ja seorgravam estocadas no
Laboratério Avancado de Saude Publica do CentrdPeequisa Gongalo Moniz —
Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador-Bahia. A extragdoD#IA foi realizada pelo
método de fenol-cloroférmio (Panastial.,1977).

Anélise dos SNPs no Gene Humano da GLUT1

Para genotipar as amostras, foram estudados um (8bEG>T) na regido
regulatoria da GLUT1, um SNP (-2841A>T) na regidonmotora da GLUT1 e um
SNP(HaelllIT>C) na regido codificante.
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- Analise do Polimorfismo XbalG>T

A analise do polimorfismo XbalG>T foi realizadaaatés da amplificacdo do
DNA gendmico pela Reagdo em Cadeia da PolimeraSR)(Rtilizando osprimers”
5TGTGCAACCCATGAGCTAA3'(F) e 5CCTGGTCTCATCTGGATTCI(R). Os
parametros de termociclagem foram: desnaturac&3CGbr 45 segundos, anelamento
a 55C por 45 segundos e extensdo &C7@or 90 segundos, com uma extenséo final de
72°C por 10 minutos (Nget al., 2002). Os produtos da PCR de 1,1Kb foram entéo
digeridos utilizando a enzima de restricdmaXa 37°C durante a noite. O polimorfismo
XbalG>T caracteriza-se por uma substituicdo de goaina (G) por uma timina (T)
na posicao +22999 no intron 2 do gene da GLUT latpade o sitio de reconhecimento
da enzima de restricadodl. Os produtos foram visualizados em gel de agaads@%,
podendo haver fragmentos de 1,1kb, referente aétigenhomozigoto mutante (T/T);
0,9kb e 0,2kb, referentes ao gendtipo homozigoteagem (G/G); 1,1kb, 0,9kb e
0,2kb, referindo-se ao genétipo heterozigoto (GHiyura 9). Foram analisados 244
individuos infectados pelo HTLV-1, dos quais 13énerpacientes assintomaticos, 18
oligosintomaticos e 90 com TSP/HAM; 102 individwmsonegativos de Salvador-BA;
85 Amerindios da tribo Tiryio; 56 descendentes w®geus (alemaes) da Regido Sul;
41 descendentes de japoneses, 44 descendentesopeusue 42 afro-descentes da
regido Sudeste.

1 2 3 4 5 MPM

T GIT GIG

1.1kb — —
0.9kb — —

0,2kb — —

(A) (B)

Figura 9- (A) Esquema do padréo de restricdo (RFLP) para o &agndigerido com a enzima
Xbal. (B) Gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidinp exemplo da genotipagem
para o polimorfismo XbalG>T no gene da GLUT1 apé&4.IRcom a enzima de restricadak
Amostras 1 e 4:fragmentos de 1,1kb, 0,9kb e 0,2kb equivalentegex@tipo heterozigoto
(GIT); 2 e 5:bandas de 0,9kb e 0,2k referentes ao gendtipo figoto selvagem (G/G)3:
fragmento de 1,1kb equivalente ao gendtipo homtzigmtante (T/T)MPM: marcador de peso
molecular de 100pb.
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- Analise do Polimorfismo HaelllIT>C

O polimorfismo HaelllIT>C foi verificado através dzalizagdo da PCR utilizando os
seguintes‘primers”. 5’CTCCCAGACACGCCTATAACAGTS3 (F) e 5’GGCTGGT
GTCCATAAGCCAACG3 (R). Os parametros de termocidayg utilizados foram:
desnaturagdo a 85 por 45 segundos, anelamento &Bpor 45 segundos e extensdo a
72°C por 60 segundos, com uma extensao final € p&r 10 minutos. O produto da
PCR de 173pb foi submetido a RFLP utilizando aranzie restricdo &Hll a 37°C
durante a noite, conforme descrito previamenteiteaatura (Nget al, 2002). Este
polimorfismo caracteriza-se por uma substituicdaia@ timina (T) por uma citosina
(C) na posicéo +15339 no éxon 2 do gene de GLUTdndo o sitio de reconhecimento
da enzima de restricaoadll. Os produtos foram visualizados em gel de ag@ara
2,0%, podendo haver fragmentos de 173pb, refesed@o genotipo homozigoto
selvagem (T/T); 138pb e 35pb, referentes ao gemdtipmozigoto mutante (C/C);
173pb, 138pb e 35pb, referindo-se ao gendtipo dwtgto (T/C) (Figura 10). Foi
analisado um total de 614 amostras para este pdismo (136 individuos
assintomaticos, 18 oligosintomaticos, 90 com TSAVKHAQ02 individuos nao-infectados
de Salvador-BA, 85 individuos da tribo Tiriyd, 56sdendentes de europeus da regido
Sul e 41 descendentes de japoneses, 44 descendintesiropeus e 42 afro-
descendentes da regido Sudeste).

1 2 3 4 5 6 TMPM
T TiC ciC
173ph == —
138pb — —
35pb — —
(A) (B)

Figura 10 - (A) Esquema do padréao de restricdo para o fragmegéwidido com a enzima
Hadll. (B) Gel de agarose 2,0% corado com brometo de etmimo exemplo da
genotipagem para o polimorfismo HaelllIT>C no geaeGd.UT1 apds RFLP com a enzima
de restricdo Hdll. Amostras 1 e 5:fragmentos de 138pb e 35pb equivalentes ao genotip
homozigoto mutante (C/C2, 4, 6 e 7bandas de 173pb, 138pb e 35pb referentes ao gendti
heterozigoto (T/C)3: fragmento de 173pb equivalente ao gendtipo homtzigelvagem
(T/T); MPM: marcador de peso molecular de 100pb.
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-Analise do Polimorfismo -2841A>T

O polimorfismo -2841A>T consiste da substituicdowtea adenina (A) para
uma timina (T) na posi¢céo -2841 na regido promotlargene da GLUT1. Sua andlise
foi realizada por Sequenciamento. Os produtos da &€ 339pb amplificados com os
“primers” 5’'GCTGAGAATGGCCTTCCCTCAAT3'(F) e 5GTCTGCCTTACTCAG
CCCATGGGTC3'(R) foram purificados usando o kit “@ick PCR Purification” da
QIAGEM (QIAGEM Inc., Valencia, CA). Posteriormentegs sequéncias e 0s
eletroferogramas gerados a partir do sequienciagomatico 3100 ABI Prism foram
analisados utilizando o programa SeqScape softwWAmplied Biosystems). As
variagbes nas sequéncias foram confirmadas nosaonag BioEdit (Hall TA, 1999) e
GeneDoc (Nicholast al, 1997). Foi sequenciado um fragmento de 339pbna¢otal
de 180 amostras (53 assintomaticos, 18 oligosinioosa 54 TSP/HAM e 55
soronegativos da populacdo geral de Salvadorzaitio os mesmosptimers da
PCR.

Deteccdo da Carga Proviral do HTLV-1

A carga proviral do HTLV-1 em PBMC de individuosfaatados foi
determinada através da PCR quantitativa em termgdoutdizando o sistema TagMan
através do aparelho ABI Prism 7700 (PE-Applied Bétsms). O principio da TagMan
PCR em tempo real é baseado na clivagem de uma suedna anelada a seqiéncia-
alvo através da atividade exonucleasica 5-3’ dg palimerase durante a fase de
extensdo. A clivagem da sonda libera, entdo, untagscéncia que é medida em tempo
real. A quantificacdo do DNA da albumina humanaréailizada em paralelo em todas
as amostras com o intuito de determinar a quardid@dDNA celular presente e foi
utilizada como controle interno para normalizavasacfes existentes em decorréncia
das diferencas na contagem de PBMC e/ou extracddNde Todas as amostras de
pacientes foram amplificadas em duplicata e o valédio do nimero de copias foi
utilizado para quantificar o DNA do HTLV-1 e da athina. A quantidade de provirus
foi calculada pela taxa de (nimero de coépias de gehdo HTLV-1)/(numero de
copias do gene da albumina humana) X 2 X E@ram utilizados osptimers” TAX1
(5'CGGATACCCIGTCTACGTGTTT3') e TAX2 (5'CTGAGCIGAIAACGCGTCCA
3) e a sonda TAX3 (6FAM-ATCACCTGGGACCCCATCGATGGTARA) para
amplificacdo do DNA proviral (Deheés al.,2002).
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5.4- ANALISES ESTATISTICAS

Nas analises dos polimorfismos, as frequénciascasélforam estimadas por
contagem direta dos alelos. A concordancia dasuémcas genotipicas com o
equilibrio de Hardy-Weinberg e observacdo da existéde desequilibrio de ligacao
entre os polimorfismos foram testadas utilizanddemepop v3.4 (Raymond & Rousset,
1995). A anélise de associacao entre estes polsnmw$ e TSP/HAM foi avaliada pelo
calculo de qui-quadrado ou pelo teste exato desFighdiferenca da mediana da carga
proviral nos individuos infectados pelo HTLV-1 favaliada pelo teste de Mann-
Whitney U e pelo teste de Kruskal-Wallis, com pést¢ de Duns. Um valor de p<0,05
foi aceito como estatisticamente significante.
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6- RESULTADOS

A metodologia e os resultados detalhados destalestgtdo contidos nos
manuscritos anexados (manuscritos 1 e 2). A poaalagstudada compreendeu
individuos portadores do HTLV-1 provenientes dot@ede HTLV/Fundacdo Bahiana
para o Desenvolvimento das Ciéncias/CPqGM-FIOCRGa)vador-Bahia e da
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, Sdo Padiiidlmos nao-infectados pelo
HTLV-1 representativos da populagdo geral de Saladafro-descendentes,
descendentes de europeus e descendentes de japdaesgido Sudeste; individuos da
tribo Tiriyd e descendentes de europeus (alemaasjedidao Sul, totalizando 614
amostras genotipadas para os polimorfismos Xbal&>aellIT>C e 180 amostras
para o polimorfismo -2841A>T do gene da GLUT1. Toda andlises foram realizadas
separadamente nas populacfes de individuos inéecialo HTLV-1 de Salvador e de
Ribeirdo Preto. Nao foram verificadas diferencas frequiéncias alélicas e genotipicas
quando estas populacdes foram estratificadas (px(ROr esse motivo, compilamos as
populacdes de individuos portadores de HTLV-1, enientes de Salvador e de
Ribeirdo Preto, em um uUnico grupo. As amostramdeiduos infectados, com dados
relativos a carga proviral, idade e género dispmajforam classificadas de acordo com
o statusclinico e os pacientes foram, entédo, caracterizado relacdo a idade e género
(Tabela 1).

Tabela 1.Caracterizacdo dos pacientes infectados pelo HIldé-acordo com a idade

e 0 género

Género

n (%)
StatusClinico n Média da idade M F

(Min-Max)

Assintomatico 98 40 (2-64) 33 (33,7) 65 (66,3)
Oligosintomatico 7 45 (30-53) 3(42,9) 4 (57,1)
TSP/HAM 88 52 (15-74) 30 (34,0) 58 (66,0)
Total 193 45,7 66 (34,2) 127 (65,8)

n= namero de amostras; M= género masculino; F=rgéeeinino
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A quantificacdo da carga proviral foi realizada &#8 amostras das 193 com
dados de idade e género disponiveis (85 assintwsatB6 com TSP/HAM e 7
oligosintomaticos). As demais amostras (n=15) &erdm a quantificacdo da carga
proviral realizada, pois os pacientes diagnostisgaira o HTLV-1 nao retornaram ao
Centro de referéncia de HTLV, em Salvador, paralei& de sangue destinada para esta
finalidade. A mediana da carga proviral do HTLV-dsrindividuos assintométicos foi
de 5.460 x 19 (logi=3,74), nos individuos oligosintomaticos foi de 8% x 16
(log1=4,75) e nos pacientes com TSP/HAM foi de 35.4661%° (log;=4,55). A carga
proviral nos individuos assintomaticos foi sigrafivtamente menor do que nos
pacientes oligosintomaticos (p=0,008) e com TSP/HAKND,0001). Entretanto, nao foi
observada diferenca estatisticamente significamé@do a mediana da carga proviral do
HTLV-1 foi comparada entre os pacientes oligosirdboos e com TSP/HAM
(p=0,3627) (Figura 11). A comparacdo das medianas chrgas provirais nos
individuos infectados pelo HTLV-1 com os gendtipas polimorfismos estudados ndo

revelou diferenca estatisticamente significantgyfas 12, 13 e 14).
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Figura 11- Mediana da carga proviral do HTLV-1 em individuéssintomaticos, oligosintomaticos e
com TSP/HAM, representada como cépias do HTLV-1 JBcélulas mononucleares e determinada
por PCR quantitativo em tempo real.
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Figura 12- Comparagédo dos genétipos do polimorfismo XbalGei @ mediana da carga
proviral do HTLV-1. p>0,05
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proviral do HTLV-1. p>0,05
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Figura 14- Comparagdo dos genotipos do polimorfismo -2841Awpm @ mediana da carga
proviral do HTLV-1. p>0,05

A andlise do polimorfismo XbalG>T revelou uma frégdia dos alelos G/T nos
pacientes assintométicos de 61,0%/39,0%, nos atigosaticos de 77,8%/22,2% e nos
pacientes com TSP/HAM de 61,1%/38,9% (Tabela 2).0Bbservado um aumento na
freqiéncia do alelo G nos individuos oligosintoe@i (77,8%) quando comparados
aos pacientes com TSP/HAM (61,1%f=3,612, p=0,057, 1d.f.) e assintomaticos
(61,0%) (°=3,825, p=0,056, 1d.f.) (Tabela 2). Foi observataiém um aumento da
frequiéncia do gendtipo T/T nos pacientes assinioosa(11,8%) ¥°=5,113, p=0,078,
2d.f.) e com TSP/HAM (13,3%)%=4,199, p=0,123, 2d.f.) quando comparados aos
oligosintomaticos (5,6%) (Tabelas 2). As frequémcmlélicas e genotipicas nédo
divergiram quando os individuos infectados pelo MTlLforam comparados aos néo
infectados *=2,004, p=0,157, 1d.f. °=2,387, p=0,303, 2d.f., respectivamente)
(Tabela 2).
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Tabela 2.Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfixthalG>T em individuos
infectados pelo HTLV-1 assintomaticos, oligosinttcags, com TSP/HAM e

individuos nao-infectados de Salvador-BA.

Genotipos Alelos
n (%) n (%)
n G/IG GIT TIT G T

Infectados’ 244  89(36,5) 126(51,6) 29(11,9) 304 (62,3) 1BAY)
TSP/HAM?¢ 90 32(356) 46(51,1)  12(13,3) 110(61,1) 7RI
Assintomatico° 136 46 (33,8) 74 (54,4) 16 (11,8) 166 (61,0) 10BdB
Oligosintomatico$® 18 11 (61,1) 6 (33,3) 1(56) 28(77,8) 31
Soronegativo§ 102 29 (28,4) 57 (55,9) 16 (15,7) 115(56,4) 4&93,6)

*Frequéncia alélica Oligosintomatico X TSP/HAM: pa®7. °Frequéncia alélica Oligosintomatico X
Assintomatico: p=0,056°Freqiiéncia alélica Assintomatico X TSP/HAM: p=0,09%reqiiéncia alélica

Infectados X Soronegativos: p=0,157

Os resultados do estudo do polimorfismo XbalG>T difarentes populacdes
brasileiras revelaram que as freqiiéncias alélicgnetipicas variaram de acordo com a
origem étnica da populacédo estudada (Tabela 3).admireqiéncia do alelo G foi
observada nos descendentes de japoneses da reglaetes (79,3%) e a menor na
populacdo de Amerindios da tribo Tiriyd (52,4%).sNemerindios, foi observada a
maior freqiiéncia do gendtipo homozigoto mutantd)(T128,3%) quando comparados
aos demais grupos populacionais. As frequéncidisadégue apresentaram diferencas

estatisticamente significantes estdo mostradasbald 4.
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Tabela 3.Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfi3thalG>T em individuos
nao-infectados pelo HTLV-1 afro-descendentes, dekages de europeus e
descendentes de japoneses da regido Sudeste, g@mpdia Salvador, descendentes de

alemaes da regido Sul e Amerindios da tribo Tiriy0.

Gendtipos Alelos
n (%) n (%)
Xbal n GIG GIT TIT G T

Populacéao de Salvador 102 29(28,0) 57(56,0) 16(16,0) (®EB0) 89(44,0)

Afro-Descendentes 42 14(33,3) 22(52,4) 6(14,3) 50(59,5) 34(40,5)

Descendentes de europeus44  27(61,4) 13(29,5) 49,1) 67(76,1) 21(23,9)

Descendentes de alemaes 56  25(44,6) 24(42,9) 7(12,5) 74(66,1) 38(33,9)

Descendentes de japonesegll 25(61,0) 15(36,6) 1(2,4) 65(79,3) 17(20,7)

Amerindios 85 28(32,9) 33(38,8) 24(28,3) 9(@,4) 81(47,6)

Tabela 4. Frequéncias alélicas estatisticamente signifisaobservadas nas diferentes

populacdes brasileiras estudadas para o polimarfisbalG>T

Alelos Valor de p
Amerindios X Descendentes de alemaes 0,022
Amerindios X Descendentes de europeus 0,000
Amerindios X Descendentes de japoneses 0,000

Descendentes de alemées X Descendentes de japoneses 0,044

Descendentes de europeus X Afro-descendentes 0,020
Descendentes de europeus X Populacédo de Salvador 001 O,
Descendentes de japoneses X Afro-descendentes 0,006

Descendentes de japoneses X Populacdo de Salvador ,000 O
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Em relacdo ao polimorfismo HaelllT>C, foi observag@ma diminuicdo néo
significante na freqiéncia do gendtipo C/C e aumatt genétipo T/C entre 0s
pacientes com TSP/HAM (54,4% e 40,2%, respectivéeere 0s pacientes
oligosintomaticos (50,0% e 38,9%, respectivamelf}é¥0,822, p=0,663, 2d.f.) e
assintomaticos (67,2% e 25,7%, respectivamepte’b 426, p=0,066, 2d.f.) (Tabela 5).
N&o foi observada diferenca estatisticamente sggmife quando foram comparados os
individuos infectados pelo HTLV-1 e os soronegaiVg’=1,490, p=0,222, 1d.f.;
v*=5,111, p=0.078, 2d.f., respectivamente) (Tabelendyelacado as frequiéncias alélicas
e genotipicas. As frequéncias alélicas ndo divamyirsignificativamente entre os
pacientes infectados pelo HTLV-§%¢1,31, p=0,519, 2d.f.) (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfiski@ellIT>C em

individuos infectados pelo HTLV-1 assintomaticokgasintomaticos, com TSP/HAM

e individuos nao-infectados de Salvador-BA.

Gendtipos Alelos
n (%) n (%)
n TIT T/C C/C T C
Infectadod 250 17 (6,8) 80 (32,00 153(61,2) 114 (22,8) 38582y
TSP/HAM#¢ 92 5(5,4) 37 (40,2) 50 (54,4) 47 (25,5) 137 (74,5)

Assintomaticod* 140  10(7,1) 36 (25,7)  94(67,2) 56 (20,0) 224@pO0,
Oligosintomaticos® 18 2 (11,1) 7 (38,9) 9(50,0) 11(30,6) 25 (69,4)

Soronegativo$ 102 1(1,0) 36 (35,3) 65(63,7) 38(18,6) 166 (B4

*Frequéncia alélica Oligosintomatico X TSP/HAM: p4€2. "Freqiiéncia alélica Oligosintomatico X
Assintomatico: p=0,25ZFrequéncia alélica Assintomatico X TSP/HAM: p=0,1%Arequéncia alélica

Infectados X Soronegativos: p=0,222

Dentre os grupos de diferentes origens étnicasl@stis, foi observada, tal qual
o polimorfismo XbalG>T, uma variacdo nas frequémcadelicas e genotipicas do
polimorfismo HaelllT>C (Tabela 6). A menor frequéndo alelo C foi observada na
populacdo de Amerindios da tribo Tiriy0 (51,8%) enaior, na populacdo de Afro-
descendentes da regido Sudeste (84,5%) (Tabeltlos).Afro-descendentes e nos
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descendentes de japoneses, foi observada a megdéfcia do genotipo homozigoto
selvagem (T/T) (0%) quando comparados aos demaipogr populacionais. As
frequéncias alélicas diferiram significativamentgermas entre os Amerindios e as

demais populacdes brasileiras analisadas (p<0,0001)

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfishi@ellIT>C em
individuos néo-infectados pelo HTLV-1 afro-descarids, descendentes de europeus e
descendentes de japoneses da regido Sudeste, g@mpdia Salvador, descendentes de

alemées da regido Sul e Amerindios da tribo Tiriyo.

Gendtipos Alelos
n (%) n(%)
Haelll n T/T T/IC C/C T C
Populagdo de Salvaddt 102 1(1.0) 36(35.0) 65(64.0) (1386) 166(81.4)
Afro-descendente$ 42 0(0.0) 13(30.9) 29(69.1) 3(15.5) 71(84.5)

Descendentes de europetis 44 3(6.8) 12(27.3) 29(65.9) 8(20.5) 70(79.5)
Descendentes de alem&es 56 3(5.4) 23(41.1) 30(53.5) 9(25.9) 83(74.1)
Descendentes de japoneses 41 0(0.0) 20(48.8) 21(51.2) O(24.4) 62(75.6)

Amerindios®Pd-€ 85 17(20.0) 48(56.5) 20(23.5) 4RP) 88(51.8)

*Freqiéncias alélicas Amerindios X Descendentes ldmaas: p<0,0001°Frequiéncias alélicas Amerindios X
Descendentes de europeus: p<0,06Bteqiiéncias alélicas Amerindios X Afro-descendeme®,0001 ‘Frequiéncias
alélicas Amerindios X Descendentes de japonese8;0p&1. °Freqiiéncias alélicas Amerindios X Populacdo de
Salvador: p<0,0001

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimmdis -2841A>T nao
apresentaram diferencas estatisticamente signiéisaquando os individuos infectados
pelo HTLV-1 foram comparados aos individuos soratiggs §°=0,130, p=0.719,
1d.f.; ¥°=0,154, p=0,926, 1d.f., respectivamente), assimocquando os pacientes com
HTLV-1 foram comparados entre sj’£0,8, p=0,670, 2d.f.x*=0,9, p=0,924, 4d.f.,
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respectivamente) (Tabela 7). O sequenciamento @ehb38a regido promotora do gene
da GLUT1 de 180 amostras revelou a existéncia ceenowa mutacdo G>T na posicao
-2807 em 6 individuos analisados: 3 infectados pé¢ld.V-1 (2 TSP/HAM e 1

assintomatico) e 3 individuos nao-infectados dedslalr-Ba (Figura 15).

Tabela 7.Frequiéncias genotipicas e alélicas do polimorfise8d1A>T em individuos
infectados pelo HTLV-1 assintomaticos, oligosinttcags, com TSP/HAM e

individuos nao-infectados de Salvador-BA.

Genotipos Alelos
n (%) n (%)

-2841A>T n A/A AT TIT A T
Infectados 125 36(28,8) 61(48,8) 28(22,4) 82(52,6) 74447,
TSP/HAM®¢ 54  18(33,3) 23(42,6) 13(24,1) 59(54,6) 49 (¥5,4
Assintomaticod 53 14 (26,4) 29 (54,7) 10(18,9) 57(53,8) 49 (36,2
Oligosintomaticos® 18  4(22,2) 9 (50,0) 5(27,8) 17 (47,2) 19 (52,8)
Soronegativoé 55  12(21,8) 26(47,3) 17(30,9) 50(455) 60 (54,5

*Frequéncia alélica Oligosintomatico X TSP/HAM: p4l. °Frequéncia alélica Oligosintomatico X
Assintomatico: p=0,497 ‘Frequiéncia alélica Assintomatico X TSP/HAM: p=0,90Brequéncia alélica

Infectados X Soronegativos: p=0,719
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Figura 15 Resultado do sequenciamento de 339pb da regidmopsca do gene da GLUTL,
mostrando em destaque no retangulo (no nucleoddeo cromatograma) a existéncia do genotipo
heterozigoto G/T na posi¢éo 143 da regido analigadaorresponde a posi¢céo -2807 no gene.
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7- DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado uma associacéo anpolimorfismos nas
regides regulatérias (incluindo a regido promotdeyienes humanos e manifestacédo de
doenca (Licastret al.,2003; Sabouret al., 2004; Yoshikaweet al., 2002). Gadelha e
colaboradores demonstraram que polimorfismos ne gannterleucina 6 nas posi¢cdes
-174 e -634 estdo associados com o desenvolvimdntdSP/HAM em individuos
infectados pelo HTLV-1 de Salvador-BA e que o pailifismo -174G>C esta associado
também com uma diminuicdo nos niveis de osteo@albirs individuos assintomaticos
de até 45 anos infectados pelo HTLV-1 (Gadethal Submetidn

Polimorfismos no gene da GLUT1 foram associadosusceptibilidade a
nefropatia diabética em pacientes com diabetestoselios tipo 1 e 2 em diferentes
populacdes (Liet al, 1998; Liuet al, 1999; Grzeszczakt al, 2001; Hodgkinsoret
al., 2005). SNPs localizados nas regides regulatériagahe da GLUT1 que tém
potencial para modular a expressao génica poritacain-se em sitios de ligacdo a
fatores de transcricdo ou por estarem diretametdeionados a outros SNPs funcionais
podem influenciar a expressao da proteina GLUTZXélala, levando a uma alta ou
baixa producao protéica. Estes diferentes fenotiegsroducdo da proteina podem estar
relacionados a funcionalidade da mesma e afetapagel na membrana celular, seja
em relacdo ao transporte de glicose, sua funcawmlial, seja em relacdo ao seu papel
na entrada do HTLV-1 na célula. De fato, diversasudos sugerem que tais
polimorfismos no gene humano da GLUT1 afetam, dioet indiretamente, a funcéo de
transporte de glicose da proteina e relacionamesdesenvolvimento de patologias
associadas ao acumulo ou falta de glicose na ogluiaet al, 1999; Grzeszcza#t al,
2001; Hodgkinsoret al., 2005; Liuet al, 1998). Aléem disso, as frequéncias desses
polimorfismos divergiram em populacdes com ascetcidénétnicas diferentes. Em
relacdo a infeccdo pelo HTLV-1, ndo existem estutissritos na literatura que tratem
da associacao entre SNPs no gene da GLUT1, a sibfcigue a infeccéo pelo virus e
o desenvolvimento das doencas relacionadas. Ensbprancipal forma de replicacao
viral seja via expansdo clonal, através de mitaddds pelas células infectadas, a
transmissdo célula-célula, através da formacdonda ftsinapse viroldégica”, com a
utilizacdo da GLUT1 pelo virus para entrada, nalaélambém ocorre. Tal “sinapse

virolégica” cria um reservatorio onde o virus fimategido, durante sua transmissao da
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célula infectada para a nao-infectada, das célafasoras do sistema imune do
hospedeiro. Como apenas um pequeno grupo de indwithfectados pelo HTLV-1
desenvolve TSP/HAM ou ATLL, talvez possa existiraudiferenca na atividade da
proteina GLUT1, em conjunto com outros fatoresivirou do hospedeiro, entre
aqueles que sao susceptiveis ao desenvolvimemtoehgas e aqueles que ndo séo. Esta
diferenca pode ser causada por uma proteina vamanpor polimorfismos nas regiées
regulatérias, promotora e codificante do gene efidas em sua expressao.

Tem sido demonstrado que uma elevada carga prodoaHTLV-1 esta
associada com um aumento no risco da progressateatega (Nagaet al., 1998),
progressao da desabilidade motora (Takenoattdl., 2003) e risco da transmissao
sexual do HTLV-1 (Kaplaret al., 1996). Em pacientes com TSP/HAM do Japéo, a
mediana da carga proviral em células mononucledmesangue periférico (PBMC) é
dez vezes maior que em assintomaticos (Nagail., 1998). No nosso estudo, nos
observamos que a mediana da carga proviral do HT Lot menor nos individuos
assintomaticos do que nos pacientes oligosintonosggccom TSP/HAM, sugerindo que
este aspecto da infecgdo pelo HTLV-1 esta assoctado o desenvolvimento de
sintomas neurolégicos. Além disso, nds também iganifos que 0s pacientes
oligosintomaticos apresentaram a mediana da camarg mais elevada em relagcéo
aos pacientes com TSP/HAM. Este resultado podeesglicado de acordo com o
modelo proposto de evolugdo da carga proviral doL\HT na patogénese da
TSP/HAM (Grantet al., 2002). Segundo este modelo, durante a infeccé@odpd, a
carga proviral seria alta no sangue periférico, emmpico momentaneo, seguido por
uma queda que se manteria equilibrada sobre odoedi® laténcia clinica. Dependendo
da efetividade da resposta imune do hospedeircargacproviral poderia sair do
equilibrio e aumentar continuamente, associandageaparecimento de sintomas
relacionados a infeccao viral, como o observad@aaentes oligosintomaticos. Apos a
instalacdo da TSP/HAM, a carga alcancaria um nda&td pmantendo-se relativamente

estavel ao longo da doenca.

Este é o primeiro estudo na populacdo brasileiragaenforam analisados os
polimorfismos no gene humano da GLUT1 em individnésctados pelo HTLV-1 e na
populacdo nao-infectada, e correlacionados com rgaca@roviral em pacientes
infectados pelo HTLV-1.
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O polimorfismo HaelllIT>C localiza-se no éxon 2 deng de GLUT1 e nao
altera o aminoacido na proteina codificada. Nosstude ndo demonstrou uma
associagcdo entre as freqUéncias genotipicas eaalélieste polimorfismo e o risco
aumentado de desenvolvimento de TSP/HAM e infepefmHTLV-1.

O polimorfismo -2841A>T esta localizado proximo BElemento Responsivo a
HIF no promotor de GLUT1, o qual apresenta a calaaa de aumentar a expressao de
GLUT1 em condi¢des de hipoxia (Hayashial.,2004). Foi recentemente demonstrado
que a proteina Tax viral media a ativagdo da tragé&sr de HIF-1 através da via de
sinalizacdo PI3K/AKT (Tornitaet al, 2007). Este mecanismo poderia induzir a
expressdo de GLUT1 em células infectadas pelo HIL&/facilitar sua transmissao.
Nosso estudo, por sua vez, nao encontrou assocetB® 0 polimorfismo -2841 e o
desenvolvimento de doenca neurolégica em individindectados pelo HTLV-1.
Através do seguUenciamento da regido de -2741 a0-8@8 promotor de GLUTL,
identificamos uma mutacdo de uma guanina (G) pawa timina (T) na posicao -2807
em seis amostras analisadas, o que correspond@%. da populacdo estudada,
caracterizando esta mutacdo como um sitio policwri\ analise de ligacdo entre os
polimorfismos estudados demonstrou existéncia defarte desequilibrio de ligacéo
entre os polimorfismos -2841A>T e HaelllIT>C: nagaeca do alelo mutante C do
polimorfismo HaelllT>C ocorre a auséncia do alelatanmte T do polimorfismo -
2841A>T.

O polimorfismo XbalG>T tem sido associado, assirma@oo polimorfismo -
2841, a susceptibilidade a nefropatia diabéticdudes em populacdes de asiaticos e
caucasianos da Inglaterra e da Polonia mostraraanoqalelo T e o gendtipo T/C
apresentam uma forte associacdo com o desenvoldrdemefropatia diabética e que
afetam a entrada de glicose na célula (etual., 1999; Hodgkinsoret al., 2001,
Grzeszczalet al.,2001). Outros estudos em populacdes de caucasianidgamarca e
da Espanha ndo encontraram tal associacao (Gatetrag, 1998; Tarnowvet al.,2001).
Nossos resultados, por sua vez, ndo demonstraraotiasao entre os alelos e os
gendtipos com o desenvolvimento de manifestacdesoldgicas em individuos
infectados pelo HTLV-1. O polimorfismo XbalG>T est&alizado no intron 2 do gene
da GLUT1, dessa forma ele ndo causa uma mudangedqiggncia da proteina. A
divergéncia de associacdo encontrada entre esimgoiidémo e susceptibilidade a

nefropatia diabética pode ser explicada atravésxidéncia de desequilibrio de ligacdo



Discussao 59

entre os alelos do polimorfismo XbalG>T e outro cador da doenca, o qual pode
alterar a funcionalidade da proteina e afetar eadatde glicose, sendo que o padrdo
deste desequilibrio de ligacdo é diferente em dlifess populacbes. Em relacdo as
amostras de individuos infectados pelo HTLV-1 aaalas no nosso estudo, foi
observado um forte desequilibrio de ligacdo entsepolimorfismos XbalG>T e
HaelllIT>C. Entretanto, como demonstrado anteriotgesimbos os polimorfismos nao
estdo relacionados com o desenvolvimento de TSP/HANMO podem ser estudados

como marcadores desta patologia.

E importante salientar que diferencas na distréiglélica de diferentes genes
tém sido encontradas em diversos grupos étnicos éCal, 2001; Meenagtet al.,
2002). Alguns estudos realizados com o intuitosdgnar a mistura étnica na populacao
brasileira tém demonstrado que as diferentes regideBrasil variam em relagédo a
contribuicdo de cada grupo na formacao bdekgroundgenético (Dornelle®t al.,
1999; Gadelhat al.,2005. O Brasil € um pais que foi colonizado por repnesges de
diferentes grupos étnicos, tais como europeusaaios e os amerindios. A regido Sul é
composta predominantemente por descendentes deeesroA regido Norte, por sua
vez, apresenta uma alta contribuicAo dos ameringlic®s europeus e uma baixa
contribuicdo genética dos africanos. No Nordesteais importante contribuicdo para a
formacao ddackgroundgenético da regido € dos europeus e africanos.

Estudos anteriores realizados por nosso grupo amasir que a frequéncia
alélica de polimorfismos nas Interleucinas 6 (Glaaelt al., 2005) e 10 (dados né&o
publicados) variou entre as regifes brasileirastédNestudo, nés demonstramos uma
diferenca na distribuigéo dos polimorfismos XbalGe>HaellIT>C do gene da GLUT1
em seis grupos brasileiros com diferentes contyiims étnicas. A frequéncia do alelo
XbalG é altamente heterogénea em diferentes pdmsdag sua maior prevaléncia foi
observada nos descendentes de japoneses do Brasil semelhante aquela observada
previamente nos chineses e japoneses (Tabelat8)alEto apresentou uma freqiéncia
similar na populacéo de Salvador e de Afro-desaardala regido Sudeste sendo este
dado similar ao observado previamente em Afro-azaeds (Pontirolet al, 1996; Liu
et al, 1999; Hodgkinsoet al.,2001; Grzeszczadt al, 2001) (Tabela 8).

A frequéncia do alelo XbalT nos descendentes depeus da regidao Sul foi

maior do que o observado na regido Sudeste. Esilta®@o pode ser explicado devido a
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variacdo existente na frequéncia dos alelos danpofismo XbalG>T nas diferentes
populacdes européias (Tabela 8) e a colonizacaupéiar diferencial ocorrida nestas
duas regides brasileiras: o Sul apresentou umaomredncia dos colonizadores
europeus provenientes da Alemanha e o Sudesterddbminantemente colonizado

pelos Italianos (Tabela 8).

Quanto a diferenca observada na frequiéncia do mletante T do polimorfismo
XbalG>T entre os Amerindios da tribo Tiriyd (47,6%ps descendentes de japoneses
da regido Sudeste (20,7%), é possivel explica#véd da existéncia de uma populacao
estruturada formada devido a ocorréncia de end@gaaniribo Tiriyd 0 que explicaria a

elevada frequiéncia deste alelo na populacéo deiAdies.

Em relacdo ao polimorfismo HaelllT>C, nos tambértedamos uma elevada
heterogeneidade entre as amostras do Brasil evalnses uma diferenca significante na
distribuicdo da frequiéncia alélica entre a tribdy®ie os outros cinco grupos estudados
(p<0,0001). Esta ultima observacdo também podexqaicada devido a existéncia de
endogamia entre os indigenas, o que resultou enfregi@@ncia similar dos alelos (T e
C) estudados.

Poucos estudos tém analisado o polimorfismo Hae@lTe todos foram
realizados em europeus e japoneses. Nossas freagi@enotipicas de descendentes de
europeus e de japoneses da regidao Sudeste forataregmao observado em estudos
anteriores (Neet al, 2002; Tacet al, 1995).

Nossos resultados sugerem que os polimorfismoslifia€l, XbalG>T e -
2841A>T, apesar de, possivelmente, estarem reladoescom a entrada de glicose na
célula (XbalG>T e -2841A>T) podem nao estar rela@dns com a infeccdo pelo
HTLV-1 nem com o desenvolvimento de TSP/HAM, sugdoi que as diferentes
atividades realizadas pela proteina GLUT1 (trartspie glicose e recepc¢ao do HTLV-
1) sdo mediadas por diferentes dominios da mesessalforma, torna-se necessario o
estudo de outros SNP no gene humano da GLUT1 penficar a existéncia de

associacao entre estes e o desenvolvimento de ASR/H



Discussao 61

Tabela 8. Frequiéncias genotipicas e alélicas do polimorfi3thalG>T em diferentes
populacdes

Genotipos (%) Alelos(%)

XbalG>T G/IG GIT T/IT G T

Europeus (Inglaterraj 20,2 57,7 22,1 49,0 51,0
Europeus (Espanhd) 36,7 455 178 59,5 40,5
Asiaticos(Chinaf 62,0 33,0 5,0 79,0 21,0
Afro -americanos (Estados Unido8) 31,0 48,3 20,7 55,0 45,0
Populacao de Salvado(Brasil) 28,0 56,0 16,0 56,0 44,0
Afro-descendente(Brasil) 33,3 52,4 14,3 59,5 40,5
Descendentes de japones(Brasil) 61,0 36,6 2,4 79,3 20,7
Amerindios (Brasil) 32,9 38,8 28,3 52,4 47,6
Descendentes de europel(Brasil) 44,6 42,9 12,5 66,1 33,9

Descendentes de alemé(Brasil) 61,4 29,5 9,1 76,1 23,9

a: Hodgkinsoret al, 2001.b: Grzeszczalet al, 2001.c: Liu et al.,1999.d: Pontiroliet al.,1996.
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8- CONCLUSOES

- Os polimorfismos XbalG>T, HaelllT>C e -2841A>T m&stado associados com o

desenvolvimento de TSP/HAM neste grupo de pacientestados pelo HTLV-1.

- Os polimorfismos estudados em GLUT1, na populagdalisada, ndo afetam a

infeccdo pelo HTLV-1.

- O estudo do polimorfismo -2841A>T revelou a eéxisia de um novo polimorfismo (-
2807G>T) na populacdo estudada de individuos mfest e ndo-infectados de
Salvador-BA.

- O estudo dos polimorfismos XbalG>T e HaelllIT>C grapos de diferentes etnias do
Brasil demonstrou que as frequéncias alélicas tmsapolimorfismos variaram de

acordo com a etnia.

APOIO

CAPES/CNPg - Coordenacdo de Aperfeicoamento de o&llesde Nivel

Superior/Conselho Nacional de Desenvolvimento Tfieate Tecnoldgico
FAPESB — Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estafalda
Ministério da Saude do Brasil

Centro de HTLV/FBDC — Fundacao Bahiana para o Dedeimento das Ciéncias
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ABSTRACT

GLUT is the major glucose transporter in mammalieglls. Single nucleotide
polymorphisms (SNP) at GLUT1 promoter and regulategions have been associated
to the risk of developing nephropathy in differetype 1 and type 2 diabetic
populations. It has been demonstrated that diftmenin allelic and genotypic
frequencies of GLUT1 gene (SLC2A1l) polymorphismscusc among different
populations. Thus, ethnic differences in distribntiof GLUT1 gene polymorphisms
may be an important factor in determining geneatiseassociation. In this study, we
investigated the XbalG>T and HaelllT>C polymorphssin six different Brazilian
populations: 102 individuals from Salvador popwat(Northern Brazil), 56 European
descendants from Joinville (South Brazil), 85 Imdidrom Tiryié tribe (North Brazil)
and 127 samples from Southern Brazil: 44 from Eeampdescendants, 42 from African
descendants and 41 from Japanese descendantsyg@efrefjuencies from both sites
did not differ significantly from those expectedden the Hardy-Weinberg equilibrium.
We verified that the allele frequencies of bothypwbrphisms were heterogeneous in

these six Brazilian ethnic groups.
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INTRODUCTION

Mammalian cells usually require blood glucose & timajor energy source and
this molecule is transported into the cell by thecgse transporters (GLUT). These
transporters constitute a family of 13 members ficititate basal glucose transport into
cells. GLUT1, a member of the class | family of gge transporters together with
GLUT2, GLUTS3, GLUT4 and GLUT14, is an uniport carithat passively facilitates
glucose transport across membranes. GLUT1 is wi@alyressed, being the main
glucose transporter in the brain, placenta andhesgytes (Brosius & Heilig, 2005).
The GLUT1 gene is located on chromosome 1 at 1p8d single nucleotide
polymorphisms (SNP) in its promoter and regulat@gions have been implicated in
the risk of developing nephropathy in differenteyp and type 2 diabetic populations
(Hodgkinson et al., 2005; Gutierrez et al., 1998z&5zczak et al., 2001; Liu et al.,
1999; Liu et al., 1998). In addition, it was prawsty demonstrated that differences in
allelic and genotypic frequencies of GLUT1 geneypwrphisms occur among different
populations (Hodgkinson et al., 2005; Gutierrealet 1998; Grzeszczak et al., 2001;
Liu et al., 1999; Liu et al., 1998). This ethniwelisity may be an important factor in

determining gene-disease association (Brosius 8i¢j&i005).

Brazil is a South-American nation characterizedthy admixture of several
ethnic groups as Portugueses, Africans, indigertabss, and a variety of others
European immigrants. It became an ethnic, geneticcaltural diverse nation (Alves-
Silva et al., 2000; Callegari-Jacques & Salzan®9)9However, the contribution of
these different ethnic groups varies among thesifit regions of Brazil (Domelles et
al., 1999).

Because variations in GLUT1 polymorphisms have b&ssociated to disease
susceptibility among various ethnic groups, andabse there is no information about
GLUT1 polymorphisms in Brazilians, we investigatbé distribution of the XbalG>T
and HaelllT>C polymorphisms at GLUT1 gene in distiBrazilian populations with

different ethnic backgrounds.
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MATERIALS AND METHODS

Populations studied: We examined 370 genomic DNA samples from distinct
populations of Brazil that were collected betwe®97L and 2002 as part of previous
studies: 102 samples from the general populatio®a¥ador/Bahia (Teixeira et al.,
2002), approximately 80% of which have mixed Pawege and African ancestry
(Azevedo et al.,, 1982), representing the BrazilMdarthern region; 56 European
descendants from Joinville/Santa Catarina bloodecdisouth Brazil) (Grimaldi et al.,
2002); 85 samples from the Indians from Tiryio ésitvho live in North Brazil along
the border of Suriname (Shindo et al., 2002) and 42mples from Southern Brazil
(Séo Paulo state): 44 samples collected from Eammescendants, 42 from African
descendants and 41 from Japanese descendants.l&sttigroup, the criteria established
for their selection was based on the pure famdéistendancy in the two preceding
generations and absence of kinship among them Gdmeles. 2002).

DNA extraction and single nucleotide polymorphism dtection: Genomic DNA was
extracted from peripheral blood mononuclear celing a proteinase K treatment
followed by a phenol-chloroform method. The anaysi the XbalG>T and HaelllT>C
polymorphisms was performed through PCR amplifasatfollowed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) using primand #CR conditions described by
Ng et al. (2002)The XbalG>T polymorphism consists of a G-to-T sitbson, which
abolishes a recognition site for theba restriction enzyme. The resulting digested
fragments were separated by gel electrophoresassloB% agarose gel and scored under
ultraviolet light. The HaelllT>C polymorphism costs of a C-to-T substitution that
creates a recognition site for theadll restriction enzyme. The fragments were

electrophoresed on a 2.0% agarose gel and visdadiizk ethidium bromide.

Statistical Methods: The allelic frequencies were estimated by direldl@lcounting.
The conformity with Hardy-Weinberg equilibrium anéxistence of linkage
disequilibrium were tested using the Genepop V(Ra&ymond & Rousset, 1995). The
heterogeneity between population samples was eeally Fisher's exact test or ¥

test. A p-value< 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The distribution of GLUT1 polymorphisms frequenciesthe six populations
studied is shown in Table 1. Genotypic and all&kgiuencies from the analyzed sites
did not differ significantly from those expectedden Hardy-Weinberg equilibrium,
except from the XbalG>T polymorphism on the Ameramd from Tiryid tribe
(p=0.0459). We observed a strong linkage disequilib between the HaelllT>C and
XbalG>T polymorphisms in Salvador population (p£f@m06) and European
descendants from South Brazil (p=0.0152). The alfebquencies of the XbalG>T
(p<0.001) and HaelllT>C (p<0.001) polymorphismsfatéd among the regional
Brazilian populations: the Indians from Tiryio teilpresented the lowest XbalG allele
frequency (52.4%) and the Japanese descendantsthieadhighest XbalG allele
frequency (79.3%). A similarly heterogeneous patt@as observed in the HaellIT>C
polymorphism frequencies. The HaelllT allele wasno in the lowest frequency in the
European descendants from Southern Brazil (15.5%b)rathe highest frequency in the
Tiryio tribe (48.2%) (Table 1).

The allele frequencies of the XbalG>Jolymorphism differed significantly
among populations as showed in the table 2. Intioelato the HaelllT>C
polymorphism, we only observed a significant défece in the allelic frequency

distribution between Tiryi6 tribe and the otherefigroups studied (p<0.0001).

DISCUSSION

Many studies that estimate the ethnic admixtur¢han Brazilian people have
shown that the contribution of each ethnic grougha gene pool formation varies
according to the Brazilian regions (Dornelles et #D99). Brazil was colonized by
representatives of different ethnic groups, suchEasopeans, Africans and the
autochthonous Amerindians. The South is predomipmacdmposed by European
descendents. The Germany influence, for example, wgoortant in Joinville, city
located in Santa Catarina State. The North regmws a high contribution from both
the Amerindians and Europeans, and a lower cotioibwf Africans. In the Northern
Brazil, the most important contribution to the geyml region is from European and

African, and there is a smaller influence of Amdrams, as showed in the city of
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Salvador (capital of the state of Bahia) (Salzankré&re-Maia, 1967). In this study, we
show a different distribution of the XbalG>T anddH&r>C GLUT1 polymorphisms in

different Brazilian populations.

Differences in the distribution of SNP can be obsdrin populations with
different ethnic backgrounds (Cox et al., 2001; Nagh et al., 2002). Our previous
studies have also shown that allelic frequencyaymorphisms in the Interleukins 6

(Gadelha et al., 2005) and 10 (data not showngsamong Brazilian regions.

Previous results have shown that the XbalG alleleguency is highly
heterogeneous among different populations (Tahld8¢ higher frequency of XbalG
allele in the Japanese descendants from Braziloissistent with those observed
previously in the Chinese and Japanese popula(ibakle 3). This allele showed a
similar frequency in the African descendants fromutBern Brazil and Salvador
population (Table 1). These data are consistenh wWibse observed previously in

African-American populations (Table 3).

The XbalT allele frequency in the European descetsdaom South Brazil is
higher than that observed in the European desc&nffam Southern Brazil (Table 1).
This result can be due to the variation existertheallele frequency of the XbalG>T
polymorphism in the different European populatiqigble 3) and to the different
European colonization occurred in these two regitms South had a predominance of

the German colonizers and the Southern was predmtiyncolonized by the Italians.

Concerning the difference in the allelic frequenof the XbalG>T
polymorphism observed between Indians from Tiryibet and Japanese descendants

(Table 1), it can be explained by the practicerafagamy in the Tiryio tribe.

In relation to the HaelllT>C polymorphism, we alstetected a great
heterogeneity among Brazilian samples and a sagmfi difference in the allelic
frequency distribution between Indians from Tintidbe and the other five groups
studied. This last observation may also be dubdtactice of endogamy in the Tiryid

tribe resulting in similar frequencies of both Eke(T and C) analyzed.

Few studies have investigated the HaelllT>C gerlgnparphism and they all

were carried out in European and Japanese pomsatiur genotype frequencies of the
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European and Japanese descendants from the Solfreih were similar to those
observed in previous studies (Ng et al.,2002; Tad.£1995).

GLUT1 gene polymorphisms have been associated wéhelopment of
nephropathy in different type 1 and type 2 diabptipulations and differences in allelic
and genotypic frequencies of GLUT1 gene polymonpiisoccur among different
populations (Hodgkinson et al., 2005; Gutierrezalet 1998; Grzeszczak et al., 2001;
Liu et al., 1999; Liu et al., 1998; Pontiroli et,d996). In this study, we confirmed that
the polymorphic GLUT1 gene alleles are influencgdebthnicity among the different
groups studied. Our results are consistent witkdhabtained in other populations with
the same ethnic background. However, it still reredb be proven that differences in
the XbalG>T and HaelllT>C GLUT1 allele distribut®namong ethnic groups
contribute to population variance in diseases ugukty.
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Table 1: Genotypic and allelic frequencies of Xbal and Haptlymorphisms in

Brazilian Populations.

Genotypes Alleles

XbalG>T G/IG(%) GIT(% TIT(%) G(%) T(%)
African descendants® 14(33.3) 22(52.4) 6(14.3) 508)9. 34(40.5)
Salvador Population®  29(28.0) 57(56.0) 16(16.0) 115(56.089(44.0)
European descendants

South regiofi 25(44.6) 24(42.9) 7(12.5) 74166 38(33.9)

Southeast regich 27(61.4) 13(29.5) 4(9.1) @  21(23.9)
Japanese descendanfs 25(61.0) 15(36.6) 1(2.4) 6569 17(20.7)
Indians ' 28(32.9) 33(38.8) 24(28.3) 89(52.4 81(47.6)
HaelllT>C TIT(%)  T/C(%) C/C(%) T(%) C(%)
African descendants®  0(0.0) 13(30.9) 29(69.1) (1IR5) 71(84.5)
Salvador Population®  1(1.0) 36(35.0) 65(64.0) (13B6) 166(81.4)
European descendants

South regiofi 3(5.4) 23(41.1) 30(53.5) 9(25.9) 83(74.1)

Southeast regich 3(6.8) 12(27.3) 29(65.9) 8(20.5) 70(79.5)
Japanese descendanfs 0(0.0) 20(48.8) 21(51.2) (204) 62(75.6)
Indians ' 17(20.0) 48(56.5)  20(23.5) B’y 88(51.8)

a, d, e: Descendants from Ribeiréo Preto city, S8o Paulte st8outheast of Brazil)b: Salvador

population from Salvador city, Bahia state (Norsteaf Brazil).c: European descendants from Joinville

city, Santa Catarina state (South of BraZil)ndians from Tiryié tribe, Roraima state (NorthBrazil).
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Table 2. p Value of the allelic frequencies of XbalG>T pobrphism in the studied

Brazilian populations

Alelles p Value*
Indians X European descendants (South region) 0.022
Indians X European descendants (Southeast region) 0.00e1
Indians X Japanese descendants <0.0001
European descendants (South region) X Japanesendesits 0.044

European descendants (Southeast region)X Africacethelants 0.020
European descendants (Southeast region)X Salvagaoitgiion 0.001
Japanese descendants X African descendants 0.006

Japanese descendants X Salvador population <0.0001

*Allelic frequencies with statistical significan¢p Value <0,05)
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Table 3.Genotypic and allelic frequencies of XbalG>T polyptosm in European,

Oriental and African-American populations

r@eypes (%) Alleles(%)
XbalG>T GIG GIT TIT G T
European
England 20.2 57.7 22.1 49.0 51.0
Poland 43.0 42.0 15.0 64.4 35.6
ltaliang' 46.5 45.2 8.3 69.0 31.0
Chinesé 62.0 33.0 5.0 79.0 210
Orientals® 68.9 27.0 4.1 82.0 18.0
African -American® 31.0 48.3 20.7 55.0 45.0

a: Hodgkinson et al., 200b: Grzeszczak et al., 2004.. Liu et al., 1999d: Pontiroli et

al., 1996.
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ABSTRACT

The development of HTLV-1 associated clinic maridésens, like TSP/HAM and
ATLL, occurs in 2-4% of the infected population artdis still unclear why this
infection persists asymptomatic in most of the dtdd carriers. Recently, it was
demonstrated that HTLV uses the Glucose transpyerl (GLUT1) to infect T-CD4
lymphocytes and that single nucleotide polymorpkig®NP) in the GLUT1 gene are
associated with diabetic nephropathy in patientth wiiabetes mellitus in different
populations. These polymorphisms could contribute at higher GLUT1 protein
expression at cellular membrane, facilitating thELM entry and its transmission cell
by cell. This fact could result in a higher prodribad, and, consequently, in the
development of TSP/HAM. To evaluate the role of Qlllgene polymorphisms in the
development of TSP/HAM in HTLV-1 infected individgathe XbalG>T, HaelllT>C
and -2841A>T sites were analyzed by PCR/RFLP owmuemecjng in 244 infected
individuals and 102 normal controls. Besides, padvioad of the HTLV-1 infected
patients was analyzed by Real Time Quantitative P@®notypic and allelic
frequencies of the three sites did not differ digantly between controls and HTLV-1
infected individuals. There was no difference imaggpic and allelic distributions
among patients as to the presence or absence ofVHTlassociated clinic
manifestations. Regarding the quantification of twe®virus load, we observed a
significant reduction in the asymptomatic indivitkuacompared with the
oligosymptomatic and TSP/HAM individuals. Theseutes suggest that XbalG>T,
HaelllT>C and -2841A>T SNP do not contribute to WFL infection neither to the

genetic susceptibility of TSP/HAM in Brazilian HTLY infected individuals.

Key-words: HTLV-1, GLUT1, polymorphisms



Apéndices 85

INTRODUCTION

The Human T-cell Lymphotropic VirutHTLV) was discovered in 1980 [Yoshida et al.,
1982; Poiesz et al., 1980]. This virus is assodiatgh adult T-cell leukemia/lymphoma
(ATLL) [Poiesz et al., 1980] and tropical spastiargparesis/HTLV-1 associated
myelopathy (TSP/HAM) [Gessain et al., 1985; Osanele 1986]. The HTLV-1
infection is endemic in different geographic regpimcluding Japan, Africa and South
America. In Brazil, the city of Salvador, capitdl the state of Bahia, has the highest
HTLV-1 seroprevalence (1.76% in general populatoord 1,35% in blood donors)
[Dourado et al., 2003; Galvao_Castro et al., 1997].

The development of HTLV-1 associated clinic mantd@ens occurs in a small number
of infected individuals (2-4%). Besides TSP/HAM aAdLL, HTLV-1 infection has
been associated to uveitis [Mochizuki et al., 1992thritis [Kitajima et al., 1989],
polymyositis [Morgan et al., 1989] and infectivermdatitis [LaGrenade et al., 1990]. It
Is unclear why HTLV-1 infection remains asymptoroati most of the infected carriers,

while others infected individuals present a brgagictrum of disease manifestations.

It was recently discovered that HTLV envelope bmgdiand virus entry occur by a
direct interaction with the glucose transporteretyp (GLUT1), demonstrating that
HTLV is able to use GLUT1 to infect T-CD4ymphocytes [Manel et al., 2005; Coskun
and Sutton, 2005]. In 2005, Coskun and Sutton sHovimat GLUT1 expression

increases the susceptibility to HTLV. It has beeggested that cell-to-cell HTLV

transmission is facilitated by a virologic synagsemation that accumulates HTLV

structural proteins and T-cell activation markeesaeen infected and non-infected cells
[Bangham et al., 2003].

A G-to-T substitution at position +22999 in intr@rof the GLUT1 gene and an A-to-T
substitution at position -2841 in the promoter oegiof the same gene have been
associated with susceptibility to diabetic nephtbpdDN) in patients with type 1 and
type 2 diabetes mellitus in different populatiohsifet al., 1998; Gutierrez et al., 1998;
Liu et al., 1999; Grzeszczak et al, 2001; Hodgkmebal, 2005].

Single nucleotide polymorphisms (SNP) at reguleaod promoter regions of the

GLUT1 gene, which have the potential to modulageglne expression by localizing at
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transcription factors binding sites or by linkagsedjuilibrium with others functional

polymorphisms, could influence the GLUT1 proteimpeession in the cell and therefore
HTLV infection susceptibility. However, there are studies in the literature focused
on the association of polymorphisms at GLUT1 genih wirus infection or

manifestations. Related to SNP, the increase of TLléxpression in the cell
membrane could facilitate the virus entry and @B-to-cell transmission, leading to a
higher provirus load, and, consequently, to TSP/HA® elopment. In this context,
GLUT1 gene polymorphisms could explain the differeiTLV-1 associated diseases
manifestations and the permanence of the asympioretdtus at the most of the

infected individuals.

To examine the role of GLUT1 gene polymorphismshie development of TPS/HAM
in HTLV-1 infected individuals, the XbalG>T, HaelkC and -2841A>T sites were
analyzed in infected and non-infected individuaslditionally, the provirus load of
HTLV-1 was also quantified in infected patients axmpared with the genotypic and

allelic frequencies.
MATERIALS AND METHODS
Study design and population

244 DNA samples from HTLV-1 infected individuals reeexamined: 137 were
attended at the HTLV Center/Medicine School of Badmd Public Healthy/ Foundation
for Science Development, Salvador, Bahia, Brazil7 (Asymptomatics, 18
oligosymptomatics and 42 TSP/HAM) and 107 were nalitel at Hemocenter
Foundation of Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, BrazildS$mptomatics and 48 TSP/HAM).
A total of 102 DNA samples from non-infected indiuals was randomly selected from
the Salvador general population [Dourado et alQ32Q@o obtain control frequencies.
The local ethical committee approval was obtainatl. subjects provided written

informal consent. The study group was classifiecbeding to their HTLV-1 clinical

manifestations and infection. These are summanazsddllows:

TSP/HAM patients HTLV-1 infected individuals with TSP/HAM diagnigs
based on Osame’s Motor Disability Score (OMDS)w$joprogressive paraparesis
caused by a symmetrical myelopathy involving preshamtly the pyramidal tracts
[Osame et al., 1986].
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Oligosymptomatic patients- HTLV-1 infected individuals with some

neurological manifestations but not fitting to th®P/HAM criterion based on OMDS.

Asymptomatic patients HTLV-1 infected individuals without any clinical
manifestations associated to HTLV-1 infection.

Non-infected individuals HTLV-1 non-infected individuals from Salvadorrgeal

population.
DNA extraction and single nucleotide polymorphism dtection.

Genomic DNA was extracted from peripheral blood orarclear cells (PBMC) using a
proteinase K treatment followed by a phenol-chlorof method. The analyses of the
XbalG>T and HaelllIT>C polymorphisms were perforntacbugh PCR amplification
followed by restriction fragment length polymorphigRFLP) using primers and PCR
conditions described by [Ng et al. 200lhe resulting digested fragments from
XbalG>T and HaelllT>C polymorphisms were separdigdgel electrophoresis on a
1.2% and 2,0% agarose gel, respectively and sconelér ultraviolet light. The -
2841A>T polymorphism analysis was performed in $8thples (53 asymptomatics, 18
oligosymptomatics, 54 TSP/HAM and 55 normal corsyddy sequencing using the
following primers 5GCTGAGAATGGCCTTCCCTCAAT3 andGTCTGCCTTAC-
TCAGCCCATGGGTC3'. The measurement of the proviraadl was performed in
PBMC of 177 HTLV-1 infected patients by QuantitatiReal Time PCR using the
primers TAX1 (5'CGGATACCCIGTCTACGTGTTT3) and TAX2
(5'CTGAGCIGAIAACGCGTCCAT) and the probe  TAX3 (6FAM
ATCACCTGGGACCCCATCGATGG- TAMRA).

Statistical Methods

The allelic frequencies were estimated by direldl@lcounting. The conformity with
Hardy-Weinberg equilibrium and existence of linkafigequilibrium were tested using
the Genepop v.3.4 [Raymond & Rousset, 1995]. Tlerbgeneity between population
samples was evaluated by Fisher's exact test of bgst. Mann-Whitney U test was
used to compare the median HTLV-1 provirus loadniected patients. A p-value

0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The studied population included HTLV-1 infected iinduals from the cities of
Salvador and Ribeirdo Preto, Brazil and HTLV-1 moiected individuals from the
general population of Salvador. All analyses wesdggmed separately in the HTLV-1
infected individuals from Salvador and RibeirdotBrélhere were no differences in
genotypic and allelic frequencies when these pdjoms were stratified (data not
shown). For this reason, the HTLV-1 infected induals from Salvador and Ribeirdo

Preto were studied in the same group.

The distribution of GLUT1 gene polymorphisms in 244LV-1 infected individuals
and 102 normal controls is shown in Table 1. Gemiotyrequencies of the analyzed
sites did not differ significantly from those expst under Hardy-Weinberg equilibrium
(p=0.167,x°=23.64). A strong linkage disequilibrium was obserwhen infected and
non-infected individuals were compared togethea®rseparated groups between the
HaelllT>C polymorphism and XbalG>T%&37.870, p=0.001) and -2841A>F*%a,
p<0.0001) polymorphisms. The median HTLV-1 provitoad was compared between
TSP/HAM, oligosymptomatic and asymptomatic patiefiise HTLV-1 provirus load
was significantly smaller in asymptomatic carridran in oligosymptomatic (p=0.008)
and TSP/HAM (p<0.0001) patients. However, this ltesuas not observed when
oligosymptomatic and TSP/HAM individuals (p=0.1488gre compared (data not
shown). When the median provirus load was comparétfLV-1 infected individuals
with the genotypes from the analyzed polymorphisms, statistically significant
difference was observed (Figure 1).

There were no differences in GLUT1 XbalG>T, HaeHO and -2841A>T genotypic
and allelic distributions between HTLV-1 infecteddanon-infected individuals (Table
1). No associations between the investigated palghiesms and HTLV-1 associated
diseases manifestations were observed (Table ZJusion of asymptomatic and
oligosymptomatic patients in the Non-TSP/HAM grodid not alter the results: no
differences in genotypic and allelic frequenciesMeen TSP/HAM and Non-TSP/HAM

patients were observed (data not shown).

In relation to the sequencing of the region comesing to the -2841A>T

polymorphism, a novel G-to-T substitution at -2883sition was found in 6 studied
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samples: 3 HTLV-1 infected individuals (2 TSP/HAMdal asymptomatic) and 3 non-
infected individuals.

DISCUSSION

Many studies have demonstrated an association betwelymorphisms at regulator
and promoter regions of human gene and diseasdasw@tion [Yoshikawa et al, 2002;
Licastro et al, 2003; Sabouri et al, 2004]. GLUTédng polymorphisms have been
associated to susceptibility to diabetic nephropathpatients with diabetes mellitus
types 1 and 2 in different populations [Liu et &B98; Liu et al, 1999; Grzeszczak et al,
2001; Hodgkinson et al, 2005]. Single nucleotidy/porphisms (SNP) at GLUT1 gene
could influence the GLUT1 protein expression in ttedl, leading to a high or low
protein production. These different phenotypesrofein production could be related to
its functionality and affect its activity at cellambrane, related to glucose transport
(GLUTZ1 primordial function) or to HTLV entry. In &, some studies suggest that these
GLUT1 human gene polymorphisms affect, direct atirectly, the protein glucose
transport function and are related to the develayinoé pathologies associated to the
glucose accumulation or absence in the cell [Liuakt 1998; Liu et al, 1999;
Grzeszczak et al, 2001; Hodgkinson et al, 2005jelation to HTLV-1 infection, this is
the first study that analyzes SNP in GLUT1 gene,uinus infection susceptibility and
the development of associated diseases. As onlybses of HTLV-1 infected
individuals develops TSP/HAM or ATLL, perhaps dfalience could exist in the
GLUT1 protein activity, together with viral and dars factors, between those who are
susceptible to disease development and those vehmoar This difference can be caused
by a protein variant or by a polymorphism in thguiatory part of the gene involved in

its expression.

It has been previously demonstrated that high HTLptoviral load is associated with
an increased risk of progression to disease [Napai., 1998], progression of motor
disability [Takenouchi et al., 2003] and risk okgal transmission of HTLV-1 [Kaplan
et al., 1996]. In TSP/HAM patients from Japan, tedian provirus load in peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) is more than tereirhigher than in asymptomatics
[Nagai et al., 1998]. In this study, it was obsentbat the median HTLV-1 provirus

load is smaller in asymptomatic carriers than ilgadymptomatic and TSP/HAM
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patients, suggesting that this aspect of HTLV-ledtibn is associated with the
development of neurological symptoms.

The HaelllIT>C polymorphism is localized in the exdonf GLUT1 gene and it does not
cause any aminoacid change. These results didemobmktrate an association between
allelic and genotypic frequencies of this polymaspin and the risk of TSP/HAM
development.

The -2841A>T polymorphism is localized next to aFHiésponsive element in the
GLUT1 promoter that has the capacity to up-regulateJT1 expression in hypoxic
conditions [Hayashi et al., 2004]. It has been mdgedemonstrated that Tax (HTLV-1
regulatory protein) mediates the HIF-1(Hypoxia-ioidhle factor-1) transcriptional
activation by PI3K(Phosphatidylinositol 3-kinaseffA signaling pathway [Tomita et
al., 2007]. This mechanism could induce GLUT1 egpi@n in HTLV-1 infected cells
and facilitate its transmission. In this study, mesociation between -2841A>T
polymorphism and TSP/HAM development was observEde novel -2807G>T
mutation was observed in 1.7% of the populationistli characterizing this mutation

as a polymorphic site.

The XbalG>T polymorphism has been associated toceptibility to diabetic
nephropathy in different populations. The observesults did not demonstrate any
difference in genotypic and allelic frequencieswssn HTLV-1 infected and non-
infected individuals and between HTLV-1 infectedigats with different clinic status.
The association of XbalG>T polymorphism and diabetiephropathy has been
suggested to be caused by linkage disequilibriuth wther functional disease marker,
since this polymorphism occurs in the intron 2 dfU31 gene and does not cause a
protein modification. In this study, a strong ligleadisequilibrium of XbalG>T and
HaelllT>C polymorphisms was observed. However, asvipusly shown, both
polymorphisms are not associated with TSP/HAM dgwelent in our population and
they can not be used as markers of this pathology.

These results suggest that the XbalG>T, HaelllTh@ 2841A>T polymorphisms at
GLUT1 gene, although probably related to glucoskyeim the cell (XbalG>T and -

2841A>T polymorphisms), are not associated with ML infection or with the
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TSP/HAM development, suggesting that different \aidtis of the GLUT1 protein
(glucose transport and HTLV entry) are mediatedddistinct domains.
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Figure 1- HTLV-1 provirus load of HTLV-1 infectechdividuals. Median HTLV-1
copy numbers per 2PBMC determined by quantitative PCR are shown. AHigV-1
provirus load did not differ between the genotygesm each polymorphic site

analyzed.

HTLV-1 Proviral Load
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Table 1. Genotypic and allelic frequencies of thdéalX Haelll and -2841

polymorphisms in HTLV-1 infected and non-infectedividuals.

Genotypes Allsle
XbalG>T? N G/IG(%) G(%) T/T(%) G(%) T(%)
Infected individuals 244 89(36.5) 126(51.6) 29(31.9304(62.3) 184(37.7)

Non-infected individuals 102 29(28.4) 57(55.9) 16(15.7) 115(56.4) 89(43.6)

HaellIT>C ° N T/T(%) TIC(%) CIC(%) T(%) C(%)

Infected individuals 244 17(7.0) 80(32.8) 147(60.2114(23.4) 374(76.6)

Non-infected individuals 102  1(1.0) 36(35.3) 65(63.7) 38(18.6) 166(81.4)

2841A>T N  AA®%) AT  T/T(%) A(%) T(%)

Infected individuals 125 36(28.8) 61(48.8) 28(22.4)133(53.2) 117(46.8)

Non-infected individuals 55 12(21.8) 26(47.3) 17(3.9) 50(45.5) 60(54.5)

%Allelic frequencies: p=0.157PAllelic frequencies: p=0.222Allelic frequencies: p=0.719.
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of tHml) Haelll and -2841 polymorphisms

in HTLV-1 infected individuals (asymptomatics an8H/HAM).

Genotypes Alleles

XbalG>T N  GIG(%) GIT%) T/T(%)  G(%) T(%)

Asymptomatié 136 46(33.8) 74(54.4) 16(11.8) 166(61.0) 106(39.0)

TSP/HAM? 90 32(35.6) 46(51.1) 12(13.3) 110(61.1) 70(38.9)

HaelllT>C N  T/T(%) T/IC(%) CIC(%) T(%) C(%)

Asymptomati® 136  10(7.3) 36(26.5) 90(66.2) 56(20.6) 216(79.4)

TSP/HAM 90  5(5.6) 37(41.1) 48(53.3) 47(26.1) 133(73.9)

2841A>T N AA%) AT(%) T/T(%)  A%) T(%)

Asymptomati€ 53  14(26.4) 29(54.7) 10(18.9) 57(53.8) 49(46.2)

TSP/HAM 54  18(33.3) 23(42.6) 13(24.1) 59(54.6) 49(45.4)

®Allelic frequencies: p=0.099"Allelic frequencies: p=0.171°Allelic frequencies:

p=0.900..
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APENDICE 3

- m ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

! j
ﬁ{-}) ESCOLA BAHIANA DE ADMINISTRA(}/:\O
4 Fundagiio Bahiana
\

A pbas Citncias CENTRO MEDICO DE BROTAS

COORDENADORIA GERAL

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa "Correlacdo dos polimorfismos genéticos no HTL¥-nos Genes
Humanos de IL-6, IL-2, IL-2R, TNF-u, IL-10 e GLUT1, e andlises funcionais destes

polimorfismos com o desenvolvimento de TSP/HAM"

Pesquisadores responséaveifr. Bernardo Galvdo Castro-Filho (CREMEB 1052Mre
Luiz Carlos Junior Alcantara (Laboratorio Avancade Saude Publica — Centro de
Pesquisa Goncgalo Moniz — FIOCRUZ — 3176-2255).

Propdsito e revisdo Geral

O(A) Sr(a) esta sendo convidado(a) a participaracewiuntario(a) de um projeto
de pesquisa sobre o HTLV-1. Para isto estudareigamas caracteristicas herdadas com o

objetivo de entender melhor o mecanismo utilizaglo pirus durante a infeccéo.

O ambulatério de HTLV da Fundagdo Bahiana para seBelvimento das
Ciéncias — Escola Bahiana de Medicina e Saude ddiblé coordenado pelo Dr. Bernardo
Galvdo, médico, CREMEB. Neste ambulatorio, o(a)aSera todo o atendimento
necessario para o seu caso, como varias espedasiagaedicas, laboratorio e fisioterapia

sem nenhum custo para o(a) Sr(a).
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Para os individuos que concordarem em participstad@esquisa sera aplicado um
guestionario para coleta de dados pessoais e adalia coleta de 10 ml de sangue
utilizando material apropriado (tubos e agulhasresd e descartaveis). Essa coleta podera
provocar desconforto temporario causado pela picd@aagulha, queimor, e, muito
raramente, hematoma e infeccdo. O material coletmia processado e analisado no
Laboratorio Avancado de Saude Publica da FIOCRW0$ estes dados serdo mantidos

em sigilo e somente a equipe de salde tera conbetmm

Apés a investigacado laboratorial, os médicos astiss serdo comunicados sobre 0s
resultados das andlises, 0s quais repassardo atisippates 0s esclarecimentos
necessarios. Gostariamos ainda de esclarecer gée eoncordancia em participar deste

estudo ndo implicard em nenhum prejuizo referemsea acompanhamento médico.

Este estudo possibilitara um maior conhecimentaesesbmo age o virus no seu
organismo, ajudando a entender porque alguns thaigi desenvolvem TSP/HAM e outros
ndo. Assim, essas informacdes poderdo oferecerometfentacdo quanto a prevencéao e
estratégias de tratamento.

-Consentimento

Eu recebi uma cépia desse consentimento e tenhieitodle negar ou desistir de participar
desse estudo em qualquer momento sem nenhum prppria os cuidados a mim
dispensados. A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARI

Eu , R.G.

reafirmando que tenho ciéncia do acima exposta;ardo em participar deste estudo, e
estou ciente de:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergurgsclarecimento a qualquer
duvida acerca dos procedimentos, riscos, benefécmgros relacionados com a
pesquisa a que serei submetido;



Apéndices 99

2. Aliberdade de retirar meu consentimento a qualqu@nento e deixar de
participar do estudo sem que isso traga prejutzméinuacado dos meus
cuidados;

3. A seguranca de que nao serei identificado e gq@ersantido o carater
confidencial da informacéao relacionada com a mmihaacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacéo atadéiziurante o estudo,
ainda que esta possa afetar minha vontade de ganparticipando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e indeninapde legalmente teria
direito, por parte da Instituicdo a Saude, em dasdanos que a justifiquem,
diretamente causados pela pesquisa,

6. O conhecimento de que se existirem gastos adici@saes serdo absorvidos

pelo orcamento da pesquisa.

Salvador, de de

Participante Pesquisador responsavel

Testemunha 1:

Testemunha

Polegar direito
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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