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RESUMO

O HTLV-1 (Virus linfotrépico de células T Humanas) é um retrovirus associado
a algumas condicdes clinicas, dentre elas destacam-se a mielopatia associada
ao HTLV/paraparesia espastica tropial (HAM/TSP) e a leucemia de células T do
adulto. O foco do presente estudo € a HAM/TSP, doenca caracterizada por um
inicio insidioso e evolugdo lenta e progressiva. Geralmente acomete individuos
na quarta e quinta décadas de vida, cursando com comprometimento urinario,
intestinal, sexual, evoluindo para fraqueza nos membros inferiores, disturbios de
marcha, perda da forca muscular e espasticidade muscular. O quadro clinico
resulta da resposta do sistema imune ao virus, o que cacteriza a patogénese da
doenca; mecanismos imunoprotetivos, imunopatologicos, altos niveis de
citocinas pro-inflamatérias e carga proviral sdo variaveis que em conjunto
determinam o curso clinico. Estudos sugerem que a carga proviral pode estar
relacionada com o desenvolvimento de HAM/TSP, sendo que pacientes com a
doenca apresentam altos niveis de carga proviral quando comparados ao grupo
assintomatico. A relagcdo de citocinas pro-inflamatoérias e a complicagdo para
forma HAM/TSP também é descrita, onde a inflamacéo instalada no tecido do
sistema nervoso central, pode ser uma das causas dos sintomas desencadeados

apos a instalacdo da doenca.

O presente estudo comparou a carga proviral e a expressdo de citocinas
liquordricas e plasmaticas, entre dois grupos, portadores do virus sem
comprometimento neuroldégico e portadores do virus com comprometimento
neuroldgico. Resultados encontrados corroboram com a literatura, onde a carga
proviral € maior em amostras de liquor de pacientes com comprometimento
neurolégico comparado ao grupo assintomatico. Em relacdo a dosagem de
citocinas, os niveis de ITAC, IL-5, IL-8, TNF-alpha apresentam-se elevados no
liqguor e apenas ITAC no plasma dos pacientes com comprometimento
neuroldgico. Dessa forma, € possivel sugerir que carga proviral e citocinas
proinflamatérias estdo associadas com o desenvolvimento de HAM/TSP e
estudos complementares sdo necessarios para determinar biomarcadores que

auxiliem na predicao da evolucao da doenca.

Palavras-chave: HTLV-1, mielopatia associada ao HTLV (HAM), paraparesia

espastica tropical (TSP), citocinas, carga proviral, inflamacao.



ABSTRACT

HTLV-1 (Human T-cell lymphotropic virus) is a retrovirus associated with some
clinical conditions, among them HTLV-associated / tropic spastic paraparesis
(HAM / TSP) and adult T-cell leukemia. The focus of the present study is HAM /
TSP, a paraparesis characterized by an insidious onset and slow and progressive
evolution. It usually affects individuals in the fourth and fifth decades of life,
presenting with urinary, intestinal and sexual impairment, progressing to
weakness in the lower limbs, gait disturbances, loss of muscle strength and

muscle spasticity.

The clinical picture results from the imbalance of immune system response to the
virus, which characterizes the pathogenesis of the disease; Immunopathogenic
mechanisms, high levels of pro-inflammatory cytokines and proviral load are
variables that together determine the clinical course. Studies suggest that the
proviral load may be related to the development of HAM / TSP, and patients with
the disease present high levels of the proviral load when compared to the
asymptomatic group. The relationship of proinflammatory cytokines and the
complication to HAM / TSP form is also described, where the inflammation
installed in central nervous system tissue may be one of the causes of the

symptoms triggered by the onset of the disease.

The present study compared the proviral load and the expression of liquid and
plasma cytokines between two groups, carriers of the virus without neurological
impairment and carriers of the virus with neurological impairment. Results
corroborate with the literature, where the proviral load is higher in CSF samples
from patients with neurological impairment compared to the asymptomatic group.
About the cytokine dosage, levels of ITAC, IL-5, IL-8, TNF-alpha are high in CSF
and only ITAC in plasma of patients with neurological impairment. Thus, it is
possible to suggest that proviral loading and proinflammatory cytokines are
associated with the development of HAM / TSP and further studies are needed
to determine biomarkers to aid in predicting disease progression.

Keywords: HTLV-1 associated myelopathy (HAM), spastic paraparesis tropial
(TSP), cytokines, proviral load inflammation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuic&o geografica do HTLV-1.......cccooiiiiiiiiiiiiiceeiieeee e 17

Figura 2. Figura 1. HTLV-1/ Il ensaio imunoenzimatico (EIA), taxas de

prevaléncia de triagem soroldgica (1.000 / doac¢des) em doadores de sangue de

capitais dos 26 estados e no Distrito Federal do Brasil...............ccccceeeiiiiiniieninne. 18
Figura 1. (Artigo) Carga proviral em plasma...............eeeiieiiieeeeeieieeieeeeeeeiin 41
Figura 2. (Artigo) Carga proviral €m [IQUOT............coevieeeeeiiiiiiicciiieeeeeeee e 41
Figura 3. (Artigo) Niveis plasmaticos de ITAC NoS grupos 1 e 2........ccccvvveeenennn. 42

Figura 4. (Artigo) Niveis de Citocinas liqUONCAS...........uuiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiinn 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Niveis de citocinas plasmaticas NoS gruposS 1 € 2.........ccceevcvvvveeeeennnne

Tabela 2. Niveis de citocinas liquéricas nos grupos 1 e 2



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Funcéo geral das citocinas e quimiocinas estudadas.........................

Quadro 2: Escala EDSS completa



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATL - leucemia de células T do adulto
DST - Doenca sexualmente transmissivel

EDSS - Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke

EIA - Ensaio imunoenzimético

GIPH - Grupo Interdisciplinar de Pesquisas em HTLV
GMCSF - Fato estimulante de coldnias de granulo-mondcitos
HHYV - Virus Herpes Humano

HTLV - virus linfotrépico de células T humana

IFN-y - interferon-gama

IL-18 - Interleucina 1 beta

IL-2 — Interleucina 2

IL-4 - Interleucina 4

IL-6 — Interleucina 6

IL- 8 Interleucina 8

IL-9 — Interleucina 9

IL-10 — Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12

IL-13 - Interleucina 13

IL-17 a — Interleucina 17 a

IL-21 — Interleucina 21

ITAC — Interferon-alfa quioatrator de células T induziveis
LCR - liquido cefalorraquidiano; liquor

OMDS - Pontuacédo de Osame de deficiéncia motora



TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

TSP - paraparesia espastica tropical



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ... oo 14
L HT LV e 15
1.2EPIDEMIOLOGIA. ...t 16
1.3TRANSMISSAO. .. ..cuiiiiieee e, 18
1.ADOENGCAS ASSOCIADAS. ......oiiieieeee e 18
LEHAMITSP . e, 19
L.BPATOGENESE ... ..ot 20

1.6.1 Resposta imunoldgica associada ao HTLV; citocinas, carga
proviral e inflamagao................cooi 20
1.6.2 Funcgao das citocinas e quimiocinas estudadas.................. 24
1.7CLASSIFICACAO EDSS ..., 26

2. OBJIETIVOS . ..o e, 29
2 LGERAL. ...t 30
2.2ESPECIFICOS. ..o 30

3. ARTIGO ..o e 31

4, DISCUSSAOD. ..ot 59
ALAMOSTRA. .o 60
4.2CITOCINAS PLASMATICAS.....coeiieieee e 61
A.3CITOCINAS LIQUORICAS. ... .o, 61
AACARGA PROVIRAL. ... oottt 63

5. CONCLUSAOD.....cutiii et 65

B. LIMITACOES. .. ... 67

7. REFERENCIAS . ... ..ot 69

8. ANEXOS ... it 77



14

1) INTRODUCAO
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1.IHTLV

O virus linfotropico de células T humana-1 (HTLV-1 - “Human T cell lymphotropic
virus 17), foi o primeiro retrovirus humano descrito, tendo sido inicialmente
associado com a leucemia de células T do adulto (ATL) no Japdo em 1977 (POIEZ
e cols., 1980). Sao conhecidos quatro tipos do virus HTLV: HTLV-1, HTLV-2, HTLV-
3 e HTLV-4. HTLV-3 e HTLV-4 foram encontrados até o momento apenas em
primatas. Os mais estudados s&o os tipos HTLV-1 e HTLV-2. O HTLV-2 n&o foi
associado com nenhuma doencga, por outro lado o HTLV-1 é associado a varias
patologias humanas, entre elas a leucemia/linfoma de células T (ATLL) do adulto e
paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV (SOUZA e cols.,
2006).

Gessain e cols., em 1985, demonstraram que pacientes portadores de paraparesia
espastica tropical (TSP), na regido da Martinica, apresentavam sorologia positiva
para HTLV-1 em 68% dos casos. Em 1986, uma condi¢cao neuroldgica similar foi
descrita no Japdo e denominada mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM).
Posteriormente, Roman e Osame (1988) concluiram tratar-se da mesma doenca,
passando a ser usado o termo mielopatia associada ao HTLV/ paraparesia
espastica tropical (HAM/TSP) (Romanelli e cols., 2010). A relacdo entre HAM/TSP
e HTLV-1 foi mais tarde observada em muitas regiées do mundo e, finalmente, em

1988, o virus foi isolado por MacHann e cols. 1988.

O HTLV-1 é um virus da familia retroviridae, cujo genoma é constituido por RNA de
fita simples, é replicado por meio de um processo denominado transcricdo reversa,
onde moléculas de DNA de fita dupla sdo geradas a partir do RNA, através da acao
da enzima transcriptase reversa (FOX e cols., 2016).

Inicialmente a particula viral necessita se ligar a superficie celular. Apos essa
interacdo, 0 virus torna-se capaz de penetrar na célula, liberando todo o seu
conteudo no citoplasma. Neste, a fita simples de RNA viral é transcrita a DNA de
fita dupla pela transcriptase reversa. A dupla fita de DNA linear migra para o nucleo
e integra-se no genoma do hospedeiro. Integrado, o provirus utiliza a maquinaria

celular para a transcri¢cao primaria do RNA gendmico. Parte do RNA viral sintetizado


https://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transcri%C3%A7%C3%A3o_reversa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transcriptase_reversa
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€ processada para gerar o RNAmM que sera traduzido nas proteinas virais

apropriadas no citoplasma (FOX e cols., 2016).

1.2EPIDEMIOLOGIA

Ao longo dos 20 anos que se seguiram a descoberta do HTLV-1, muita informacao
foi adquirida sobre a sua epidemiologia e as suas formas de transmissao
(PROIETTI e cols., 2006). Na populacdo humana a infec¢ao pelo virus HTLV-1, é
a mais prevalente entre os virus HTLV em todo o mundo (PROIETTI e cols., 2006).

O numero exato de infectados pelo HTLV no mundo ndo é conhecido. Estima-se
que de 15 a 20 milhdes de pessoas estao infectadas, na maioria pelo HTLV-1, com
uma distribuicdo mundialmente heterogénea. (Romanelli e cols., 2010).
De acorco com Ferreira Jr. e cols. (2007), em regides como Jap&o, Caribe, Africa
Ocidental e Central, Sudeste dos Estados Unidos, Melanesia e América do Sul
observam-se altas taxas desta infecgédo. A figura 1 demonstra, em vermelho, as

areas que sao consideradas endémicas para infeccao pelo HTLV-1.

.

Figura 1. Distribuicao geografica do HTLV-1. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822002000400015>. Acesso em: 01 de nov.
de 2016.

No Brasil, o virus esta presente em todos os estados onde foi pesquisado, com

prevaléncias variadas, com estimativas de, aproximadamente, 2,5 milhdes de


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822002000400015
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pessoas infectadas (Romanelli e cols., 2010). Segundo Santos e cols. (2009), no
Brasil, a infeccao pelo HTLV-1 é considerada endémica, porém com baixo indice
de prevaléncia na populacao geral, sendo mais elevadas nos estados do Maranhéo,
Bahia, Pernambuco e Para. Salvador tem uma das maiores prevaléncias do virus,
variando de 1,35% a 1,80% (SANTOS, 2013). A Figura 2 mostra a localizacao
geografica dos 27 bancos de sangue que participaram do estudo de Soares e cols.
(2005), bem como a média das taxas de prevaléncia de HTLV-1/2 para o periodo
1995-2000.

I:l OO T000 1o 3.21000

I:‘ JASTOO0 1o &.6M000

. & V000 1o T0OVT000

Figura 2. HTLV-1/ Il ensaio imunoenzimatico (EIA), taxas de prevaléncia de triagem soroldgica (1.000 / doacdes) em doadores
de sangue de capitais dos 26 estados e no Distrito Federal do Brasil. Disponivel em:<
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-311X2005000300027>. Acessado em: 14 de jan. de 2016.

Nota-se diante da figura 2 que existe uma heterogeneidade geogréafica importante
entre as taxas de prevaléncia médias. As taxas de prevaléncia no Brasil sédo
menores nas cidades da regido Sul e maiores nas regibes Norte e Nordeste
(Catalan-Soares e cols. 2005).

Muito do que se sabe a respeito da distribuicdo do HTLV-1 no mundo deve-se ao
reconhecimento das doencas associadas com HTLV-1, como de células T de

adultos leucemia / linfoma (ATL) e/ou mielopatia associada ao HTLV.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-311X2005000300027
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1.3 TRANSMISSAO

A transmissédo do HTLV-1 ocorre, principalmente, por trés vias; horizontal, através
do contato sexual desprotegido, sendo a infeccdo mais frequentemente transmitida
do homem para a mulher. Vertical, da mae para o filho, caracterizada por
transmissao transplacentaria, durante o parto e pela amamentacdo. Parenteral,
ocorrendo atraveés da transfusdo de sangue contaminado e bem através do uso de
seringas contaminadas (GONCALVES e cols., 2010).

De acordo com Gotuzzo e cols. (2007) em éareas endémicas do HTLV-1 a
transmissao de mée para filho € considerada o fator mais importante para sustentar
a endemicidade. A transmisséo vertical do HTLV-1 ocorre, na maioria das vezes,
através da amamentacdao, infeccdo transplacentaria e durante o parto. Roucoux e
cols. (2005) observaram que a maioria dos estudos longitudinais de transmissao
sexual do HTLV-1 tém-se centrado em populacdes de alto risco, como individuos
com comportamento sexual de risco e portadores de doencas sexualmente

transmissiveis (DST).

1.4DOENCAS ASSOCIADAS

O HTLV-1 é o agente etiologico da leucemia/linfoma de células T do adulto e da
paraparesia espastica tropical ou mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP).
Esta associado também a outras condi¢des clinicas, como artropatias, polimiosites,
uveites, dermatite infecciosa, sindrome de Sjogren, entre outras. Dermatite
infecciosa em criancas e estrongiloidiase tem sido descritas em portadores do
HTLV-1, e em pacientes com HAM/TSP, geralmente em areas endémicas como o
Japéo e bacia do Caribe. As diversas manifestacdes clinicas podem depender de
tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro para os antigenos do HTLV-1 e
do local ou 6rgédo no qual a reacéo inflamatéria acontece (FERREIRA JR e cols.,
2007).

Estas manifesta¢gfes clinicas ocorrem em menos de 5% dos pacientes infectados
pelo HTLV-1 (SOUZA, 2012). Os portadores, em sua maioria, permanecem

assintomaticos por toda a vida. Fatores genéticos e imunologicos do hospedeiro
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sd0 0s principais responsaveis pelo aparecimento das doencas associadas
(ROMANELLI e cols., 2010).

1.5HAM/TSP

Segundo Moreira (2010), aproximadamente 5% dos pacientes infectados evoluem
para ATLL, e 2 a 3% evoluem para HAM/TSP. A HAM/TSP é uma doenca
desmielinizante cronica progressiva que afeta a medula espinal e a substancia
branca do cérebro. Menos de 5% dos portadores créonicos do HTLV-1

desenvolverdo essa complicagao.

Osintomas de disfuncao veésico-intestinal e sexual podem ser uma das primeiras
queixas do paciente. Geralmente, caracteriza-se por urge-incontinéncia urindria,
constipacao intestinal e disfuncéo erétil na populacdo masculina. Durante o curso
da doenca, disfuncdo da bexiga é muito comum, incontinéncia ou retencao urinarias

que antecedem a paraparesia por muitos anos (ARAUJO E SILVA, 2006).

Os distarbios de marcha, fraqueza e enrijecimento dos membros inferiores sao
consequentes a diminuicdo gradual da forca muscular e da espasticidade nos
midtomos acometidos. O paciente diminui gradativamente a deambulacao,
necessitando, ao longo do tempo, de auxilio para locomocao (bengalas e
andadores) até evoluir para o uso da cadeira de rodas. O tempo médio de evolucao
descrito na literatura varia de poucos meses a varias décadas (DOMINGUES e
cols., 1995).

De acordo com Araujo e Silva (2006), depois de um ou dois anos de doenca ha
progressao do comprometimento neurolégico indicando inicio da fase inflamatoria.
A progressao da doenca degenerativa, HAM/TSP, € mais rapida em mulheres do

gue em homens.

Outro fator importante que parece influenciar no aparecimento da doenca € a carga
proviral. Pacientes com carga proviral elevada apresentam o aparecimento dos

sintomas mais rapidamente em relacéo aqueles com cargas baixas, possivelmente
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indicando um aumento da proliferagdo ou migracao de linfécitos HTLV-1-infectado
ao SNC (ARAUJO; SILVA, 2006).

1.6 PATOGENESE

1.6.1 Resposta imunoldgica relacionada ao HTLV-1; citocinas, carga

proviral e inflamagéo.

Diversas teorias a cerca da patogénese da doenca sao investigadas e as
expectativas concentram-se no campo da imunologia/biologia molecular. Como
se sabe, o virus HTLV-1 é linfocitotropico e interfere no funcionamento da
imunidade celular. As teorias inflamatéria e imunoldgica apoiam-se no achado
de anticorpos séricos e liquoricos contra o HTLV. A teoria desmielinizante e
citotdxica virus-induzida é atualmente a mais aceita. Os linfocitos séo ativados
na paraparesia espastica tropical, atravessam a barreira hemato-encefalica,
iniciando assim o processo inflamatorio no SNC que resulta em lesé@o celular
(CARTIER e cols., 1997).

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra agentes
infecciosos, tém sido acumuladas nos ultimos anos evidéncias de que em muitas
doencas infecciosas 0s principais aspectos patolégicos ndo estédo relacionados
com uma acao direta do agente agressor, mas sim com uma resposta imune
desbalanceada. Em muitas dessas situacdes existe uma reacdo de
hipersensibilidade com resposta imune exacerbada e ndo modulada que tem

como consequéncia dano tecidual (COOKE e cols., 2004).

Alguns parametros como alta carga proviral, elevada linfoproliferacéo
espontanea in vitro, altos titulos de anticorpos e linfécitos T CD8* especificos
para antigenos do HTLV-1, tanto no soro quanto no fluido cerebrospinal,
parecem estar associados com a presenca de HAM/TSP (PROIETTI e cols.,
2002).
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Em termos de resposta imune associada a infeccéo pelo HTLV-1, sabe-se que
a imunidade inata promove a defesa inicial, numa resposta rapida e inespecifica
gue nao requer exposicao prévia. A imunidade adquirida € mais lenta, demora
alguns dias para comecar a agir, requer contato prévio com antigeno e gera
memoéria. (COOKE e cols., 2004).

As células integrantes da resposta imunoldgica inata sdo: macréfagos, células
dendriticas, neutrdfilo, basofilo, eosinéfilo, mastécito e células natural killer (NK).
As células NK sdo muito importantes pelo fato delas liberarem granulos que séao
efetivos no ataque contra células infectadas por virus. As células integrantes do
sistema imune adaptativo sdo os linfocitos T e B, que ao serem expostas aos
antigenos podem diferenciar-se, as células B em plasmécitos e os linfocitos T
em células T citotoxicas ou T auxiliares (ABBAS, 2008).

A resposta mediada pelas células T é extremamente efetiva no mecanismo de
defesa contra agentes intracelulares, como virus, protozoérios, fungos e
bactérias intracelulares. As células T podem exercer sua funcédo através da
citotoxicidade mediada por células CD8" ou através da secrecao de citocinas
que vao ativar macréfagos para destruir os agentes intracelulares (MACHADO e
cols., 2004). Embora seja latente na maioria das células T, a infec¢do pelo HTLV
induz a ativacdo de linfécitos os quais respondem através de mecanismos

multiplos de resposta imune celular e humoral (PROIETTI e cols., 2002).

A resposta Thl esté relacionada com a defesa contra protozoarios, bactérias
intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva contra os
helmintos e bactérias extracelulares. Essas respostas sdo também antagbnicas,
desde que o IFN-gamma (IFN-g) modula negativamente a resposta Th2, e a
Interleucina 4 (IL-4) e a interleucina 10 (IL-10) modulam negativamente a
resposta Thl, o que permite uma homeostasia no sistema imune e uma resposta

imunoldgica balanceada (MILLS e cols., 2004).

HTLV-1 infecta predominantemente as células T que levam a linfoproliferacao e
a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias (SANTOS e cols., 2013).
Células T que produzem interleucina 2 (IL-2) e INF-g, chamadas Th1, aumentam
a imunidade mediada por células T. IFN-g ativa macrofago e interleucina 2 (IL-

2) estimula o crescimento de células T antigeno-especificas. Células T que
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produzem IL-4, IL-5 e IL-10, chamadas Th2, aumentam a resposta humoral. IL-
4 estimula a producéo de IgE e ambas, IL-4 e IL-10 estimulam células B e inibem

ativacdo de macrofago (SIELING e cols., 2002).

Citocinas produzidas pelos diferentes subgrupos de linfécitos; Th1/Th2, exercem
funcdo regulatéria antagonica da resposta imune. Individuos infectados com o
HTLV-1, por apresentarem forte resposta imune do tipo 1, podem estar
susceptiveis a doencgas autoimunes e inflamatdrias. Como esta forte resposta
tipo 1 pode inibir a produgéo de citocinas por células Th2, individuos infectados
pelo HTLV-1 sdo mais susceptiveis a doenc¢as causadas por helmintos e podem

ter reduzidas as manifestacdes de natureza alérgica (MILLS e cols. 2004).

As células T infectadas induzem a ativacao e proliferacao celular com producéo
de concentracdes elevadas de citocinas associadas com a resposta Thl, como
Interleucina 2, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama. Tem sido
demonstrado que tanto células CD4* e CD8* infectadas infiltram a medula e
produzem citocinas tais como IFN-gamma, TNF-alfa e IL-6, considerados
mediadores inflamatorios importantes do dano tecidual em HAM/TSP (SANTOS
e cols., 2004).

Coelho dos Reis e cols. (2013), sugerem evidéncias de que o perfil imunolégico
de pacientes com HAM/TSP € composto por uma resposta imunoldgica
exacerbada. O aumento dos niveis de citocinas de tipo-1, tais como IFN-g, TNF-
alfa, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-9 e IL-13, encontrados em pacientes com HAM/TSP sé&o
exemplos de tais evidéncias. Segundo Starling (2010), resume-se que durante a
infeccdo pelo HTLV-1 a resposta imune parece variar de forma qualitativa e
quantitativa entre os individuos. Aqueles com carga proviral elevada que se
mantém assintomaticos, estariam mantendo uma resposta balanceada Th1/Th2,
enquanto aqueles que nao apresentam um padrdo equilibrado de resposta
Th1/Th2 desenvolveriam os sintomas das complicagcbes consequentes da

infeccao viral.

Tratando-se de carga proviral, Romanelli e cols. (2010) abordam que dentre os
fatores de risco para a passagem da condicdo de portador assintomético para a
presenca de mielopatia e de outras doencas imunomediadas destaca-se uma

carga proviral elevada como o fator mais evidente.
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O numero de linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos HTLV-1 é positivamente
correlacionado com a carga proviral em portadores HTLV-1 assintomaticos e em
pacientes com HAM/TSP. No entanto, o mecanismo de regulacéo subjacente da

carga viral ainda é incerto (Fuzzi e cols., 2014).

Fuzzi e cols. (2014), relatam que a carga viral resultante da expansao clonal de
células T CD4" infectadas com HTLV-1 pode levar a um aumento da expressao
de antigenos virais, aumentando assim a ativacdo das células T CD8*
especificas do HTLV-1.

Quando se trata do Sistema Nervoso Central, observamos a existéncia de um
tipo celular diferenciado, a microglia, responsavel pela fagocitose, atuando como

0s macrofagos, porém presentes apenas no SNC (HENRIQUES, 2014).

Os linfocitos sdo ativados na HAM/TSP, atravessam a barreira hemato-
encefalica, iniciando assim o processo inflamatoério no SNC que resulta em leséo
celular. Como estas células CD8" inflamatorias sdo encontrados no sistema
nervoso central, a presenca de infec¢ao por HTLV-1 leva a producao de citocinas
inflamatdrias e quimiocinas, que podem danificar o sistema nervoso central
(FUZZI e cols. 2014). Fuzzi e cols. (2014) ressaltam que em pacientes com HAM
/TSP, ha uma predominancia de citocinas Thl (IFN-g) e uma reducdo nas

citocinas Th2 (IL-4 e IL-10), o que resulta em inflamacé&o do tecido nervoso.

A evolucao para HAM/TSP esta diretamente relacionada a resposta imunologica.
A resposta imune hiperestimulada, com a alta producdo de citocinas
inflamatorias, leva a inflamacéao tecidual o que € uma possivel justificativa para

a evolucao da forma HAM/TSP.

O desequilibrio entre os tipos de resposta Thl e Th2 podem estar ligados ao
desenvolvimento da doenca em 2-3% dos infectados, contudo, ainda néo se
sabe ao certo a natureza e mecanismos destes fatores, mas como relatado em
ROMANELLI e cols. (2010) acredita-se que na tentativa de controlar o agente
infeccioso, a resposta imunoldgica ocasiona dano ao tecido nervoso, decorrente

de resposta pro-inflamatéria exacerbada.
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Quadro 1: Funcéao geral das citocinas e quimiocinas estudadas.

Nome Nome Original Funcao

CXCL11 ITAC Recrutamento de células T efetoras

GMCSF Fato estimulante Atuam promovendo maturagdo de células da

de colbnias de medula 6ssea em células dendriticas e
granulo-mondcitos | mondcitos.

CX3CL1 FRACKTALCINA Recrutamento de células T, células NK e
macrdéfagos; ativacdo de CTL e células NK.

INF-gamma Interferon gamma | expressdo aumentada de MHC de classe | em
estado viral, ativacdo das células natural killer.

TNF-alpha Fator de necrose Ativacao de células endoteliais na inflamacéao,

tumoral alpha coagulacao. Ativacao de neutrofilos, do centro da
febre (hipotadlamo), estimula a sintese de
proteinas de fase aguda no figado, catabolismo
das gorduras e musculos e apoptose celular.

CCL20 MIP3alfa Fator quimiotatico para linfocitos T e B, bem
como células dendriticas imaturas.

IL-1B Interleucina 1 beta | Ativacao de linfécitos.

IL12 Interleucina 12 Diferenciacdo das células T em Thl, sintese de
INF-gamma e atividade citotoxica aumentada em
células T e células NK.

IL-13 Interleucina 13 Em células B estimulam a troca de isétopo para

IgE, producdo aumetanda de muco nas células
epiteliais, sintese aumentada de colageno nos

fibroblastos e macréfagos.
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IL-17A

Interleucina 17 a

Regula as atividades de NF-kappaB e proteinas

guinases.

IL-2

Interleucina 2

Proliferacdo de células T, sintese aumentada de
citocinas, potencializa apoptose, promove
desenvolvimento de células T reguladoras,
sobrevida. Proliferacéo e ativacdo de células NK.

Proliferacédo de células B e sintese de anticorpo.

IL-4

Interleucina 4

Estimula a troca de is6topo em células B para
IgE. Diferenciacéo para resposta Th2 em células
T. Inibicdo da ativacdo dos macréfogos mediada
por interferon gamma. Proliferacéo de

mastocitos.

IL-5

Interleucina 5

Ativacao e producédo aumentada dos eosinofilos.

Proliferacédo de células B e producéo do IgA.

IL-6

Interleucina 6

Estimula a sintese de proteinas de fase aguda no
figado. Proliferacdo de células produtoras de

anticorpos.

IL-7

Interleucina 7

Inducéo de linfécitos T e B.

IL-8, CXCL8

Interleucina 8

Recrutamento de neutréfilos.

IL-10

Interleucina 10

Inibicdo da producéo de IL-12 e expressao de co
estimuladores e moléculas de MHC de classe Il

nos macréfagos e células dendriticas.

IL-21

Interleucina 21

Estimula a proliferagéo de células NK e células T

citotoxicas.



https://en.wikipedia.org/wiki/NF-kappaB
https://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
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1.6 CLASSIFICACAO EDSS

O impacto da gravidade da doenca é apresentado por duas escalas comumente
utilizadas: Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke (EDSS) e a

Pontuacdo de Osame de deficiéncia motora (OMDS).

A EDSS é uma escala que mede funcionalidade e baseia-se em medidas de oito
areas do sistema nervoso central conhecidas como sistemas funcionais. Os passos
iniciais na escala medem o grau de disfungéo nestes sistemas, como a dorméncia
transitéria na face ou dedos, ou os disturbios visuais. Os passos finais medem a
incapacidade no que se refere a mobilidade, usando, sobretudo a distancia

percorrida a pé.
Os sistemas funcionais (SF) avaliados no ambito da escala EDSS séo:
- Funcdes Piramidais - movimento voluntario

- Funcdes do Tronco Cerebral - movimento dos olhos, sensacéo e movimento da

face, engolir (relacionada a origem dos nervos cranianos)
- Fungdes Visuais (ou Opticas)
- Funcdes Cerebrais (ou Mentais) - memoria, concentracao, humor
- Funcdes Cerebelares - coordenacdo do movimento ou equilibrio

- Funcdes Sensitivas (verificacado da funcionalidade das vias espinotalamicas e

funiculo posterior)

- Funcdes Intestinais e Vesicais
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Quadro 2: Escala EDSS completa

0- Exame neurolégico normal (todos indicadores de grau O nos sistemas
funcionais (SF)

1.0- Auséncia de incapacidade funcional, sinais neurol6gicos minimos num
dos SF

1.5- Auséncia de incapacidade funcional, sinais neurolégicos minimos em
mais de um SF

2.0- Incapacidade funcional minima num SF

2.5- Incapacidade funcional minima em dois SF

3.0- Incapacidade funcional moderada num SF ou incapacidade ligeira em trés
ou quatro SF, embora com plena capacidade ambulatoria

3.5- Plena capacidade ambulatoria, mas com incapacidade funcional
moderada num SF, e um ou dois SF com grau 2, ou dois SF com grau 3, ou
cinco SF com grau 2

4.0- Plena capacidade ambulatéria sem necessidade de assisténcia, plena
independéncia funcional, atividade durante cerca de 12 horas por dia, apesar
de alguma incapacidade funcional relativamente grave, caracterizada por um
SF com grau 4 (os restantes SF com graus 0 ou 1) ou combinagdes de graus
inferiores ultrapassando os limites dos niveis anteriores. Capacidade
ambulatoéria num percurso de cerca de 300 metros sem assisténcia ou
descanso

4.5- Plena capacidade ambulatéria sem assisténcia, atividade normal durante
a maior parte do dia, capacidade de trabalhar durante um dia completo,
eventualmente com algumas limitacbes a atividade plena ou com
necessidades de assisténcia minima; estado caracterizado por uma
incapacidade funcional relativamente grave, apresentando um SF com grau 4
(os restantes com grau 0 ou 1), ou combinacdes de grau inferior, ultrapassando
os limites dos niveis anteriores. Capacidade ambulatéria hum percurso de
cerca de 300 metros sem assisténcia ou descanso

5.0- Capacidade ambulatéria num percurso de cerca de 200 metros sem
assisténcia ou descanso; incapacidade funcional suficientemente grave para
afetar adversamente o desempenho das atividades diarias (por exemplo,
realizar o trabalho de um dia sem tomar medidas especiais). Um SF com grau
5 isolado, os restantes com grau 0 ou 1; ou combinacdes de graus inferiores,

gue ultrapassam geralmente os indicados para o nivel 4.0
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5.5- Capacidade ambulatéria num percurso de cerca de 100 metros sem
assisténcia ou descanso; incapacidade funcional suficientemente grave para
impedir o desempenho das atividades diarias. Um SF com grau 5 isolado, os
restantes com grau O ou 1; ou combinacdes de graus inferiores, que
ultrapassam geralmente os indicados para o nivel 4.0

6.0- Apoio unilateral intermitente ou constante (bengala, canadiana ou outras
préteses) necessario para andar cerca de 100 metros, com ou sem descanso.
Combinac¢des com mais de dois SF com grau 3+

6.5- Apoio bilateral constante (bengalas, canadianas ou outras proteses)
necessario para andar cerca de 20 metros sem descanso. Combinacfes com
mais de dois SF com grau 3+

7.0- Incapacidade de andar mais de 5 metros, mesmo com apoios,
necessidade de utilizar uma cadeira de rodas; doente desloca-se sozinho na
cadeira de rodas pelo menos 12 horas por dia. Combinacfes com mais de um
SF com grau 4+; muito raramente, grau piramidal 5 isolado

7.5- Incapacidade de dar mais de alguns passos; necessidade de utilizar uma
cadeira de rodas; doente podera necessitar de ajuda nas suas deslocacdes;
doente consegue manipular a cadeira, mas nao consegue agientar numa
cadeira de rodas normal durante o dia inteiro; podera necessitar de uma
cadeira de rodas elétrica. Combina¢des com mais de um SF com grau 4+

8.0- Doente essencialmente confinado ao seu leito ou cadeira, ou
deambulando de cadeira de rodas com ajuda de terceiros, podendo estar fora
da cama durante a maior parte do dia; Preservacdo de muitas das funcdes
necessarias para cuidar de si préprio; de uma maneira geral, ainda consegue
usar os bracos de forma eficaz. Combinacbées com mais de dois SF,
normalmente com grau 4+ em diversos sistemas funcionais

8.5- Doente essencialmente confinado ao leito durante a maior parte do dia;
ainda consegue usar o(s) braco(s) de maneira eficaz; preservacao de alguma
capacidade para cuidar de si proprio. (equivalentes habituais de SF séo
combinacdes, normalmente com grau 4+ em diversos sistemas funcionais)

9.0- Doente acamado e totalmente dependente; capaz de comunicar e de
comer. Combinacdes de SF maioritariamente de grau 4+

9.5- Doente acamado e totalmente dependente, incapaz de comunicar e de
comer. Combinacdes de SF quase todos com grau 4+

10.0- Morte devida a Esclerose Mdltipla.
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1) OBJETIVOS
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2.1 Geral

Realizar estudo de caso-controle para avaliar o perfil inflamatério (sérica e liquorica)
e carga proviral (sérica e liqudrica) entre os grupos com sintomas neurolégicos e o

grupo assintomatico portador de HTLV-1.

2.2Especificos

1. Comparar os resultados de fatores inflamatorios dosados nas amostras
de plasma e liquido cefalorraquidiano (LCR) com sintomas neuroldgicos
e comprometimentos caracteristicos do desenvolvimento da HAM/TSP.

2. Comparar as expressdes da carga viral em plasma e liquor, analisando
em qual dos dois tipos de amostra é mais representativo para evolucéo
da doenca.

3. Avaliar entre os resultados obtidos um possivel biomarcador inflamatorio
que demonstre indicios do surgimento das complicacfes relacionadas a
infecgao pelo HTLV-1.
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3) ARTIGO



32

To submit to Clinical Experimental Immunology (3.4)

Antibodies evaluation in seric and liquoric fluid in HTLV patients follow-up: does

it hide any immunopathologic cue?

Nathalia Cristina Moreira Pereira,

Luiz Clatdio Romanelli, MD

Maicon Rodrigues Albuquerque, PhD

Marina Lobato Martins, PhD

Luiz Alexandre Magno, PhD

Anna Barbara de Freitas Carneiro Proietti, PhD, MD

Rodrigo Nicolato PhD, MD

Ana Cristina Simdes e Silva, PhD, MD

Marco Aurélio Romano Silva, PhD, MD

Daniela Valadao Rosa, PhD

Debora Marques de Miranda PhD, MD

1. Molecular Medicine National Institute of Science and Technology
2. Hemominas

3. Universidade Fedeeral de Minas Gerais



33
ABSTRACT

Human T-cell leukemia virus type-1 (HTLV-1) is a causal agent of a broad clinical
spectrum of lymphoproliferative diseases partially modulated by an immune
response. Considering the immune findings and the potential correlation
between immune markers and disease progression, in this study we
hypothesized that different clinical groups have their profile of immune mediators
variable according to the severity. To answer this question, we analyze nineteen
markers and establish the means of immune response in liquor and plasma
markers in different clinical stages longterm followed. One of the most interesting
findings was the ITALC/CXCL11, which is increased in plasmic and liquoric
symptomatic HTLV-individuals. A proinflammatory cytokines, such as TNF-alpha
and Interferon-gamma are also increased in liquoric samples from symptomatic
patients. Analysed all potential factors of longterm prediction, liquoric levels of
Interferon gamma emerge as predictive of the presence of neurologic symptoms

for HTLV-1.

Key-words: HTLV-1, HAM/TSP, imune markers, Interferon-gamma, ITAC.
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INTRODUCTION

Human T-cell leukemia virus type-lI (HTLV-1) is carried by 10-20 million people
around the world (ROMANELLI et al., 2010). This retrovirus is a causal agent of
a broad clinical spectrum of lymphoproliferative diseases, such as Adult T-cell
leukemia (ATL), Tropical Spastic Paraparesis (TSP) or HTLV-associated
myelopathy (HAM), arthritis, uveitis, dermatitis, and mild immunosuppression
(Uchiyama et al., 1977; Gessain et al., 1985; Osame et al., 1986; Mochizuki et
al., 1992). The HTLV-1 associated myelopathy/tropical spastic myelopathy TSP/
HAM affects less than 2 - 5% of individuals infected with HTLV-1, but it is the
most severe expression of this infection (SOUZA et al., 2012). Myelopathy
presentations consist on a spectrum of presentations including spastic paraplegia
or paraparesis, coursing with progressive upper motor neuron involvement and
mild sensory deficit and sphincteric disturbance (Hoéllsberg & Hafler, 1993;
Gessain & Gout, 1992; Osame et al.,, 1987). Neuropathologic findings of
HAM/TSP of the spinal cord consist in degeneration of white matter in and outside
the spinal cord, both white and gray matter of spinal cord presents chronic
progressive inflammatory process, mostly at the lateral funiculus (Goncalves et

al., 2008).

The pathogenesis of this TSP/HAM is not entirely understood but involves the
HTLV-linfection of astrocytes, microglia, and monocytes/macrophages and
subsequent activation of infected cells. The immune response is driven by a load
of viral infection and includes an increased proinflammatory cytokine production,
such as TNF-alfa and interferon-gamma (Yamano et al., 2002, Nagai et al., 1998;
Nagai et al., 2001; Murphy et al.,, 1989). Mechanism of infection of central

nervous system and their resident cells still to be investigated, but seems to be
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shared with disorder evolving autoimmunity. There is immunopathological
evidence of lymphocytic infiltration of central nervous system (CNS), foamy
macrophages, astrocytes proliferation and fibrillary gliosis in individuals infected
with HTLV (MATSUURA et al., 2010). The expression of inflammatory cytokines
seems to reduce the duration of the disease becoming undetectable (Jacobson,
2002). The load of HTLV-1 in CD4 and CD8 T-Cell population appears to infiltrate
CNS, promoting immunopathological changes that tend to result in disease
progression (MELAMED et al., 2015). Among the potential immunopathological
findings in peripheral blood lymphocytes and liquor were already detected high
levels of interferon (IFN)-y, tumor necrosis factor (TNF)- a, and interleukin (IL)-6
in patients with HAM/TSP that seems to contribute for the breakthrough of the
brain-blood-barrier and result in immunopatology and neurologic symptoms

(LUNA et al., 2011).

Considering the immune findings and the potential correlation between immune
markers and disease progression, in this study we hypothesized that different
clinical groups long-term followed-up could have their particular immune
mediator's profile variable according to the severity. There is an intention to
identify differences between the immune findings of patients with neurological
findings suggestive of progression of disease (HAM/TSP) comparing them with
the HTLV-asymptomatic group. To fullfill this aim, we analyzed nineteen markers
and established the means of immune response in liquor and plasmatic markers
in different clinical stages in a case-control matched sample followed for about

ten years.
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MATERIAL AND METHODS

Sample

This study evaluated 48 individuals infected with HTLV-1 (17 males and 31
females, mean age of 50.8, SD=11.1 years). Subjects were recruited at the GIPH
cohort (1997-2015). This is an open cohort formed mainly by patients who found
out to be infected with either HTLV-1 or HTLV-2 while donating blood at the
Hemominas Foundation, in Belo Horizonte, Brazil. Currently, about 400 subjects
are being followed by the cohort. Our sample of 48 HTLV-1 infected subjects was
selected by convenience as being representative of the whole cohort, with a
mean follow up time of 9.74 years (SD=5.08). The project was evaluated by an
ethical board and all subjects gave an informed consent to participate of this
study. Exclusion criteria evolves patients with any clinical or sorologic sign of co-
infection with other neurotropic viruses (e.g. HIV), syphilis, hepatitis B and C,
Chagas disease, if their neurologic disease was due to other causes (stroke,
neurocysticercosis, brain trauma, neurodevelopmental delay, etc) and formal
years of study less than four. Inclusion criteria alows inclusion only with confirmed
diagnosed. Diagnosis of HTLV-1 infection was performed with positive sorology
in ELISA, confirmed by Western Blot (WB HTLV 2.4, Genelabs Diagnostics,
Singapore) or real-time PCR (Andrade e cols., 2010). Patients were classified
according to the Expanded Disability Status Scale (EDSS) (KURTZKE, 1983;
WEINSHENKER et al., 1989). The EDSS quantifies neurological disability and
allows to observe changes in the level of disability over time. The EDSS scale
ranges from 0 to 10 in 0.5 unit increments that represent higher levels of disability.
Because the selected HTLV-1 patients presented a high variation in clinical

symptoms, subjects were segmented into two different groups: (Group 1) EDSS
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= 0, (Group 2) EDSS = 1-10. Group 1 is the group with no symptoms of
neurological disease while Group 2 seems a progression to neurological

comitment. In group 2, among 25 subjects, eight are symptomatic.

Immunological measurements

Biological Sample

Following lumbar puncture, CSF was collected in a polypropylene tube and
centrifuged at 1,500 x g for 10 minutes. Supernatant was aliquoted in five vials
and stored at -80 °C. CSF samples were obtained from all patients, except 2
patients from group 3. Plasma was extracted from peripheral blood collected in
EDTA collection tubes. Blood samples were centrifuged at 3,000 x g, at 4°C, for
15 minutes, and plasma was aliquoted in six vials and kept at -80 °C until
analyzed. Blood samples were obtained from all patients, except one, also in

group 3.

Immunobead assay was performed

Immunobead assay Milliplex MAP human high sensitivity T cell assay (EMD
Millipore) was used to quantify expression levels of 19 cytokines in plasma and
CSF. The HSTCMAG-28K kit was designed to detect the following analytes:
ITAC, GM-CSF, Fractalkine, IFN-gamma, TNF-a, MIP-3a, IL-1b, IL-12, IL-13, IL-
17A, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-21. In a 96-well plate according to
the manufacturer instructions. Plates were read using a Luminex 100/200
system. An acquisition gate between 8,000 and 15,000 was set to discriminate
against any double events and to ensure that only single microbeads were
measured. About 50 beads per assay were individually collected for each well,

which was used to generate the median fluorescence intensity (MFI) for a given
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marker. MFIs were converted to concentrations (pg/mL) using the equation
derived from standard range of each analyte using Milliplex Analyst Software.
Each sample was measured in duplicate. Analyses were carried out in samples

without being thawed and re- frozen.

Proviral Load

Quantitative PCR was performed as detailed described at Furtado e cols. (2012)
at Hemominas for plasmatic and liquoric sample. HTLV-1 proviral load was
quantified by a real-time SYBR Green PCR method. SK110 (5'-
CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3) and SK111 (5°-
GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT-3’) primers albumin gene (141 bp) was
quantified in parallel, using the ALB-S (5’-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3’)
and ALB-AS (5’-AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT-3’) primers. The value for the
HTLV-1 proviral load was reported as [(pol average copy number)/(albumin
average copy number/2)] 104 and expressed as the number of HTLV-1

copies/104 cells.

Statistical analysis

To verify the distribution of the data was used D'agostino-pearson test. The
descriptive analysis was based on the distribution of the same, being used mean
and standard deviation for the data showed normal distribution and median and
interquartile range when the data did not show normal distribution. For the
characterization of the sample was also used absolute and relative frequency.
Inferential analysis was also based on the distribution data. To Groups 1 and 2
comparisons were used independent T-test for data with normal distribution and

the nonparametric Mann-Whitney test in data without normal distribution.
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Analyzes were considered statistic significant if p <0.05 and all procedures were

performed in Graphpad Prism statistical package.

For prediction analysis, a Binary logistic regression with Forward LR Stepwise
method was used. Our choice to the Forward LR Stepwise is based to the fact
that, the best our knowledge, this is the first study that in the field and so we have
no past research to tell us which variables to expect to be reliable predictors

(FIELD, 2005).

RESULTS

Demographic data

48 individuals were included, 17 (35,41%) were male and 31 (64,58%) female.
Twenty-three were from Group 1 (1:2 male:female ratio) and 25 from Group 2
(1:4 male:female ratio). Comparison between Groups 1 and 2 in number of years
of education, ranging from 4 to 16 years, [t (46 ) =0.80 ; p = 0.42 ; es = 12:07]
and age [t (46 ) = 0:47 ; p = 0.64 ; es = 00:18] , does not show significant

differences between compared groups.

Proviral load

Proviral load levels were measured both in plasma and in cerebrospinal fluid. In
the analysis comparing plasma between Groups 1 and 2, there was no
statistically significant difference (U = 201.50, p = 0:25; s = 0:22) (Figure 1). The
results of proviral load levels in cerebrospinal fluid were statistically significant
different (U = 132, p = 0:03; s = 0:19). Group 2 (median = 449.00; 1Q = 1342)

showed higher values than Group 1 (median = 0; 1Q = 382.00) (Figure 2).
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Figure 2. Liquoric proviral load. Group 2>G1, p=0.03.

Cytokine analysis in plasma

Cytokine levels were quantified by Milliplex Kit Human High Sensitivity Map Cell
- 19SK through the Luminex 200. The cytokines were measured for 19 analytes:
ITAC, GMCSF, FRACKTAL, IFN- gamma, IL -10, MIP3 -alpha, IL- 12p70, IL -13,
IL -17A, IL- 1beta, IL -2, IL -21, IL -4, IL -23, IL -5, IL -6, IL -7, IL -8, TNF- alpha.

In comparisons between groups, the results show a statistically significant
difference only in ITAC seric levels (Figure 3) [t (39) =2.59; p=0.01; es =00:38)]



41

with higher expression observed in group 2 (mean =11:52 ; sd = 4.10) than group
1 (mean =8.42, sd = 3.48). No other cytokines shown significant differences (p>

0.05) between these groups (Table 1, supplementary material).
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Figure 3. Plasmatic ITAC levels (in pg/mL) in group 1 and 2, p=0.01.

Cytokine analysis in cerebrospinal fluid

Cytokines were quantified using the Luminex 200, using the kit Milliplex Map
Human High Sensitivity Cell - 19SK. The cytokines were measured 19: ITAC,
GMCSF, FRACKTAL, IFN- gamma, IL -10, MIP3 -alpha, IL- 12p70, IL -13, IL -
17A, IL- 1beta, IL -2, IL -21, IL- 4, IL -23, IL -5, IL -6, IL -7, IL -8 and TNF- alpha.
Differences statistically significant were found in the liquoric levels of ITAC, IFN-
gamma, IL -5, IL -8 and TNF -alpha in comparisons between groups 1 and 2
(Figure 4). Group 2 showed higher levels for all them than group 1. Regarding
the other analytes measured no statistically significant difference was found (p>

0.05), these are shown in Table 2, supplementary material.
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Figure 4. Cytokine levels in CSF. A) ITAC levels (pg/ml) (U =150.50, p = 0.01; s = 0:35) , group
2 (median = 67.74 , Cl = 97.93) > Group 1 (median = 45.87, C| = 36.86). B) INF-gamma levels
(pg/ml) (U=154, p = 0.010; s = 0:40), Group 2 (median = 2.04, Cl = 2.62) > Group 1 (median =
0.62,ClI=1.05).C) IL-5 (pg/mL) [t(43) =3.20; p =0.002 ; s = 0:44)] , group 2 (mean = 3.64, sd
=0.85) > Group 1 (mean = 2.95, SD = 0.60). D) IL -8 levels (pg/ml) (U = 156.50, p = 0.016; s =
0:31), Group 2 (median = 27.58, Cl =7.79) > Group 1 (median = 25.02, CI =6:01). E) TNF -alpha
levels (pg /ml) (U = 160.5, p = 0:02; s = 0:23), Group 2 (median = 6.1; Cl = 1.20) > Group 1

(median = 0:36; Cl = 0.87).

A binary logistic regression model with Forward LR Stepwise method was
performed to ascertain the effects of Immunological measurements and proviral
load, both in liquor or on the likelihood that participants have symptoms of

neurological disease. The final binary logistic regression model with only liquoric
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IFNgamma variable was statistically significant x*(1) = 9.818, p =.002. The model
explained 29.0% (Nagelkerke R?) of the variance of the symptoms of neurological
disease and correctly classified 67.5% of cases. Increasing IFNgamma in liquor
values was associated with an increased likelihood of exhibiting neurological

disease [ = .779 (SE= .330); Exp (B)=2.180; 95%Cl for Exp (B) = 1.142-4.159].

In a ROC, using a cutoff of 1,67 for liquoric levels of Interferon-gamma, AUC

sensitivity was 52.2% and specificity was 91.3% to identify neurological damage.

DISCUSSION

In this study we focused on comparison of cytokines released in long-term HTLV
carriers in seric and liquor samples. This study has 64.58% of sample participants
females while 35.41% were males. This higher frequency of HTLV-1 carriers in
females is similar to the population ratios. Not only transmission rates, but also
neurological complications are most common in women: HAM/TSP affects two-
to-three times more women than men what is reflected in symptomatic group with
four times more women than men (CARVALHO et al., 2015). There is accounted
for a greater efficiency of transmission during the sexual intercourse and to higher
rates of blood transfusions (PROIETTI et al., 2015; CHAVANCE et al., 1989). In
countries with high prevalence of HTLV-1, prevalences increases with age having
a cumulative risk of new reinfections throughout the lifetime. In order to have a
good comparison group, this present study had controled and matched age as
well as the time of infection, so the two groups differ only for the presence of

neurologic symptoms.
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Differences of proviral load between the two groups were expected, in CSF
symptomatic patients (Group 2) have higher load compared to assymptomatic
(Group 1). The proviral load in patients with HAM/TSP has been reported as 10
to 100 times higher than in asymptomatic HTLV-1 seropositive individuals (Jeffery
e et al., 1999; Nunes, 2008, Grassi et al, 2011 and Vallinoto et al., 2015).
Therefore it is usually suggested that the proviral load is related to progression of
neurologic disease and determine presence of HAM /TSP (Furtado et al., 2012).
In logistic regression model including proviral load as a possible predictive
variable to progression to HAM, this factor does not predict to neurologic
symptomatic disorder. Indirectly, a viral load interfere, since HTLV-1 mainly
infects CD4* cells, but also infects CD8* T cells, dendritic cells, monocytes and
B cells, resulting in persistent activation of lymphocytes and cytokine production

(Souza et al., 2016).

The crucial point for neuropathogenesis of HTLV seems to be the higher
presence of some specific Treg cells, the Foxp3-CD4+CD25+CCR4+ T cells
infiltrating  the  central nervous system (CNS). IFN-y-producing
Foxp3-CD4+CD25+CCR4+ T cells are not common in health individuals, but in
HAM/TSP these cells are increased in CSF as part of immune dysregulation
result of HTLV-1 infection (Araya et al., 2011). These cells express INT-gamma,
that is highly expressed (Hanon et al., 2001; Montanheiro et al., 2009) and
stimulates a strong Thl response. Among the 19 cytokines assayed in CSF
samples from long-term infected groups, a statistically significant difference was
observed between the two groups in the levels of ITAC/CCL11, IFN-gamma, IL-

5, IL-8 and TNF-alpha. In CNS tissue, retroviral proteins activate not only Tregs,
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but also astrocytes and microglia causing release of proinflamatory cytokines,
such as IFN-gamma, IL-5 and TNF-alpha what seems to contribute to
neurotoxicity. The mechanism and the cellular source of IL-8 is not well
established in HTLV infection, but seems important to keep the clinical course
progression and indeed it does not seem to respond to corticosteroids
(BANGHAM, 2000). Thl-like response results in an increase of proinflammatory
cytokines helping to understand chronic degenerative injuries of the spinal cord
(reviewed in Ribas et al.,, 2012). The cytotoxicity affects the formation of the
myelin sheath resulting in lesions associated with clinical symptoms of HAM/TSP

(Ribas e Melo, 2002).

Consistent with Thl response, in this study was observed in seric samples an
increase of ITAC/CXCL11 in plasma samples in Group 2 compared to individuals
of Group 1. ITAC/CXCL11 is a chemotactic factor for activated T lymphocytes,
induced by IFN-gamma. ITAC/CXCL1lusually are not found away from
lymphocytes tissues in normal condition, but they have been identified in
conditions evolving cell mediated immune-response. Nagasaka e cols. (2016)
conducted a study with patients infected with Human Herpes Virus (HHV). Among
all the plasmatic cytokines assayed, only CXCL11 levels were significantly higher
in HHV group compared to non-HHV groups. In studies with hepatitis virus C the
concentrations of ITAC/CXCL11, as well other CXCR3-related chemokines,
ITAC/CXCL11 were associated with hepatic fibrosis stages (Zeremski et al.,
2008) and the persistence of inflammatory damage. ITAC/CXCL11 role in
neuroinflammation is even less known than the other ligands to CXCR3, but it

seems to attract activated lymphocytes into the CNS and determine the CNS viral
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load in viral encephalitis (Muller M et al., 2010). Besides of cautions about the
unknown function, there are some expectations the control of CXCR3 ligands
could be interesting to manage the neuroinflammation (Muller M et al., 2010).
Recently, a study observed HTLV has a preference for specific CD4* cells (mostly
Tregs) which in response to virus proteins express CXCR3 and interferon-
gamma. In fact they observe a  substancial amount  of
CD4+CD25+CCR4+CXCR3+ cell population in the CSF of HAM/TSP patients,
besides of these cells were not the most frequent in their blood sample (Araya et
al., 2014). In this same study, they use, in cultured cells from HAM/TSP patients,
a KM2760 treatment targeting CCR4 results in lower viral load, reduced
expression of INF-gamma and decrease of CCR4* cells in CSF (Araya et al.,
2014). Other studies also observed an increase of CXCL9 and CXCL10, what are
the same family of CXCR3 ligants (Guerreiro et al., 2006). So, CXCR3 and their
ligants seems a potential interesting target for diagnosis or for treatment.
However, all this is very new and more studies in animal models still necessary
to have more impressions about how this can be helpful for HAM/TSP treatment.
Besides of these concerns, their data is very compatible with our data, that in
long-term infection observed increase of expression of CXCR3-ligant/ITAC in
both CSF and seric and, interferon gamma and other proinflamatory citokynes in

CSF.

Increased of expression of viral proteins and of production of inflammatory
cytokines, such as TNF-alpha and IL-8 differ in a group with or without neurologic
symptoms (Cabral et al., 2012; Araujo and Silva, 2006; Journo and Mahieux,
2011; Castro-Costa et al., 2009; Goncalves et al., 2008; Nagai et al., 2001; Best

et al.,, 2009; Gallo, 2011). Vallinoto e cols. (2015) observed an increase in
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expression also of plasmatic TNF-alpha, IL-6, IL-10 and IL-8 in HAM/TSP group.
Considering the cronicity of this infection, we do not observe much changes in
plasmatic sample, but in cerebral fluid liquid where the infection damage still
active in symptomatic Group with an intense production of proinflammatory
citokynes suggesting the disease still active and possibly progressing despite of
an installed treatment. Patientes with use corticosteroids what certainly modifies
the imune response, but does not seems to control the proinflammatory mediation
in CNS. These potential treatments focused on specific targets might improve the

prognosis and the chances of success of treatment.

All potential predictive factors that seems related to the progression for HAM/TSP
were included in a regression logistic model as a possible predictive variable,
however only INF-g was confirmed as a predictive fator for neurologic
complication. Usually, Interferon-gamma is increased in chronic active lesions
and decreases with the inactive state; also features the ability to activate
monocytes and macrophages, releasing immunoregulatory mediators of
inflammatory processes (UMEHARA e cols., 1994). INF-g role in resident cells in
CNS is not well undestood, some initial studies points to that this cytokine may
have different roles in brain and spinal cord and also an important regulatory role
in brain-blood-barrier. There is doubts if INF-g is a neuroprotector or an indutor
to neurodegeneration and demielinization in diseases more studied, such as
multiple sclerosis. These controversies came from potential roles of interferon-
gamma in glial cells and other resident cells in CNS. Their apparenly dual roles
in brain tissue are explained as a fine-tunning modulator of the balance between

inflammatory and anti-inflammatory conditions (Ottum et al., 2016). About facts,
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interferon-gamma is found an increased expression during and after an
demielination event and studies in vitro show its role as a inductor of production
of CCL2, CXCL9, and CXCL10 (Salmaggi e cols., 2002). About induction of
ITAC/CXCL11 or regulatory role over this molecule we could not find none study,
but since the CXCL family is intrinsecally correlated in terms of actions it seems
something to be done. More than an activation, a failure to donwmodulate the
immune response in HAM/TSP individuals plays an important role in the
pathogenesis of inflammatory diseases of the central nervous system such as
multiple sclerosis (Santos et al., 2006). So the knowlegde of interferon gamma
modulatory factor seems a key factor not only for HTLV pathogenesis, but for
immunopathogenesis of demyelinating inflammatory diseases (Ottum et al.,

2016).
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Supplementary material

CYTOKINES LEVELS IN PLASMA - MEDIAN (IQ) OR MEAN (SD)*

CYTOKINES GROUP 01 GROUP 02 P. value (p<0.05)
GMCSF (pg/ml) 6.76 (19.13) |9.66 (18.14) 0.33
FRACKTAL (pg/ml)* |54.12 (30.74) |47.94 (15.66) 0.43
INF-gamma (pg/ml)* |5.13 (2.53) 5.01 (2.22) 0.87
IL-10 (pg/ml) 0.94 (0.90) 0.84 (0.77) 0.73
MIP-3alpha (pg/ml) 3.72 (1.31) 3.60 (0.73) 0.22
IL-12 p70 (pg/ml) 0.39 (1.31) 0.90 (2.06) 0.10
IL-13 (pg/ml)* 5.33 (3.24) [4.17 (2.44) 0.52
IL-17 A (pg/ml) 4.72 (3.86) 4.05 (2.43) 0.16
IL-1 beta (pg/ml) 0.51 (0.26) 0.58 (0.18) 0.16
IL-2 (pg/ml) 1.09 (1.32) 1.61 (1.01) 0.10
IL-21 (pg/ml) 0.70 (0.79) 0.79 (0.5) 1.00
IL-4 (pg/ml) 1.74 (2.34) 1.43 (1.53) 0.50
IL-23 (pg/ml)* 70.42 (39.84) |65.26 (24.22) 0.59
IL-5 (pg/ml) 0.50 (0.64) 0.46 (0.38) 0.88
IL-6 (pg/ml)* 0.66 (0.42) 0.94 (0.55) 0.06
IL-7 (pg/ml) 0.37 (1.75) 0.23 (0.88) 0.49
IL-8 (pg/ml) 2.09 (1.53) 1.82 (0.98) 0.60
TNF-alpha (pg/ml) 0.6 0(1.03) 0.57 (0.48) 1.00

Table 1. Cytokine levels in groups 1 and 2 in plasma without statistically significant difference.

*Mean and standard deviation.



CYTOKINES LEVELS IN CSF - MEDIAN (IQ) OR MEAN (SD)

CYTOKINES GROUP 01 GROUP 02 P. value (* p<0.05)
GMCSF (pg/ml) 0.66 (0.28) 0.73 (0.30) 0.97
FRACKTAL

(pg/ml)* 142.2 (31.59) |142.4 (31.48) |0.98
IL-10 (pg/ml) 4.43 (4.42) 5.12 (1.27) 0.36
MIP-3alpha (pg/ml) |31.76 (6.87) 29.45 (10.79) |0.43
IL-12 p70 (pg/ml) | 0.81 (1.35) 1.09 (0.97) 0.06
IL-13 (pg/mi)* 4.36 (2.42) 4.77 (2.58) 0.58
IL-17 A (pg/ml) 0.19 (0.03) 0.19 (0.14) 0.41
IL-1 beta (pg/ml)* | 0.28 (0.03) 0.291 (0.03) | 0.28
IL-2 (pg/ml)* 1.06 (0.39) 1.25 (0.49) 0.15
IL-21 (pg/mi)* 3.02 (2.02) 3.32 (1.68) 0.59
IL-4 (pg/ml) 0.40 (0.30) 0.40 (0.24) 0.38
IL-23 (pg/ml) 25.19 (18.11) |37.75(36.10) |0.10
IL-6 (pg/ml)* 4.99 (1.15) 4.86 (1.38) 0.74
IL-7 (pg/ml)* 7.00 (5.06) 8.18 (4.93) 0.43

Table 2. Cytokine levels in cerebrospinal fluid in Groups 1 and 2 with no statistically significant

difference. *Mean and standard deviation.
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4) DISCUSSAO
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4.1 Amostra

A coleta foi realizada por amostragem de conveniéncia na populacdo que atende
a coorte do GIPH, contudo a frequéncia de homens e mulheres espelha o mais
frequentemente encontrado na literatura em relacao aos infectados por HTLV e
HAM/TSP. Entende-se que nos locais onde a infeccdo pelo HTLV-1 atinge
indices elevados, observa-se que a soroprevaléncia est4 muito relacionada ao
género e a idade. Ou seja, aumenta com a idade e apresenta-se mais elevada
no género feminino, o que condiz com o presente estudo. Acredita-se que o
aumento em relacdo a idade pode estar relacionado ao risco cumulativo de
novas infec¢cdes ao longo do periodo de vida. No presente estudo, ndo foi
observada diferenca estatistica significativa entre os grupos 1 e 2 (sem
comprometimento  neurologico; com  comprometimento  neuroldgico,
respectivamente) em relacdo a idade uma vez que os grupos foram pareados

quanto a idade entre os grupos, considerando que essa € uma variavel

importante na progressao da doenca.

Caracterizando os dois grupos, de acordo com critérios determinados em Castro
costa e cols. (2006), dos 23 individuos do grupo 1, 21 sdo assintomaticos e 2
sintométicos sem HAM (com sinais da infeccdo pelo HTLV-1, mas que ainda nao
sdo caracteristicos da HAM/TSP). Pacientes sintomaticos e portadores de
HAM/TSP apresentam comprometimento neuroldgico, o que leva aos sintomas
caracteristicos da evolugdo da doenga, sendo assim o grupo 2 (com
comprometimento neuroldgico) é formado por pacientes sintomaticos e
portadores de HAM/TSP e grupo 1 (sem comprometimento neuroldgico)

composto por pacientes assintomaticos e apenas 2 sintomaticos.

4.2 Citocinas plasmaticas

O presente estudo demonstrou aumento da quimiocina ITAC, também descrita
como CXCL11, faz parte de uma familia que atua sobre as células T estimulando
a resposta Thl (ABBAS, 2008) em amostras de plasma em individuos do grupo

2, em comparacao com individuos do grupo 1. ITAC é um fator quimiotético para
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linfécitos T ativados, induzido por INF-gama. Nagasaka e cols. (2016) realizou
um estudo com pacientes infectados pelo Virus Herpes Humano (HHV), que esta
associada com sintomas respiratérios, gastrointestinais, e as complicacfes
neurologicas; tais como a convulséo febril e encefalite aguda. Dentre todas as
citocinas dosadas, em plasma, no estudo relatado, apenas os niveis de CXCL11
foram significativamente maiores no grupo de HHV comparado aos grupos nao-
HHV. CXCL11 se liga especificamente ao receptor acoplado a proteina G, o
receptor 3 CXC, que € altamente expresso em células T ativadas, células T de
memoria, e células NK. Uma vez que o HHV infecta as células T CD4* ativadas
na qual a CXCL11 e CXCL10 estao ligados podem expandir infec¢do por HHV e
promover as manifestacées clinicas da infeccdo. CXCL11 é induzida em um
amplo espectro de doencas neuroimunes que afetam o sistema nervoso central,
tais como a meningite bacteriana e viral, esclerose multipla, e doenca de
Alzheimer (NAGASAKA e cols., 2016).

O HTLV-1 infecta predominantemente células T CD4*, mas também infecta
células T CD8*, células dendriticas, mondcitos e células B, resultando na
proliferacéo espontanea de linfécitos e a producéo de citocinas, na auséncia de
estimulos exégenos, tal como o IFN-gama, TNF-alfa e IL-6. Estudos
demonstraram que portadores de HTLV-1 tém uma maior producao de citocinas
em comparacdo com sujeitos ndo infectados (SOUZA e cols., 2016). Portanto
esperava-se 0 aumento de citocinas como INF-gama, TNF-alpha e IL-6, por se
tratar de citocinas chave no papel pro-inflamatério. Vallinoto e cols. (2015)
encontrou correlacéo positiva, em amostras de plasma, entre TNF-alfa, IL-6, IL-
10 e IL-8 no grupo de HAM/TSP. Estes resultados sd&o uma consequéncia
potencial das respostas imunes pro-inflamatorios tipicamente observadas neste

grupo de pacientes.

4.3 Citocinas liquoricas

Dentre as citocinas dosadas nas amostras de liquor foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos com e sem

sintomas neurologicos nos niveis de ITAC, INF-gama, IL-5, IL-8 e TNF-alfa. De
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acordo com Moore (1989) o TNF-alfa e o INF-gama ajudam a entender as lesdes
cronico-degenerativas da medula. O TNF-alfa aumentado no liquor e no soro,
revela-se citotoxico para os oligodendrécitos, células neuronais do sistema
nervoso central responsaveis pela formacdo da bainha de mielina, esta
citotoxidade prejudica a formacdo da bainha de mielina das células neuronais o
que leva a progressao dos sintomas clinicos que caracterizam HAM/TSP.
Tratando-se de INF-gama, pode-se relacionar seu aumento devido ao fato de ele
encontrar-se elevado nas lesdes cronico-ativas e diminuido nas inativas;
apresenta também a capacidade de ativar mondcitos e macrofagos, liberando

imuno-mediadores dos processos inflamatérios.

Outro dado coerente com os resultados deste estudo é o fato de TNF-alfa ser
uma citocina com atividade pro-inflamatoria significativa e desempenhar papel
central na coordenacdo da resposta inflamatoria. Células T liberam
espontaneamente citocinas pro-inflamatérias neurotoxicas, tais como IFN-gama
e TNF-alfa e elevados niveis destas citocinas foram demonstradas no soro e no
liguor levam a les6es medulares em pacientes com HAM / TSP (GOON e cols.,
2002).

Em relacdo ao aumento de IL-5, Lima e cols. (2016) realizaram a dosagem desta
citocina em plasma de pacientes com HTLV-1 com coinfecgao por helmintos,
porém nao foi encontrada diferenca significativa. Nao observamos diferenca
significativa no plasma, mas houve diferencas significativas no liquor. A
exposicdo a helmintos e bactérias extracelulares induz principalmente o
desenvolvimento de resposta Th2, levando especialmente a producdo das
citocinas IL-4, IL-5, e IL-10, que atuam na ativacao das células B, promovendo a
producdo de anticorpos (STARLING, 2010). Contudo os pacientes ndo foram
avaliados quanto ao potencial de coinfecdo com outros parasitas. Quando se
trata de IL-8, observamos aumento da expressao deste analito no presente
trabalho, o que corrobora com Gudo e cols. (2015) que obteve dosagens
elevadas tanto de IL-8, quanto de TNF-alfa em células T infectadas pelo virus do

HTLV-1.
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Tratando da Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke, no
trabalho de Osoegawa e cols. (2005) entre as citocinas elevados na esclerose

multipla, apenas IL-8 mostrou uma correlacéo positiva com a escala.

O principal dado encontrado no presente trabalho, em relagdo as citocinas
estudadas, foi a expressao elevada de ITAC, em amostras de plasma e liquor,
no grupo com comprometimento neurolégico em relacdo ao grupo sem
comprometimento neuroldgico. ITAC é encontrada em estégios pro-inflamatérios
e € quimioatrator de mondcitos e linfocitos provenientes da resposta Thl (KAO
e cols., 2003). ITAC/CXCL11 é o fator quimiotatico de linfocitos T ativados,
induzido por IFN-g, se liga especificamente ao receptor acoplado a proteina G,
o receptor 3 CXC, que € altamente expresso em células T activadas, células T
de memoria, e células NK (NAGASAKA e cols., 2016).

Em estudos com o virus da hepatite C, as concentracdes de ITAC / CXCL11,
bem como outras quimioquinas relacionadas com o receptor CXCR3, foram
associadas com fases da fibrose hepatica (ZEREMSKI e cols., 2008) e a
persisténcia do dano inflamatério. O papel de ITAC em neuroinflamacéo € muito
menos conhecido do que os outros ligandos para CXCR3, mas parece atrair
linfécitos activados no SNC e determinar a carga viral no SNC (MULLER e cols.,
2010).

4.4 Carga proviral

A carga proviral tem sido considerada um possivel marcador de evolucdo da
doenca, sendo bem estabelecido que a infecgcdo por HTLV-1 esta associada com
uma alta carga proviral no sangue periférico e que em pacientes portadores de
HAM/TSP a carga proviral € ainda mais elevada no liquor em relagédo ao plasma.
Este dado corrobora com nossos resultados, que observaram carga proviral
elevada no liqguor em relacdo ao plasma no grupo sintomatico. Outro resultado
importante foi a diferenca da carga proviral entre os dois grupos no liquor, sendo
maior no grupo com comprometimento neurolégico (grupo 2) em relagdo ao

grupo sem comprometimento neuroldgico (grupo 1). Grassi e cols. (2011),
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compararam 4 grupos, onde a média de carga proviral de HTLV -1, em
plasma, foi maior em HAM possivel, HAM provavel e HAM definida, quando
comparados aos individuos assintomaticos. Dessa forma associado a
inespecificidade dos sinais e sintomas encontrados, mais uma vez mostra-se
adequada a nossa classificacdo de grupos apenas conforme a presenca ou néo

de sintomas neuroldgicos.

Nunes e cols. (2008) também observaram que a carga proviral foi maior em
portadores sintométicos comparado a portadores assintomaticos. E no estudo
de Vallinoto e cols. (2015) em que a carga proviral foi significativamente maior

em pacientes com HAM/TSP do que em individuos assintomaticos.

Dessa forma parece-nos bastante consistente e esperado que haja uma
discrepancia entre a carga viral plasmatica ou liquérica dos pacientes com ou
sem sintomas neurologicos. Sugere-se que a carga proviral pode ser avaliada
como um possivel fator preditivo para o desenvolvimento e evolugdo da infec¢édo
assintomatica para sintomatica e possivel desenvolvimento de HAM/TSP.
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5) CONCLUSOES
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A analise de carga viral e citocinas liquéricas e plasmaticas em estudo caso-
controle entre pacientes portadores de HTLV-1 que evoluiram ou ndo para
complicacBes e apresentacado neurolégica mostra alguns fatores consistentes e
promissores. Na comparacao de grupos, a carga viral parece de fato ser um fator
de diferenciacao entre os grupos, assim como as citocinas liquoricas em especial
da familia CXCL9-11 que precisam ser amplamente investigadas. Estudos
subsequentes de busca de fatores de predicdo da evolucéo psara complicacdes
neurologicas precisam ser realizados para que sejam melhor conhecidas as

razBes da evolucdo para quadro grave e irreversivel.
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6) LIMITACOES
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Dentre as limitacdes do presente estudo a principal € referente ao tamanho da
amostra, que ao se apresentar em numero reduzido, permite considerar os

resultados encontrados apenas para 0s grupos estudados.

Fatores como idade, género, IMC, comorbidades, medicamentos utilizados,
tempo de infec¢édo, que ndo foram totalmente controlados, séo também fatores
de limitacdo do estudo, pelo fato de poderem influenciar no perfil inflamatoério

apresentado pelos pacientes.
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