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RESUMO

A evolucdo para mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espdstica tropical (HAM/TSP)
parece estar relacionada ao perfil imunoldgico do paciente, sendo o aumento das citocinas
pro-inflamatdrias INF-y, TNF-a e IL-2 alteracdo estabelecida naqueles com HAM/TSP.
Nestes pacientes, a carga proviral tem sido considerada como um possivel marcador de
evolucdo da doencga. Por outro lado, em individuos portadores assintomdticos do HTLV-1,
observa-se um aumento de IL-10, uma citocina antiinflamatéria, que tem sido vista como
possivel imunorregulador. O presente estudo teve o objetivo de comparar o perfil de citocinas
plasmaticas e o nivel da carga proviral de pacientes infectados pelo HTLV-1 portadores ou
ndo da mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP). Os participantes foram selecionados a
partir da coorte aberta de ex-candidatos a doacdo de sangue infectados pelo HTLV-1 e
pacientes com HAM/TSP acompanhados pelo Grupo Inter-disciplinar de Pesquisa em HTLV
(GIPH). Os participantes foram divididos em quatro grupos: 21(19,4%) doadores de sangue
soronegativos para o HTLV-1 (controles), 27(25,0%) assintomadticos; 32(29,6%) com poucos
sintomas (possiveis HAM/TSP), e 28(25,9%) com HAM/TSP. As citocinas testadas de todos
os participantes foram: IL-4, IL-10, IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-y. A carga proviral foi testada
nos infectados pelo HTLV-1. Os grupos foram comparados a fim de se identificar quais
citocinas estariam associadas a HAM/TSP e quais se correlacionariam a carga proviral
elevada. Na andlise comparativa, observou-se no grupo HAM/TSP aumento significativo das
citocinas INF-y (p=0,030, OR=7,6, 1C=0,57-101,79), IL-6 (p=0,002), IL-4 (p=0,034,
OR=0,83 IC=0,07-10,55) e uma tendéncia para o aumento de TNF-a (p=0,058, OR=2,8,
IC=0,06-8,82). A carga proviral associou-se com HAM/TSP (p<0,001). Os pacientes do
grupo HAM/TSP apresentaram maiores valores de INF-y e tendéncia para menores valores de
IL-2 e TNF-a. Este estudo confirmou a correlagdo entre maior carga proviral e uma resposta
inflamatéria aumentada para os individuos com HAM/TSP, corroborando a hipétese de que as
lesdes neuroldgicas associadas 8 HAM/TSP seriam decorrentes da resposta imunoldgica do
hospedeiro contra o virus que ndo estaria sendo imunomodulada, como acontece nos
portadores assintomdticos do HTLV-1.

Palavras-chave: Virus linfotropico humano de células T (HTLV-1). Mielopatia associada ao
HTLV-1 (HAM). Paraparesia espdstica tropical (TSP). Citocinas. Carga proviral.



ABSTRACT

The occurrence of HTLV-1 associated myelopathy / tropical spastic paraparesis (HAM/TSP)
seems to be related to the patient’s immunologic profile with an increase of proinflammatory
cytokines INF-y, TNF-a and IL-2. These alterations are well established in individuals with
HAM/TSP. In such patients, proviral load has been considered as a potential marker of
disease activity. Conversely, asymptomatic individuals with HTLV-1 show an increase of IL-
10, an anti-inflammatory cytokine considered as a potential immune regulator. The objective
of the present study was to compare the plasma cytokine profile and the proviral load of
individuals with HAM/TSP. The participants were selected from the open cohort of referred
blood donors infected with HTLV-1 and patients with HAM/TSP followed up by the
Interdisciplinary Group of Research on HTLV-1 (GIPH). The participants were divided into
four groups: 21(19, 4%) blood donors (controls), 27(25, 0%) HTLV-1-asymptomatic carriers;
32(29,6%) with few HAM/TSP symptoms (potential HAM/TSP); and 28(25, 9%) with
HAM/TSP. The cytokine tested for al participants were: IL-4, IL.-10, IL-2, IL-6, TNF-a and
IFN- y. The proviral load was tested in the individuals with HTLV-1. The groups were
compared in order to identify which cytokines were associated with HAM/TSP and which
ones were correlated with the high proviral load. In the comparative analysis, it was observed
in the HAM/TSP group a significant increase of cytokines INF-y (p=0.030, OR=7.6, IC=0.57-
101.79), IL-6 (p=0.002) and IL-4 (p=0.034, OR=0.83 IC=0.07-10.55), as well as a tendency
to the increase of TNF-a (p=0.058, OR=2.8, IC=0.06-8.82). The proviral load correlated with
HAM/TSP (p<0,001). These patients presented higher values of INF-y and a tendency to
lower values of IL-2 and TNF- a.. The present study confirmed the correlation between higher
proviral load and greater inflammatory response for HAM/TSP patients, which corroborates
the hypothesis that the neurological lesions associated with HAM/TSP are due to the host
immunological response against the virus. This response would not be modulated as occurs in
the HTLV-1-asymptomatic carrier

Keywords: Human T-Cell Lymphotropic Virus (HTLV-1). HTLV-1 associated myelopathy
(HAM). Tropical spastic paraparesis (TSP), Cytokine, Proviral load.
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1 INTRODUCAO

Estudos tém demonstrado que o risco de desenvolver mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP) e sua progressdo estdo diretamente relacionados com a carga proviral e com a

resposta imune aumentada (MANNS et al., 1999; YAMANO et al., 2002).

A carga proviral em individuos com HAM/TSP tem sido referida como 10 a 100 vezes mais
alta que em individuos HTLV-1 soropositivos assintométicos (JEFFERY et al., 1999) e
aumenta logo antes ou durante a piora clinica dos pacientes com HAM/TSP (MATSUZAKI et
al., 2001; TAKENOUCHI et al., 2003).

Elevada linfoproliferacdo espontanea in vitro (SAKAI et al., 2001), niveis elevados de
linfécitos T-CD8+-virus especificos e altos titulos de anticorpos para HTLV-1, tanto no soro
quanto no fluido cérebro-espinal (OSAME et al., 1987), parecem estar associados a evolucio
para HAM/TSP (AKIZUKI et al., 1987; IZUMO et al., 1988). Clones de células T-citotdxicas
secretam citocinas, quimiocinas e metaloproteinas potencialmente inflamatdrias e lesivas em

altas concentracdes no sistema nervoso central (BIDDISON et al., 1997).

A andlise das caracteristicas imunolégicas da HAM/TSP sugere que fatores distintos possam
estar envolvidos em seu estabelecimento. Estudos propdem a existéncia de atividade
inflamatéria constante (resposta linfécito T helper tipo 1 - Thl), com aumento da produgdo
de INF-y, TNF-a e IL-2 pelos linfécitos infectados, contribuindo para a manutencdo do
processo inflamatdério cronico em pacientes com HAM/TSP (HANON et al., 2001; MUNIZ et
al., 2006).

A evolugdo para HAM/TSP estd intimamente relacionada ao perfil imunolégico do paciente.
Entretanto, a natureza desses fatores e os mecanismos pelos quais eles se manifestam ainda
estdo por ser esclarecidos. Os resultados do presente estudo poderdo contribuir com o
conhecimento existente sobre o padrdo de resposta inflamatéria ajudando a melhor

compreensdo dos fatores envolvidos na sua progressao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccao pelo HTLV-1

2.1.1 Historico e dados epidemiolégicos

Conforme Gallo (2005), no ano de 1979, nos Estados Unidos, foi descrito o primeiro
retrovirus humano, o HTLV-1, tendo sido isolado da linhagem de células T de um paciente
portador de linfoma nessas células. No ano seguinte, Poiesz et al. (1980) relataram, pela
primeira vez, a correlacdo desse virus com o linfoma cutdneo de células T e, posteriormente,
descobriram que o retrovirus ATLV identificado pelos japoneses como agente etiologico da
leucemia de células T do adulto (ATL) era idéntico ao HTLV-1 (POIESZ et al., 1980, apud
GALLO, 2005, p. 5928).

Segundo Taylor e Matsuoka (2005), estudos posteriores comprovaram a participacdo do virus
na etiologia da mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espdstica tropical (HAM/TSP),
uveite associada ao HTLV-1 (HAU), eczema grave da infincia - também denominado
dermatite infecciosa (DI) — e, ainda, possivel associacdo com artropatias, polimiosites e

sindrome de Sjogren, entre outras.

A transmissdo do HTLV-1 se dd por via vertical (transplacentdria, durante o parto e pela
amamentacdo), horizontal (relacio sexual) e parenteral (transfusio de sangue e

hemoderivados contaminados e uso de drogas injetdveis) (SANTOS; LIMA, 2005).

Estima-se que 15 a 20 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo HTLV-1
(YOSHIDA; JEANG, 2005, p. 5925). Estudos preconizam que a Africa é o reservatério
primdrio desse retrovirus, sendo o mesmo endémico em diversas partes do mundo, em
especial no Japao, Caribe, América Central e do Sul, Africa Equatorial, Oriente Médio e
Melanésia (GALLO et al., 1987, apud SANTOS; LIMA, 2005).

No Brasil, estudos de prevaléncia confirmam a presenca do HTLV-1 e HTLV-2 em todo o
pais. O HTLV-1 foi descrito pela primeira vez em 1989, em comunidade japonesa de Campo
Grande-MS. Entre doadores de sangue provenientes das diferentes regides do pais, a

prevaléncia € varidvel, sendo de 0,08% no Norte e no Sul do pais (Manaus e Florianépolis);
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0,33% no Nordeste e no Sudeste (Recife e Rio de Janeiro) e 1,35% em Salvador (CATALAN-
SOARES; PROIETTI; CARNEIRO-PROIETTI, 2001; SANTOS; LIMA, 2005).

Em Minas Gerais, a Fundacdo Hemominas coordena O Grupo Interdisciplinar de Pesquisas em
HTLV (GIPH), uma coorte aberta iniciada em Marco de 1997 e hoje composta por 570
doadores (classificados entre individuos com sorologia positiva para o HTLV-1/2 (n=333,
58,4%), com sorologia indeterminada (237, 41,6%), seus familiares com sorologia positiva ou
indeterminada para o HTLV 1/2 (n=97) e um grupo-controle constituido por doadores
soronegativos (n=166) (ALLAIN et al., 2009). O estudo do GIPH €, atualmente, referéncia

mundial dentre as coortes que avaliam a histdria natural da infeccdo pelo HTLV1/2.

Proietti (2006) informa que no Brasil a soroprevaléncia média encontrada entre doadores
aptos a doacdo ¢ cerca de 20 a 100 vezes mais alta do que a relatada para os Estados Unidos e
Europa. Esse fato, aliado a extensdo territorial e ao tamanho da populagdo, indica que o Brasil
abriga o maior nimero absoluto de individuos soropositivos para HTLV-1/2 entre todos os
paises endémicos. Sem dudvida, tem-se na infec¢do pelo HTLV-1/2 um problema de saide

publica (PROIETTI et al., 2006).

2.1.2 Evolucao natural da infeccdo por HTLV-1

A histéria natural da infeccio pelo HTLV-1/2 ndo estd completamente elucidada,
principalmente porque o tempo decorrido entre a exposi¢do/infeccdo e o inicio de

sintomatologia € muito longo (BORDUCCHI; KERBAUY; OLIVEIRA, 1999).

Conforme Santos e Lima (2005), aproximadamente 98% dos individuos infectados
permanecem assintomdticos. Segundo Yamano et al. (2002), 0,25 a 3% dos individuos
desenvolverdo mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espéstica tropical (HAM/TSP) e

outros 2 a 6% desenvolverao leucemia de células T do adulto (ATL).

Sabe-se que diferentes fatores estdo envolvidos na interagdo virus/hospedeiro e o modo como
essa interagdo se desenvolve determinard o estado do portador como individuo assintomatico,
paciente sofrendo de doenga hematolégica (ATL) ou inflamatéria (HAM/TSP, uveite, artrite,

reumatéide, etc.) (PROIETTI et al., 2006).
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Acredita-se que fatores proprios do hospedeiro, incluindo o sistema HLA, devem ser

importantes para determinar as manifestagdes da infeccdo (JEFFERY et al., 1999).

Observou-se que individuos que desenvolvem leucemia de células T do adulto (ATL)
apresentam baixo nivel de resposta imune, enquanto os com HAM/TSP demonstram resposta

intensa aos antigenos do HTLV-1 (MANNS; HISADA; GRENADE, 1999).

Apesar de diversos aspectos dos eventos que conduzem ao desenvolvimento das doengas
associadas ao HTLV-1 ndo estarem esclarecidos, a resposta imune do hospedeiro frente a
infeccdo viral, principalmente a resposta celular desencadeada por células TCD8+ especificas
anti-HTLV, € reconhecida como um evento crucial, determinando o rumo da infeccao
(BANGHAM; OSAME, 2005). Estudos recentes tém sugerido que essa resposta celular é
influenciada pela via de infec¢do do hospedeiro por via mucosa ou sangue periférico, além de
fatores genéticos individuais, como polimorfismos de genes HLA e genes envolvidos na

resposta imune (JEFFERY et al., 1999; KODAMA et al., 1999; PROIETTI et al., 2006).
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2.1.3 Mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP)

2.1.3.1 Evolucgio e patogénese da HAM/TSP

A HAM/TSP € uma doenga lentamente progressiva e de baixa letalidade. O quadro clinico é
de inicio insidioso, o que leva, muitas vezes, ao diagndstico tardio da doenga. Consiste em
diminui¢do gradual da forca muscular dos membros inferiores, associada a dor lombar e
queixas sensitivas leves do tipo parestesia nas pernas e pés. Subsequentemente, surgem
queixas autondmicas tipo urgéncia miccional, incontinéncia ou reten¢do urindria, constipacdo
intestinal, diminui¢do da libido e da poténcia sexual. Observou-se que a evolucio neuroldgica
nao € uniforme ao longo do tempo, ocorrendo predominantemente durante o primeiro e
segundo anos da doenca, tornando-se relativamente estdvel nos anos subsequentes

(MATSUZAKI et al., 2001; PROIETTI et al., 2006).

Os principais sinais e sintomas de apresentacdo da doenga sdo os distirbios da marcha,
fraqueza, dor lombar baixa, enrijecimento dos membros inferiores, hiperreflexia e o
comprometimento do equilibrio dindmico, sendo frequente o relato de disestesias e parestesias
(dorméncia, formigamentos) ao longo dos membros inferiores, predominantemente distais
(MANNS; HISADA; LA GRENADE, 1999). A disfuncdo vesical € comum em pacientes
com HAM/TSP e representa importante causa de morbidade. A época de inicio dos sintomas é
varidvel, mas normalmente ocorrem paralelamente as alteragdes motoras ou mais tardiamente.
Frequentemente, pacientes apresentam como primeiro sintoma da doenca disfuncio sexual e
do trato urindrio (VERDONCK, 2007). CASTRO COSTA et al., (2006) elaboraram proposta
de um modelo modificado para o diagndstico e classificacio da HAM/TSP baseado em uma
revisdo da literatura sobre o assunto e nos critérios propostos pela OMS. Os resultados deste

estudo encontram-se resumidos na FIG 1.
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FIGURA 1
Critérios para os niveis de defini¢do diagnéstica da Mielopatia associada ao HTLV-1/ Paraparesia

espastica tropical(HAM/TSP)

Definido:

1. Paraparesia espastica progressiva, nao remissiva associada a marcha
suficientemente comprometida para ser percebida pelo préprio paciente. Sintomas
ou sinais sensitivos podem ou nio estar presentes. Quando presentes., permanecem
sutis e sem nivel sensitivo. Sinais ou sintomas esfincterianos anais e urindrios
podem ou ndo estar presentes;

2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR, confirmados por Western
blot e/ou detec¢do do DNA proviral no sangue e/ou LCR;

3. Exclusdo de outras condigdes que se assemelham a HAM/TSP.

Provavel:

1. Apresentacdo monossintomdtica: espasticidade ou hiperreflexia dos membros
inferiores ou sinal de babinski com ou sem sinais sensitivos sutis ou bexiga
neurogénica isolada confirmada por testes urodinamicos;

2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR, confirmados por Western
blot e/ou detec¢do do DNA proviral no sangue e/ou LCR;

3. Exclusdo de outras condigdes que se assemelham a HAM/TSP.

Possivel:
1. Apresentacio clinica completa ou incompleta;
2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR, confirmados por Western
blot e/ou detec¢do do DNA proviral no sangue e/ou LCR;

3. Nao exclusio de outras condi¢des que se assemelham a HAM/TSP.

Verifica-se predominancia em individuos do sexo feminino de aproximadamente trés vezes

mais do que no sexo masculino, na faixa etdria de 40 a 50 anos (LEVIN; JACOBSON, 1997).

Segundo Taylor et al. (2006), a patogénese da HAM/TSP ainda ndo estd completamente

esclarecida, mas achados histopatolégicos mostram infiltracdo linfocitaria perivascular na

medula espinhal composta principalmente de linfécitos T-CD4+ na doenga inicial e linfécitos

T-CD8+ na doenca avangada, seguida por uma fase atr6fica com menos celularidade.
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2.1.3.2 Acao das citocinas

A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa. A primeira pressupde mecanismos
moleculares e celulares preexistentes a ocorréncia de qualquer infeccio (JANEWAY et al,
2007). A imunidade adaptativa desenvolve-se em resposta a uma infeccdo, podendo levar a
reconhecimento e eliminacdo de um patdégeno invasor e ao desenvolvimento de memoria
imunoldgica. Os sistemas de imunidade inata e adaptativa sdo interativos e cooperativos,
produzindo uma resposta combinada mais efetiva do que cada resposta isolada (KINDT;

GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

A resposta inata coopera com a adaptativa especialmente através da interacdo entre os
receptores dos macréfagos e os componentes dos microorganismos levando a producdo de
citocinas como IL-1, IL-6, TNF-a que s@o protefnas regulatérias de baixo peso molecular,
soldveis, responsdveis por alterar o comportamento ou as propriedades de outras células, em
resposta a inimeros estimulos (JANEWAY et al., 2007; KINDT; GOLDSBY; OSBORNE,
2008). Estas além de induzirem e manterem a resposta inflamatéria, estimulam e direcionam a
resposta adaptativa (cyto-“célula, do grego kinein, “mover-se”) (KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2008).

Entre os mecanismos envolvidos na resposta adaptativa, encontram-se a imunidade humoral,
desenvolvida por meio dos linfécitos B com producio de anticorpos, e a imunidade mediada
por células; esta tem como principal responsdvel pelo seu desenvolvimento as células T-

efetoras (células T-CD4+ auxiliares e T-CD8+ citotéxicas) (JANEWAY et al., 2007).

As células T-CD8+ citotdxicas (CTLs) tém capacidade litica e sdo criticas no reconhecimento
e eliminag@o das células préprias infectadas, a partir da secre¢do de citotoxinas (perforinas e

grazimas) e citocinas, como INF-y e TNF-$ (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

As células T-CD4+ auxiliares produzem e liberam diversas citocinas, exercendo papel de
comunicacdo célula a célula para mediar as complexas interacdes entre as células que levam

ao desenvolvimento de uma resposta imune efetiva (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).
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Testes bioldgicos demonstraram que a maioria das citocinas possui multiplos efeitos
bioldgicos diferentes. Ressalta-se a regulacéo do tipo, linfécito T helper tipo 1 e tipo 2 (Thl e
Th2), da intensidade e da duragdo de uma resposta imune, por estimular ou inibir a ativagdo,
proliferacdo e/ou diferenciagdo de vdrias células e por regular a secrecdo de anticorpos e

outras citocinas (JANEWAY et al., 2007; KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Estudos mostram que os tipos de antigenos a que o organismo € exposto determinam o perfil
de citocinas produzidas e a diferenciacdo das células T-CD4+ auxiliares nos subtipos THI1 e
TH2, durante a resposta imune inicial (JANEWAY et al, 2007; KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2008).

A exposicdo a helmintos e bactérias extracelulares induz principalmente o desenvolvimento
de resposta TH2, levando especialmente a produgdo das citocinas IL-4, IL-5, e IL-10, que
atuam na ativagio das células B, promovendo a produgdo de anticorpos. Em contrapartida, a
exposicdo a protozodrios, bactérias intracelulares e virus induz, a principio, a resposta TH1
que, inicialmente, produz IL-2, INF-y, TNF-a e estas estimulam a ativacao dos linfécitos T-
citotoxicos. Essas respostas sdo antagdnicas, pois o [IFN-y modula negativamente a resposta
Th2. Enquanto a IL-4 a IL-10 e a IL-6 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite

homeostasia no sistema imune e resposta imunolégica balanceada (MACHADO et al., 2004).

Alguns microorganismos sdo capazes de evadir da eliminagdo pelo sistema imune
frequentemente induzindo uma resposta inflamatdéria cronica, na qual as citocinas INF- y e
TNF-a possuem papel central, resultando em um significativo dano tecidual (KINDT;

GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

As fungOes das principais citocinas estdo descritas no FIGURA 2.
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FIGURA 2

Citocinas, fonte e atividades

Citocina

Fontes

Atividade

Interleucina 2 (IL-2)
TH-1

Células T

Estimula o crescimento e a diferenciag¢@o de células T,

células B e células natural killers (NK).

Fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a)

TH-1

Mondcitos, macréfagos e outros
tipos celulares, incluindo células
NK,

T-ativadas, células

neutrofilos e fibroblastos.

Potente mediador de func¢des inflamatdrias e imunes;
regula o crescimento e a diferenciagdo de uma grande
variedade de tipos celulares; citotéxico para muitos
tipos de células transformadas; promove angiogénese;
reabsor¢do Ossea e processos trombdéticos; suprime o

metabolismo lipogenético.

Interferon gama

(IFN-y)

TH-1

Células T-CD4* e CD8"*; células
NK.

Afeta a ativacdo, o crescimento e a diferencia¢do de
células T-células B e macréfagos, bem como células
NK; aumenta a expressio de MHC em células
apresentadoras de antigeno; diferenciacdo de Tyl de
de atividade antiviral e

assinatura citocinas;

antiproliferativa fracas.

Interleucina 4 (IL-4)

TH-2

Mastocitos, células T e célulag

estromaticas de medula Gssea.

Promove o crescimento e desenvolvimento de células
B e T e células da linhagem monocitica; também afeta
células externas ao sistema imune, incluindo células

endoteliais e fibroblastos.

Interleucina 6 (IL-6)

INATA

Células B, células T, varias

células ndo-linfoides incluindo

macrofagos, células estromais de
fibroblastos,

medula Ossea,

células endoteliais e astrocitos.

Regula as fungdes de células B e T; efeitos in vivo na

hematopoiese; indutor da resposta de fase aguda.

Interleucina 10
(IL10)
TH-2

Subgrupos de células T-CD4" e
CD8" ativadas

Estimula ou aumenta a proliferacio de células B,
timdcitos e mastdcitos; estimula, em cooperagdo com
TGF-B, a sintese e secrecdo de IgA por células B
humanas; antagoniza a geracdo do subgrupo Tyl de

células T-auxiliares.

Fonte: Adaptado de Kind, Goldsby e Osborne (2008).
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2.1.3.3 Citocinas e HTLV-1

A imunidade adquirida depende diretamente da resposta especifica das células T-CD4+
auxiliares ao virus HTLV -1. As células T-CD4+ auxiliares estdo envolvidas na coordenagdo
da resposta imune aos patdgenos, através da secre¢do de citocinas em resposta ao

reconhecimento de antigenos (GOON et al., 2003).

As células T-CD4+ auxiliares podem produzir IL-2 e IFN-y, que aumentam as fungdes
efetoras das CTLs (Thl), e IL-4, IL-5, e IL.-10, que promovem a respostas das células B (Th2)
e estimulam a produ¢do de anticorpos. Através da secre¢do de citocinas, as células T-
auxiliares podem ativar as células apresentadoras de antigenos ou realizar a suprarregulagio
do CD40L na superficie das células. Este interage com as células B, estimulando sua
proliferacio (CELLA et al., 1996; KOCH et al., 1996; SALLUSTO; LANZAVECCHIA,
1994).

Diversas observacgdes ja demonstraram a importancia da resposta imune ao HTLV-1 efetuada
pelas células T-CD4: a) sdo principal subtipo celular infectado pelo HTLV-1 in vivo
(HANON et al., 2000, RICHARDSON et al., 1990); b) secretam citocinas pré-inflamatéria
neurotoxica como a TNF-a e IFN-y (HANON et al., 2001; HIGUCHI et al., 1997,
NISHIURA et al., 1996), identificando-se altos niveis dessas citocinas no soro, liquor e lesdes
medulares de pacientes com HAM/TSP (NAKAMURA et al, 1993; UMEHARA et al,
1994); ¢) a infeccdo das células T-CD4 pelo HTLV-1 pode prejudicar a fungdo das células T-
auxiliares (UMEHARA et al.,1994; YARCHOAN et al., 1986); d) nos pacientes com
HAM/TSP apresentando lesdes recentes do sistema nervoso central (SNC), um dos tipos

predominantes no infiltrado celular deste sdo células T-CD4+ (IWASAKI et al., 1992).

Outros trabalhos detectaram mais células T-CD4+ nas lesdes do sistema nervoso central de
pacientes com quadro recente de HAM/TSP do que em pacientes com doenca de longa

duracdo, nos quais predominam as células T-CD8 (UMEHARA et al., 1993).

Goon et al. (2002) reportaram, que as células T-CD4 HTLV-1 especificas secretoras de IFN-y
TNF-a e IL-2 sao significativamente mais frequentes nos pacientes com HAM/TSP de inicio
recente do que nos individuos assintomdticos com niveis semelhantes de carga proviral. Essas

observagdes sugerem que as células T-CD4 HTLV-1 especificas (Thl) podem estar
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envolvidas no inicio e na patogénese da HAM/TSP (GOON et al., 2003). Em contrapartida,
Izumo, Umehara e Osame (1997) descreveram o predominio das células T-CD8+ nas lesdes

de individuos com doenca cronica de longa duragdo.

Conforme a hipétese do dano circundante, as citocinas inflamatérias e neurotéxicas TNF-a e
IFN-y podem causar inflamacio e morte celular inespecifica, que é observada nos pacientes
com HAM/TSP (DAENKE; BANGHAM, 1994; UJICHI et al., 1993). A alta frequéncia de
células T-CD4+ especificas para o HTLV-1 secretoras de IFN-y, TNF-a e IL-2 aumenta a
possibilidade de estas contribuirem para a patogénese da doenga inflamatéria do SNC com a

formacdo de lesdes inflamatérias que se autoperpetuam (GOON et al., 2003).

A TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria envolvida em diversas doengas inflamatdrias
(DINARELLO, 2003, apud GOON et al., 2003), desempenhando funcdo central na

coordenacdo da resposta inflamatéria (FONG et al., 1989).

A IL-2 desempenha importante papel na proliferacdo dos linfocitos e ativagdo de células T-
efetoras, inclusive as T-auxiliares e CTLs. Recentemente, demonstrou-se que a IL.-2 recupera

a funcdo e a expansdo secunddria nas CTLs (JANSSEN et al., 2003).

A descoberta de indmeras células TCD4+ especificas para o HTLV-1 em pacientes com
doenga inflamatéria do SNC, mas ndo nos portadores assintomaticos, sustenta a hipotese de
que o dano circundante ocorre pela invasdo dessas células nas lesdes iniciais da HAM/TSP

(GOON et al., 2003).

Em andlises da quantidade total de células T-virus especificas positivas para INF-y (GOON
et al., 2003, 2004), verificou-se que os Infécitos T-CD4+INF-y+ para o HTLV-1 eram 10 a 25
vezes mais numerosos em pacientes com HAM/TSP do que em individuos assintomdticos

com a mesma carga proviral.

Goon et al. (2003) observaram correlag@o positiva entre a frequéncia total estimada de células
T-CD4+ THI (e o total de células positivas para IL2) e a carga proviral em individuos com
HTLV-1 assintométicos, mas ndo para aqueles com HAM/TSP. A frequéncia da resposta Th1
cresce na medida em que a carga proviral aumenta nos individuos assintométicos, mas ndo

nos individuos com HAM/TSP. Além disso, as cargas provirais ndo sdo semelhantes nos



24

grupos com HAM/TSP e assintomadticos. Isso sugere a existéncia de diferencas fundamentais
na resposta das células T-CD4+ ao HTLV-1, tanto qualitativas (funcional) quanto

quantitativas (GOON et al., 2003, 2004).

O perfil das citocinas citoplasmédticas de neutréfilos e mondcitos de pacientes infectados pelo
HTLV-1 foi avaliado em estudo recente, constatando-se aumento da expressio de TNF-a e
IL-12 (THI1). Neste, os individuos infectados considerados assintomadticos apresentavam
aumento na frequéncia de mondcitos pré-inflamatérios e, concomitantemente, niveis elevados
de células T-CD4+ IL-10+ e CD8+IL-10+, indicando a possivel existéncia de um mecanismo
imunorregulatério para contrabalancar o TNF-a secretado pelos mondécitos (BRITO-MELO et

al., 2006).

Aumento significativo da IL-6 foi observado no soro e liquor de pacientes com HAM/TSP
quando comparados com aqueles considerados assintomdticos e com individuos ndo-

infectados (NISHIMOTO et al., 1990).

Lal e Rudolph (1991) reportaram o aumento de secre¢@o de IL-6 e TNF-a em sobrenadante de
culturas de células mononucleares periféricas peripheral blood mononuclear cells (PBMC) de
pacientes infectados em comparagdo com os ndo-infectados, mas ndo informaram diferenca

significativa nas dosagens de IL-4, IL-2 IL-1f e IFN-y.

Em sintese, 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 assintomadticos, estariam mantendo uma resposta balanceada Th1/Th2, enquanto
aqueles que ndo apresentam um padrdo equilibrado de resposta Th1/Th2 desenvolveriam

HAM/TSP.

2.1.3.4 Carga proviral e HAM/TSP

A infec¢do pelo HTLV-1 ndo produz carga viral detectdvel, sendo mantida devido a
proliferacdo de linfocitos que apresentam o genoma viral integrado ao cromossomo da célula
hospedeira; estas expressam a proteina viral Tax. que promove a expansdo seletiva do
linfécito T infectado. (GONCALVES, et al., 2008). Logo, o HTLV-1 se integra ao genoma do

hospedeiro na forma de provirus.
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Estudo desenvolvido por Manns et al. (1999) demonstra que a avaliagdo da carga proviral
pode ser util como preditor de progressdo da HAM/TSP. Yamano et al. (2002) corroboram a
hipétese, a0 mostrarem que a carga proviral € significativamente menor em individuos
assintométicos quando comparados com aqueles que desenvolveram HAM/TSP.

A carga proviral tem se mostrado mais alta no liquor do que no sangue de individuos com
HAM/TSP (Lezin et al., 2005) Em individuos assintomdticos, esta diferenca ndo foi

observada.

Diverso estudo tem buscado definir o ponto de corte para os valores da carga proviral através
da comparacdo entre individuos assintomaticos e com HAM/TSP. O QUADRO 3 apresenta
um sumario das publicacdes sobre este assunto (GONCALVES et al., 2008).

FIGURA-4
Valores da carga proviral conforme percentual de PBMC infectados pelo HTLV-1 em

individuos assintomaticos e com HAM/TSP, de acordo com diversos estudos

Assintomaticos HAM/TSP Referéncias

0-24.9% (media 0.3%)'

0-20.8% (media 3.3%)2 1-29.4% (media 5.4%) Nagai et al, 1998

0.1-5.1% (media 8.13%)

0-0.9% (media 0.8%) 1.2-37.5%(media 12.9%)’ Olindo et al, 2005
0.1-46.1% (media 6.8%)*

0-13.8% (media 1.0%) 0-44.6% (media 6.3%) Silva et al, 2007

0.8-3.8% (media 1.1%) 3.1-8.5% (media 5.6%) Hashimoto et al, 1998

0.05-47.6% (media 2.7%) 0.05-53.6% (media6.79%) Montanheiro et al, 2005

2.5-16.2% (media 5.6%) 13-9-29.1% (medial7.8%) | Adaui et al, 2006

1. Assintomdticos sem parentesco com individuos HAM/TSP
2 Assintomdticos com parentesco com individuos HAM/TSP
3 HAM/TSP progressio rdpida

4 Pacientes com HAM/TSP progressdo lenta

Fonte: Adaptado de Gongalves et al. (2008)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar e comparar o perfil das citocinas plasméticas e da carga proviral no sangue
periférico, de pacientes infectados pelo HTLV-1 portadores ou ndo da mielopatia

associada ao HTLV-1 (HAM/TSP).

3.2 Especificos

* Comparar os niveis das citocinas plasmdticas IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10
dos pacientes com HAM/TSP em relacio ao nivel em pacientes com possivel

HAM/TSP, soropositivos assintomaticos e controles sadios.

* Comparar os niveis da carga proviral dos pacientes infectados pelo HTLV-1 com
HAM/TSP em relacdo ao nivel da carga nos individuos soropositivos assintomdticos e

com possivel HAM/TSP.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento

Realizou-se estudo transversal comparativo no periodo de julho de 2008 a agosto de 2009, no
qual foram avaliados 108 individuos subdivididos em quatro grupos: grupo-controle,
composto de doadores soronegativos sauddveis da Fundagdo Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Minas Gerais (Hemominas), e outros trés grupos compostos de individuos
infectados pelo HTLV-1. Estes foram subdivididos em 27(25%) infectados assintomaticos,
32(29,6%) possivel HAM/TSP e 28(25,9%) com HAM/TSP, selecionados inicialmente de
forma aleatdria da coorte aberta do Grupo Interdisciplinar de Pesquisa em HTLV (GIPH). Os
pacientes foram submetidos a entrevista, avaliacdo clinica geral e neuroldgica e coleta de
sangue total para determinagdo do nivel de citocinas plasmadticas, por citometria de fluxo, e

para dosagem da carga proviral utilizando-se PCR em tempo real pelo sistema SYBR Green.

4.1.1 Hipoétese nula a ser testada

O perfil de citocinas e a carga proviral na HAM/TSP é semelhante ao perfil do paciente

soropositivo para HTLV-1 assintomatico.

4.2 Selecao dos pacientes

Individuos adultos entre 18 e 75 anos de idade, de ambos os géneros, foram informados sobre a
pesquisa e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido para o uso de todos os dados
clinicos e laboratoriais na pesquisa (APENDICE A). Os individuos do grupo controle eram
doadores da Fundacdo Hemominas selecionados aleatoriamente para participar como grupo
controle da coorte do GIPH e os do grupo de estudo eram os participantes da coorte do GIPH,
divididos em trés subgrupos em diferentes fases da infeccdo pelo HTLV-1. Desse modo, os

grupos avaliados foram:

1) Grupo controle:
Realizou-se selecdo aleatdria dos individuos que fariam parte do grupo controle. Estes deveriam
preencher as seguintes caracteristicas: doadores soronegativos saudédveis (conforme critérios do

Hemominas, ou seja, que ndo possuem diagndstico positivo de hepatite B e C, que ndo estdo
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expostos as doengas transmissiveis pelo sangue, como sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), hepatite, sifilis e doenca de Chagas, ndo-usudrios de drogas, sem histéria de infec¢do

nos ultimos 12 meses e sem uso de corticosterdides);

2) Grupos de estudo: infectados pelo HTLV-1
® assintomaticos;
e possivel HAM/TSP;
® pacientes com diagnostico definido de HAM/TSP.

4.2.1 Critérios de inclusio

Grupo 1 - Doadores saudaveis (grupo-controle)
e Ser doador ou ex-doador regular no Hemominas;

e pertencer a coorte do GIPH.

Grupo 2 — Assintomadticos
e Sorologia positiva para o HTLV-1 tanto no teste de enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) quanto western blot (WB);
® encontrar-se sem sintomas clinicos de acordo com os critérios propostos pela
Organizagdo Mundial de Sadde (OMS) adaptado por Castro-Costa et al. (2006),
classificados conforme Escala de Incapacidade Funcional Ampliada (EDSS) e

OSAME - apresentando classificacdo - 0 em ambas as escalas (ANEXO C).

Grupo 3- Possivel HAM/TSP
e Sorologia positiva para o HTLV-1 tanto no teste de ELISA quanto WB;
* manifestar sintomas que permitam classificd-lo nos critérios propostos pela OMS
definido como possivel, adaptado por Castro-Costa et al. (2006), classificados
conforme escalas de incapacidades EDSS e OSAME apresentando classificagcdo 1 a 2

em pelo menos uma das escalas.

Grupo 4 - Diagnéstico definido de HAM/TSP
e Sorologia positiva para o HTLV-1 tanto no teste de ELISA quanto WB;
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e portadores de HAM/TSP definidos como aqueles que apresentem sinais clinicos
suficientes, de acordo com os critérios propostos pela OMS adaptado por Castro-Costa
et al. (2006), para serem incluidos no grupo de individuos com HAM/TSP e
classificados conforme escala de incapacidade EDSS e OSAME apresentando

classificacdo a partir de 2 em ambas as escalas.

4.2.2 Critérios de exclusao

e Histodria clinica de quadros infecciosos/inflamatdrios prévios e/ou atuais;
e (Coinfec¢do com virus da imunodeficiéncia humana (HIV);

¢ Coinfecgdo com HTLV-2

e Uso de corticosterdides e outros imunossupressores no periodo de um ano antecedente
a pesquisa.

4.3 Estimativa do tamanho da amostra

A estimativa do tamanho da amostra usou como referéncia estudos publicados por Brito-Melo et

al. (2006) contando com 47 individuos e por Muniz et al. (2006) contando com 237 individuos.
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4.5 Procedimentos, local da pesquisa

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP), parecer ético n® ETIC
090/07, 23 de maio de 2007 (ANEXO A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
Hemominas (ANEXO B).

Os pacientes acompanhados pelo GIPH e que preencheram os critérios clinicos definidos no
projeto foram convidados a participar do estudo verbalmente, a partir de contato por telefone ou
por carta. Os que compareceram receberam informacdes verbais e escritas sobre a pesquisa, as
questdes éticas e juridicas e orientagdes quanto ao projeto e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) .

Ap0s a aceitacdo, foram submetidos as avaliagdes:

e Anamnese (questionaram-se queixas referentes ao trato urindrio — incontinéncia,
retengdo; trato gastrointestinal — constipacdo; aparelho auditivo - perda auditiva,
zumbido, tonteira; aparelho locomotor/neurolégico - perda de forga, dor, parestesia; uso
de medicamentos corticdide e outros imunossupressores. Modelo de anamnese adaptado
do GIPH (ANEXO E).

e exame fisico geral,;

e exame neuroldgico completo, realizado por um neurologista.

e exames laboratoriais.

4.5.1 Amostras de sangue

As amostras foram colhidas por profissionais treinados. A amostra bioldgica foi constituida
por sangue total, distribuido nos anticoagulantes 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e
heparina. Apds a coleta, as mesmas foram encaminhadas para determinacdo do nivel de

citocinas plasmadticas, por citometria de fluxo, e para dosagem da carga proviral.
4.5.1.1 Riscos
Riscos inerentes a coleta padrio de sangue periférico, sendo minimos para o paciente. O risco

foi apenas o esperado para toda coleta de sangue, como dor no local da picada e possibilidade

de hematoma.
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4.5.2 Deteccao do nivel de citocinas plasmaticas por citometria de fluxo

A coleta do material de todos os participantes da pesquisa foi feita no Setor de Neurologia do
Hospital das Clinicas e a determinacdo dos niveis de citocinas plasmaticas realizada no
Laboratério de Biomarcadores de Diagnéstico e Monitoracdo (LBDM) do Centro de
Pesquisas René Rachou do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ, conforme

protocolo a seguir.

Para a definicdo do nivel de citocinas plasmadticas, amostras de sangue periférico foram
coletadas em tubos de 5 mL contendo o anticoagulante heparina. As amostras de plasma
foram centrifugadas a 4.000 x g durante 15 minutos a 18°C, aliquotadas e mantidas a -20°C

até a realizac@o dos experimentos.

Os niveis plasméticos de citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric
Bead Array (CBA), Becton Dickinson (BD), que emprega uma mistura de seis esferas de
poliestireno de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas humanas e sdo detectadas no canal FL-3. Essa metodologia
permite a avaliagdo simultidnea de diversas citocinas no mesmo ensaio, empregando pequenos

volumes de amostra.

Neste estudo, a metodologia de CBA foi adaptada dos protocolos originais propostos por

CHEN et al. (1999), como descrito a seguir.

Aliquotas de 25 pL de plasma-teste diluido 1:5 com diluente G (reagente presente no kit
CBA), aliquotas de 25 pL dos padrdes de citocinas submetidas a dilui¢@o seriada com diluente
G (Top Standart — 5.000 pg/mL, 1:2 — 2.500 pg/mL, 1:4 — 1.250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL,
1:16 — 312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20
pg/mL) e 25 pL de diluente G apenas (controle negativo) foram transferidos para tubos de
poliestireno de 5 mL (Falcon n° 2.052). Em seguida, em cada tubo foram adicionados 15 pL
da mistura de esferas de captura conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IL-4, IL-10, IL-
2, IL-6, TNF-a e IFN-y (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kif), com subsequente incubag¢do por

90 minutos, a temperatura ambiente (TA), ao abrigo da luz. Apds a incubagdo, as esferas de
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captura foram lavadas com 500 pL da solucdo F (wash buffer, reagente presente no kit CBA),
centrifugadas a 600 x g por sete minutos a 18°C e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado
e descartado. As esferas foram entdo reincubadas em 20 pL do reagente B, que corresponde a
um coquetel de anticorpos monoclonais anticitocinas humanas, conjugados com o
fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, TA, ao abrigo da luz. Apds incubagio, as esferas de
captura foram novamente lavadas com 500 pL da solucdo F, centrifugadas a 600 x g por sete
minutos a 18°C e o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. Apés centrifugagio,
as esferas foram ressuspendidas em 250 pL de reagente F e imediatamente analisadas no

citometro de fluxo.

A aquisi¢do dos dados foi realizada no citdometro de fluxo FACSCalibur (BD). Embora as
esferas fluorescentes presentes no kit CBA sejam projetadas para serem excitadas com o light
amplification by stimulated emission of radiation (laser) de argdnio (488 nm), com emissao
em comprimento de onda correspondente ao pardmetro fluorescéncia 3 (FL-3), elas também
podem ser excitadas pelo red diodo laser, com emissdo de fluorescéncia detectada no canal
FL-4. Essa possibilidade de leitura pode ser obtida durante o processo de aquisicdo, a partir da
utiliza¢do do dual laser CBA template, que simplifica os ajustes do equipamento, reduzindo a
necessidade de compensagdes da interferéncia que a fluorescéncia emitida pelas esferas possa
exercer sobre a fluorescéncia inerente aos anticorpos monoclonais anticitocinas humanas,

conjugados com o fluorocromo PE (FL-2).

O kit CBA adquirido (Kit 551809) continha as seguintes citocinas: Human Th1/Th2 Cytokine
CBA Kit I - IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y.

4.5.3 Quantificacao da carga proviral: local, procedimento e equipamentos

A coleta do material sangue foi realizada no Setor de Neurologia do Hospital das Clinicas e a
quantificacd@o da carga proviral feita na Funda¢do Hemominas, conforme protocolo a seguir.

Para a quantificagdo da carga proviral do HTLV-1 dos individuos soropositivos para HTLV-1,
utilizou-se o seguinte protocolo: o DNA de sangue periférico foi extraido e purificado em
colunas (QIAamp DNA Blood kit, QTAGEN GmbH, Hilden, Germany), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Para a quantificacdo da carga proviral do HTLV-1, foi utilizada
PCR em tempo real usando o sistema SYBR Green. Foi feita a amplificagdo da sequéncia pol

do HTLV (SK110: 5’- CCC TAC AAT CCA ACC AGCTCA G -3’ ¢ SK111: 5’- GTG GTG
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AAG CTG CCA TCG GGT TTT -3’), para medida do niimero de cdpias provirais e da
sequéncia do gene albumina humano (ALB-S: 5°- GCT GTC ATC TCT TGT GGG CTG T -
3’ e ALB-AS: 5’- AAA CTC ATG GGA GCT GCT GGT T - 3’) para medida do ntimero de
células na amostra. Cada reagdo, feita separadamente, consistiu de 308 ng de DNA (o
equivalente a 50.000 células), 1X SYBR de Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
CA, USA) e 200 nM dos iniciadores para pol ou para albumina, com um volume final de 25
pl. A PCR foi realizada no aparelho de PCR em tempo real da Applied Biosystems (modelo
7300), com os seguintes ciclos de temperatura: uma fase inicial 2 50°C por 2 min e 95°C por
10 min, seguida por 40 ciclos 2 95°C por 15 seg e 65°C por 1 min. Curva de melting de 60°C a
950C, com aumento de O,SOC a cada ciclo (total 80 ciclos) foi realizada ap6s cada PCR para
avaliagdo da especificidade dos produtos amplificados. As curvas de calibragdo para
determinacdo do n° de cdpias provirais e do n° de células foram obtidas através da dilui¢do
seriada de DNA de células MT2, uma linhagem celular produtora de particulas virais de
HTLV-1, a qual possui trés copias do gene pol. Considerou-se que cada célula somdtica
humana tem 6,16 pg de DNA. A dilui¢do foi equivalente a 10.000, 1.000, 100 e 10 células,
para a curva de amplifica¢do de pol, e de uma dilui¢do seriada equivalente a 50.000, 10.000,
1.000 e 100 células, para a curva de amplificacdo de albumina. As PCRs para pol e albumina
de uma mesma amostra foram realizadas numa mesma placa, em duplicata, e cada placa
continha as curvas de calibrag¢@o. A carga proviral em cada amostra foi determinada como n.°
de copias pol / (n.° de copias de albumina/2) X 10000, e seu valor dado em n° de cdpias

provirais por 10.000 células.

4.6 Parametros avaliados

Foram avaliadas comparativamente a existéncia de diferencas significativas entre os niveis
médios de citocinas plasmdticas (niveis de referéncia — grupo-controle), a correlagdo com a
carga proviral e a forma de evolucdo da doenga nos trés grupos estudados.

4.6.1 Avaliacao de inclusao

Visita de inclusio (V1)

Nessa visita, o paciente recebeu inicialmente orientagdes verbais e escritas sobre a pesquisa,

questdes éticas e juridicas, que fizeram parte do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(APENDICE A).

Essa visita avaliou se o individuo preenchia os critérios para a inclusdo na pesquisa. E os

seguintes procedimentos foram realizados:

e Anamnese;

e exame fisico geral;

e exame neurolégico completo. Apds o mesmo, caso o paciente preenchesse os critérios
clinicos do estudo, ele era incluido em um dos grupos e encaminhado para realizacdo dos
exames laboratoriais;

e exames laboratoriais: coleta de sangue para quantificacido da carga proviral e dosagem das

citocinas plasmaticas (conforme item 5.4.1).

4.7 Analise estatistica

O registro dos dados foi realizado em formulario padronizado para todos os pacientes.

Na execugdo das andlises estatisticas, adotou-se o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 15.0 for windows - SPSS Incorporation, Chicago, Illinois, Estados Unidos da
América, 2008 (disponivel no Laboratério de Informatica do Centro de Pés-Graduagdo da
Faculdade de Medicina da UFMG). Em todas as andlises foi considerado o nivel de 5% de

significancia.

A andlise epidemioldgica descritiva abordou as caracteristicas dos grupos em estudo,

avaliando se existe diferenga estatisticamente significativa entre as varidveis analisadas.

4.7.1 Estatisticas descritivas

Inicialmente, foi feita uma andalise descritiva das variaveis utilizadas no estudo. Para as
varidveis categdricas, foram feitas tabelas de distribui¢do de frequéncias. Para as varidveis
continuas, foram utilizadas medidas de tendéncia central e variabilidade. A analise descritiva
foi empregada para o total de pacientes e separadamente para cada um dos quatro grupos.

Foram feitos graficos de barras e box-plot para ilustrar as andlises.
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4.7.1.1 Comparacao dos grupos

Para comparacdo dos quatro grupos com varidveis categéricas, foi feito o teste do qui-
quadrado de Pearson, apropriado para comparacio de proporcdes, ou teste de Fisher, quando
foram utilizadas amostras com poucas frequéncias. Na pesquisa de possiveis relacdes de
causalidade, foi considerado o nivel de significancia de 5% (erro tipo I) e poder do estudo de

80% (erro tipo II).

Para verificar diferengas entre os quatro grupos, quando se consideraram varidveis continuas

numéricas, foi adotado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Nas comparacdes miltiplas dos grupos dois a dois, usou-se o teste Mann-Whitney com
corre¢do de Bonferroni.
Optou-se por utilizar testes ndo-paramétricos devido ao cardter assimétrico das varidveis

testadas.

4.8 Consideracoes éticas

Este estudo foi submetido a apreciacdo e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
(COEP), Universidade Federal de Minas Gerais, conforme parecer n° ETIC 090/07 - 23 de
maio de 2007 (ANEXO A) e ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Hemominas - Oficio n°
83/2007- 06 novembro 2007 de acordo com as resolucdes nos 196/96 e 347/05 do Conselho
Nacional de Saide (ANEXO B).
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S RESULTADOS

5.1 Estatisticas descritivas gerais

Convocaram-se 155 individuos, 19 se recusaram a participar e sete ndo compareceram aos
atendimentos agendados. Os demais 129 participaram da avaliacdo clinica e neuroldgica, sendo

21 excluidos por ndo atenderem aos critérios de inclusdo conforme TAB 1

TABELA 1 -

Descri¢ao dos motivos de exclusdo e perdas dos individuos do estudo

Motivo da Exclusdo Niimero de
pacientes
Pacientes que recusaram a participar da pesquisa. 19
Pacientes com sorologia positiva para HTLV-1 e HTLV-2. 2
Pacientes com sorologia positiva para HTLV-1 e HIV. 1
Pacientes com sorologia negativa para o HTL V-1 que relataram, 13

durante a avaliacdo clinica, quadros de doengas
inflamatdrias/infecciosas no tltimo ano.

TOTAL 35
Motivo de perdas Niumero de
pacientes

Pacientes que nao participaram da etapa de Avaliacdo Neuroldgica 3
e/ou Avaliacdo Clinica.

Pacientes com problemas de leitura da amostra de plasma para a 2
dosagem de citocinas.

TOTAL 5

Durante o periodo do estudo, 108 pacientes participaram do projeto, sendo que 21 (19,4%)
pertenciam ao grupo-controle e 87 (80,6%) ao grupo com sorologia positiva para o HTLV-1,
subdividido nos subgrupos; 27 assintomdticos, 32 com possivel HAM/TSP (CASTRO-
COSTA et al., 2006), e 28 com diagndstico definido de HAM/TSP (GRAF. 1).
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32 30%

GRAFICO 1 - Distribui¢do de 108 pacientes por grupo de estudo
(n=108) classificados entre controle, assintomadtico, possivel HAM/TSP

e HAM/TSP definido. Belo Horizonte, 2008 - 2010

5.2 Calculo do poder amostral

O célculo do poder de deteccao da amostra do estudo foi baseado na diferenca das médias
estimadas para cada uma das citocinas nos dois grupos extremos de HTLV-1: assintomatico e
HAM/TSP.

Considerou-se nivel de significancia de 5% e tamanho de amostra total de 108 pessoas.

O poder estimado para cada uma das citocinas segue apresentado na TAB. 2.
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TABELA 2 -
Célculo do poder amostral considerando os pardmetros de cada uma das citocinas analisadas

no estudo e carga proviral. Belo Horizonte, 2008 - 2010

Média Desvio- | Diferenca
Medida |assintomatico| Média | padrio | médias | zi.. | N | zip | Poder

HAM/TSH geral

INF-y 12,7 235 23,0 10,8 196 108 149 93,2%
TNF-a 46,1 153,6 180.,5 107.,5 1,96 108 242 98,7%
IL10 1,7 23 2,0 0,6 1,96 108 0,27 60,6%
IL6 7,7 16,9 27,6 9,2 1,96 108 049 68,8%
L4 29 4,6 3.9 1,7 196 108 1,26 89,6%
IL2 4,2 53 5.1 1,1 196 108 037 64,4%
CARGA 1,6 6.1 10,6 4,5 196 108 1,16 87,7%

De acordo com a TAB.2, o poder variou de 60,6%, quando se consideraram as médias

estimadas para a IL10, a 98,7%, quando se considerou o TNF-a.

5.3 Dados epidemiologicos

Percebe-se na TAB. 3 que o percentual de individuos do sexo feminino foi mais baixo entre
os controles (42,9%) e mais alto entre os HAM/TSP (89,3%). Além disso, os controles

tiveram média e mediana de idade mais baixas.

Verifica-se na TAB. 4 a comparacdo das varidveis sociodemograficas entre os grupos,
evidenciando-se diferencas entre os quatro grupos no que se refere a género e idade (valor-

p<0,05).
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TABELA 3
- Distribui¢do de 108 individuos subdivididos entre os grupos controle, assintomaético,
possivel HAM/TSP e HAM/TSP em relag@o as varidveis sociodemogréficas género e idade

Belo Horizonte 2008-2010

Assintomatico | Possivel | HAM/TSP
CONTROLE
(n=27) HAM/TSP| (n=28) Valor-p
(n=21)
(n=32)
Género
Masculino 12 (57,1%) 13 (48,1%) 8 (25,0%) 3 (10,7%) 0.001%
Feminino 9 (42,9%) 14 (51,9%) 24 (75,0%) 25 (89,3%) ’
Idade
Média 42 51 49 58
Mediana 42 52 51 58
<0,001 **
Desvio-padrao 10 12 12 9 .
Minimo 28 19 31 34
Maiéximo 60 69 72 72
*Teste Qui-quadrado ***Teste Kruskall-Wallis

TABELA 4-

Distribui¢do comparativa por grupo dois a dois de 108 individuos subdivididos entre os
grupos controle, assintomadtico, possivel HAM/TSP e HAM/TSP em relacdo as varidveis

sociodemogréaficas género e idade Belo Horizonte, 2008 — 2010.

género Idade
IC 95% IC 95%
p OR Lim. Lim. p OR Lim. Lim.
Inf.  Sup. Inf. Sup.

CONTROLE x assintomatico 0,536 1,436 0456 4,524 *0,004 1,076 1,017 1,139
CONTROLE x possivel HAM/TSP #0,018 4,000 1,232 12,989 *<0,001 1,066 1,009 1,127
CONTROLE x HAM/TSP *<0,001 11,111 2,537 48,657 0,025 1,156 1,070 1,249
assintomadtico x possivel 0,064
HAM/TSP 2,786 0927 8,369 0451 0,986 0,943 1,031
Assintomatico x HAM/TSP *0,002 7,738 1,879 31,874 0,032 1,058 1,002 1,118
possivel HAM/TSP x HAM/TSP 0,154 2,778 0,658 11,727 *0,003 1,076 1,019 1,137

*Teste qui-quadrado **Teste Mann-Whitney (com correcdo Bonferroni — valor-p<0,02)
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GRAFICO 2 - Distribui¢io comparativa por faixa etdria de 108 individuos,
divididos nos grupos-controle (21), assintomético (27), possivel HAM/TSP (32) e HAM/TSP
(28). Belo Horizonte, 2008 — 2010.
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5.4 Dados clinicos

A TAB. 5 real¢a que somente ndo houve diferenga para os sintomas entre os grupos controle e
assintomadtico. Para o restantes das comparagdes, existiu pelo menos uma comparacdo com

diferenca estatisticamente significativa.

TABELA 5
Andlise comparativa dois a dois de 108 individuos subdivididos entre os grupos
controle, assintomético, possivel HAM/TSP e HAM/TSP em relacdo aos principais

sintomas avaliados Belo Horizonte, 2008 — 2010.

Sintomas
CORRELACOES ENTRE OS GRUPOS Auditivos** | Intestinais®**
CONTROLE x assintomédtico 0,084 0,838
CONTROLE x possivel HAM/TSP 0,001 0,016
CONTROLE x HAM/TSP 0,036 <0,001*
assintomaético x possivel HAM/TSP 0,109 0,005
assintomatico x HAM/TSP 0,688 <0,001*
possivel HAM/TSP x HAM/TSP 0,228 0,017

*Teste do qui-quadrado (com correcdo Bonferroni — valor-p<0,02)
**Sintomas de tontura, zumbido e/ou perda auditiva
*#**Sintoma de constipacgdo intestinal

Constatou-se diferenga entre os grupos para todas as dificuldades listadas, que foram mais

frequentes no grupo HAM/TSP (TAB. 6).
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Descri¢do comparativa de 108 individuos subdivididos entre os grupos controle,

assintomaético, possivel HAM/TSP e HAM/TSP em relag@o as alteracdes motoras

encontradas, Belo Horizonte, 2008 - 2010.

Dificuldades

Deambulal Correr | Pular | Subir | Descer

escadas | escadas

CONTROLE x assintomético 0,186 0,186 wk 0,574 0,574
CONTROLE x possivel HAM/TSP 0,069 0,069  *0,002 0,029 0,029
CONTROLE x HAM/TSP *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001
assintomadtico x possivel HAM/TSP *<0,001 *<0,001 *0,001 *0,002 *0,002
assintomatico x HAM/TSP *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001
Possivel HAM/TSP x HAM/TSP *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001 *<0,001

*Teste exato Fisher (com corre¢do Bonferroni — valor-p<0,02)
**Nenhum controle ou assintomatico apresentou essa dificuldade.

Observa-se na TAB. 7 que o grupo HAM/TSP é o que apresenta mais alteragdes com

diferencas estatisticamente significativas nas comparacdes dois a dois ao exame neurolégico

TABELA 7

Andlise comparativa de 108 individuos subdivididos entre os grupos controle, assintomadtico,

possivel HAM/TSP e HAM/TSP quanto as alteracdes encontradas na avaliacdo neuroldgica

Belo Horizonte 2008-2010.

Alteracao Romberg
Reflexo | Forca | Marcha
CONTROLE x assintomatico 0,771 0,999 0,999 0,999
CONTROLE x possivel HAM/TSP 0,037 0,070 0,999 0,118
CONTROLE x HAM/TSP <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
assintomatico x possivel HAM/TSP 0,007* 0,112 0,999 0,152
assintomatico x HAM/TSP <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
possivel HAM/TSP x HAM/TSP 0,057 <0,001* <0,001* <0,001*

*Teste exato Fisher (com corre¢do Bonferroni — valor-p<0,02).
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As comparacdes dos valores de citocinas em relacdo aos grupos estudados foram avaliadas

quanto a diferenca na distribui¢do por género. Os valores estdo descritos na TAB 8.

TABELA 8

Correlacdo entre os valores das citocinas e género de 108 individuos subdivididos entre os

grupos controle, assintomdtico, possivel HAM/TSP e HAM/TSP. Belo Horizonte, 2008-

2010.
Carga
proviral
INF-y IL-10 IL-6 IL-4 IL-2 (Cépias
pgmL |TNF-apg/mL| pgmL | pgml | pgmL | pgmL | """
Mas | Fem | Mas | Fem | Mas | Fem | Mas | Fem | Mas | Fem | Mas | Fem | Mas | Fem
n 12 9 12 9 12 9 12 9 12 9 12 9
P25 0,0 0,0 2,7 14 00 00 25 08 00 08 00 00
Controle P50 0,0 0,0 N 63 19 00 39 22 32 22 51 00
P75 28,8 355 538 125 35 30 45 53 49 53 94 1713
Valor-p* 1,000 0,568 0,523 0,301 0,167 0,354
n 13 14 13 14 13 4 13 14 13 14 13 14 13 14
Assinto. P25 0,0 0,0 2,2 14 00 00 22 00 00 00 00 00 00 02
. P50 0,0 0,0 4,1 53 00 10 44 30 00 1,1 00 00 10 10
maticos
P75 323 00 244 169 27 28 68 53 45 51 109 87 33 20
Valor-p* 0,284 0,961 0,734 0,176 0,631 0,567 0,449
n 8 24 8 24 8 24 8 24 8 24 8 24 8 24
Possivel P25 0,0 0,0 0,0 08 00 00 30 23 00 00 00 00 02 01
HAM/TSP P50 0,0 0,0 3,8 56 08 1,8 37 34 28 26 60 45 03 08
P75 0,0 309 246 297 33 31 49 51 59 50 96 86 05 18
Valor-p* 0,177 0,468 0,563 0,500 0,858 0,585 0,199
n 3 25 3 25 3 25 3 25 3 25 3 25 3 25
P25 0,0 0,0 6.3 36 00 12 46 42 00 30 37 00 02 17
HAM/TSP P50 44,7 24,7 2043 135 1,9 27 124 51 34 45 56 54 26 28
P75 50,7 36,9 3823 3565 28 3,7 242 14,1 61 61 73 90 34 58
Valor-p* 0,433 0,524 0,391 0,351 0,524 0,944 0,572
n 36 72 36 72 36 72 36 72 36 72 36 72 24 63
P25 0,0 0,0 2,6 33 00 00 30 22 00 00 00 00 01 03
Total P50 0,0 0,0 5,2 59 16 20 41 41 27 31 55 43 05 16
P75 28,8 336 329 353 30 32 58 62 50 56 94 86 28 28
Valor-p* 0,407 0,673 0,303 0,691 0,445 0,418 0,132




*Teste Mann-Whtney
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As comparacOes dos valores de citocinas em relacdo aos grupos estudados foram avaliadas

quanto a diferenca na distribui¢do por faixa etdria. Os valores estdo descritos na TAB 9.

TABELA 9

Avaliagdo comparativa da associagdo entre os valores das citocinas e idade distribuida em

faixa etdria de 108 individuos subdivididos entre os grupos controle, assintomadtico, possivel

HAM/TSP e HAM/TSP. Belo Horizonte, 2008 —2010.

Carga
Nova Faixa INF-y | TNF-o | IL-10 | IL-6 | IL-4 | IL-2 |proviral copias
classificacio | etdria pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | "y
Controle 201-30 n 3 3 3 3 3 3
P25 0 34 3 33 0 6,4
P50 93,1 6.2 3,7 8,2 45 8,6
P75 1938 9.9 42 315 37 13,6
301-40 n 6 6 6 6 6 6
P25 0 1,875 0 1,575 0 0
P50 0 8,35 0 3,15 0 0
P75 7,25 338 1,625 415 22 1475
401-50 n 7 7 7 7 7 7
P25 0 0 0 22 0 0
P50 0 54 1.8 3,5 1.9 43
P75 28 21,5 3.3 4 5 9.8
501-60 n 4 4 4 4 4 4
P25 0 745 0 0.4 0 0
P50 1235 29,25 0 2 0 2,55
P75 40,825 69,725 33 54 525 57
>=60 n 1 1 1 1 1 1
P25 0 5 3,5 45 43 9,6
P50 0 5 3,5 45 43 9,6
P75 0 5 3,5 45 43 9,6
Valor-p 0,334 0,516 0,128 0307 0,463 0,052
201-30 n 2 2 2 2 2 2 2
Assintomatico P25 0 10,5 2,6 5,7 4,8 0 1,16
P50 43 16,15 59 695 106 66 1,56
P75 86 21,8 92 82 164 132 1,96
301-40 n 1 1 1 1 1 1 1
P25 0 27,6 2,6 45 45 0 0,49
P50 0 27,6 2,6 45 45 0 0,49
P75 0 27,6 2,6 45 45 0 0,49
401-50 n 5 5 5 5 5 5 5
P25 0 0 0 0 0 0 0
P50 0 48 0 0 0 0 0
P75 0 10,1 26 445 405 92 0,145
501-60 n 11 11 11 11 11 11 11
P25 0 2,9 0 1.5 0 0 0,9
P50 0 4 1.6 4.4 0 0 2,02
P75 39,8 33,7 2.8 72 54 11,1 2,83
>=60 n 8 8 8 8 8 8 8
P25 0 1.6 0 0 0 0 0,305
P50 0 5,15 0 33 0 0 1
P75 0 13,45 12 495 24 6,175 2,4875
Valor-p 0,278 0,504 0202 0213 0,208 0,815 0,052
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Carga
proviral
Nova Faixa INF-y | TNF-a | IL-10 | IL-6 | IL-4 | IL-2 (Copins
classificacdo | etaria pg/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pmvirczjl:go.ooo
ol 301-40 n 9 9 9 9 9 9 9
possive P25 0 0 0,65 255 2 0 0,105
HAM/TSP P50 0 38 19 34 31 43 0.3
P75 28,05 150,9 2,7 54 385 77 1,125
401-50 n 5 5 5 5 5 5 5
P25 0 0 0 2,15 0 0 0,23
P50 0 3.4 1,6 34 2,3 4,6 0,82
P75 39,5 11,5 245 435 525 1,75 1,895
501-60 n 13 13 13 13 13 13 13
P25 0 3,6 0 3,05 0 0 0,15
P50 0 7.1 2 4,1 2,6 59 0,78
P75 21,35 49,85 3,7 55 825 96 2,85
>=60 n 5 5 5 5 5 5 5
P25 0 1,9 0 2,75 0 0 0,02
P50 0 5.1 0 2,9 0 0 0,26
P75 31,05 37,5 106 5,75 5 13,55 1,855
Valor-p 0,970 0519 0,729 0839 0861 0850 0,748
301-40 n 2 2 2 2 2 2 2
HAM/TSP P25 32,9 1,9 28 46 0 6.4 4,26
P50 33,8 7.7 34 106 435 75 9,69
P75 34,7 13,5 4 166 87 8,6 15,12
401-50 n 2 2 2 2 2 2 2
P25 0 52 0 7.9 0 3,7 0,24
P50 2535 193,75 1,05 16,05 3 6,45 3,375
P75 50,7 382,3 2,1 242 6 9,2 6,51
501-60 n 13 13 13 13 13 13 13
P25 0 3,6 1,2 3,7 3 0 1,685
P50 21 16,2 2,7 45 45 2,9 3,44
P75 32,1 24335 33 74 615 815 6,07
>=60 n 11 11 11 11 11 11 11
P25 0 3,8 0 4,7 34 0 1,6
P50 24,7 78,3 2,6 7,6 45 5,6 2,3
P75 50,7 4232 4 16,1 6 9,8 3,33
Valor-p 0,751 0,536 0442 0,365 0964 0,532 0,220

*Teste Kruskall-Wallis ~ P=percentil

De acordo com o Gréfico 3, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em

relacdo a carga proviral (p<0,001). Esta diferenca foi significativa para o cruzamento dos

grupos: assintomdtico e HAM/TSP; possivel HAM/TSP e HAM/TSP. (Teste Kruskall-

Wallis).
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GRAFICO 3 - Distribui¢iio comparativa da carga proviral por grupo

A existéncia de diferencga e quais grupos apresentaram diferencgas significativa para os valores
das citocinas € mostrado nos graficos 4 a9.

De acordo com o GRAF. 4, para a varidvel TNF-a houve diferenca significativa apenas entre
os grupos assintomdtico x HTLV HAM/TSP.

No GRAF.5, para a varidvel IL-6, observa-se diferenca significativa entre os grupos, controle
x HAM/TSP, assintomdtico x HAM/TSP e possivel HAM/TSP x HAM/TSP. Para a varidvel
IFN-y houve diferenca significativa entre os grupos controle e HAM/TSP; assintomdtico e
HAM/TSP; possivel HAM/TSP e HAM/TSP. Para a varidvel IL-4, houve diferenca
significativa entre os grupos controle ¢ HAM/TSP. Quanto as citocinas IL-2 e IL-10 ndo

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Graficos 4 ao 9 - Distribuicdo comparativa quanto aos valores das citocinas através

do teste de Kruskal-Wallis - Valor-p
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Para avaliar a associacao entre os valores da carga proviral e as demais citocinas, avaliados de
forma continua, foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman e sua significancia. De
acordo com os gréficos 10 a 12, houve correlacio significativa e direta entre carga proviral e
INF- y para os pacientes assintomdticos para o HTLV-1. Entre os pacientes com HAM/TSP

houve correlagdo significativa e inversa entre a carga proviral, TNF-a e IL-2 .
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GRAFICOS 10 -11 e 12: Correlagio de Spearman entre a carga proviral e as citocinas INF-y,
IL-2 e TNF-a
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A determinacdo da razdo entre as citocinas e sua comparacdo inter grupos demonstrou
diferenca significativa da razdo IFN- y /IL-10 entre os grupos assintomdtico x HAM/TSP e
possivel HAM x HAM/TSP, diferenca da razdo IFN- y /IL-4 entre os grupos possivel HAM x
HAM/TSP e diferenca entre a razdo IL-10/IL-4 entre os grupos controle x HAM/TSP.

IFN-y/IL-10 Ratio IFN-y/IL-4 Ratio

30 20
p=0.0099 lo p=0.0184
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Gréficos 10 ao 15 - Distribuicdo comparativa quanto aos valores das razdes entre as citocinas

através do teste de Kruskal-Wallis - Valor-p
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6 DISCUSSAO

6.1 Amostra populacional

Desenvolveu-se o estudo com 21 pacientes no grupo-controle, 27 no grupo assintomdtico, 32
no grupo possivel HAM/TSP e 28 no grupo HAM/TSP. Presume-se que o tamanho da

amostra foi adequado para avaliar as diferencas entre os grupos

Os pacientes foram selecionados por uma tnica pesquisadora, a avalia¢do clinica realizada
pelo mesmo clinico e a neurolégica por apenas um especialista, com o propdsito de se evitar

variaveis de confusao.

O tamanho desta amostra (108 participantes) foi comparével a de outros autores. Porto et al.
(2002) avaliou 37 paciente, com pesquisa semelhante no desenho, mas diferente na técnica
usada para a dosagem de linfocinas. Muniz et al. (2006) avaliaram 237 pacientes. No presente
estudo, todos os pacientes foram igualmente selecionados, contatados e questionados quanto a
presenca de queixas gerais e especificas, histdria pregressa de doengas e medicacdes em uso e

submetidos a coleta de sangue periférico.

6.2 Caracteristicas epidemiologicas

Conforme observado na TAB. 3, os grupos foram diferentes no que se refere as varidveis
idade e género, sendo que no grupo-controle houve predominancia dos individuos do sexo
masculino mais jovens, média de 42 anos, e nos grupos HTLV-1 nimero significativamente
maior de mulheres com média de idade maior, variando de 51 anos no grupo assintométicos a
58 no grupo HAM/TSP. Esta observacdo corrobora as evidéncias descritas em outros estudos
quanto a maior prevaléncia da infec¢do em mulheres com idade acima de 30 anos (MANNS;
HISADA; GRENADE 1999), estas diferencas foram estatisticamente significativas entre os
grupos. Na tabela 4 verificaca-se que estas diferencas foram estatisticamente significativas
entre os grupos CONTROLE x possivel HAM/TSP, CONTROLE x HAM/TSP, assintomético
x HAM/TSP para a varidvel género e para a varidvel idade a comparacdo entre todos os
outros grupos exceto o0s grupos , assintomdtico x possivel HAM/TSP e assintomdtico x

HAM/TSP .
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6.3 Caracteristicas clinicas

Pode-se constatar na TAB. 5 que as queixas de dificuldades motoras em membros inferiores e
as alteracdes no exame neurolégico TAB. 6 aumentaram significativamente entre os grupos,
sendo pior no grupo HAM/TSP. Isso era esperado, por tratar-se de doenca na qual ocorre
lesao inflamatéria cronica medular acometendo tanto a substincia branca quanto a cinzenta,

especialmente o trato cortico-espinhal lateral IWASAKI et al., 1992).

As alteracdes intestinais predominaram nos grupos possivel HAM/TSP e HAM/TSP,
confirmando os estudos que caracterizam este como um dos sintomas iniciais da doenga

(LEVIN; JACOBSON, 1997, apud NAKAGAWA et al.,1995).

Além do comprometimento medular, os pacientes com HAM/TSP podem apresentar
evidéncias de envolvimento neurolégico extra-medular (MOE et al., 2000; FELIPE L.et
al.,2008) o que justifica a ocorréncia de queixas auditivas significativamente maior no grupo

de individuos com HAM/TSP quando comparado aos outros grupos conforme TAB. 3.

6.4 Caracteristicas relacionadas as citocinas e carga proviral

Na TAB. 6 verificou-se que ndo houve correlagcdo significativa entre as citocinas, a carga
proviral e o género, demonstrando que o género ndo interferiu nos resultados. Da mesma
forma, correlacdo entre faixa etdria e valores das citocinas ndo apresentou significancia

estatistica (TAB. 7). Logo, faixa etdria ndo se caracterizou como possivel fator de confusao.

A carga proviral significativamente aumentada, identificada nos individuos do grupo
HAM/TSP, quando comparada aos outros grupos, (GRAF. 3) confirma o descrito na literatura
por diversos autores como Manns et al. (1999) e Yamano et al. (2002). Estes autores ainda

correlacionaram o aumento da carga com a progressao da doenga.

Em estudo recente, Brito-Melo et al. (2006) sugeriram que o nimero aumentado dos
linfécitos T-CD-4+ e TCD-8+ positivos para IL-10 observados em individuos infectados pelo
HTLV-1 assintomdticos indicava um mecanismo de imunomodulacdo que definia o status
desses individuos. No presente estudo, a andlise estatistica ndo evidenciou diferenca

significativa para os valores de IL-10. A diferenga entre os resultados pode se justificar pelo
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uso de métodos distintos empregados para a avaliacdo das interleucinas e pelo tamanho

amostral diferenciado.

Os valores de IL-2 ndo apresentaram alteracdo significativa quando avaliados através de
andlise estatistica comparativa entre os grupos. A andlise de alguns estudos mostram
resultados aparentemente contraditérios, Goon et al. (2003) verificaram o aumento de
linfécitos T-CD-4+ para IL-2 em individuos com HAM/TSP apés o cultivo dos mesmos por
um periodo de seis horas. Em contrapartida Hanon et al. (2001) somente conseguiram
detectar IL-2 nos PBMCs de individuos infectados pelo HTLV-1 (assintomdticos e
HAM/TSP) apés ativacdo e cultivo por seis horas e MACCHI et al detectaram a perda da
capacidade de expressdo do gene para IL-2 em linfécitos infectados pelo HTLV-1. Sabe-se
que a IL-2 é uma das interleucinas relacionadas a resposta TH-1 e que esta é a resposta
predominante na infeccido pelo HTLV-1. O motivo para estas aparentes diferencas ainda nio
estd esclarecido. Lal e Rudolph (1991) sugeriram que o sequestro do mesmo pelo seu receptor

poderia explicar esta diferenca.

A andlise dos valores de TNF-a no GRAF.4 demonstrou diferenca significativa entre os
grupos assintomatico x HAM/TSP. Por ser uma citocina com atividade pré-inflamatdria
significativa, desempenhando papel central na coordenacdo da resposta inflamatdria, varios
trabalhos mostram o aumento na producdo de TNF-a pelas células T de pacientes com
HAM/TSP (GOON et al., 2003; NISHIMURA et al., 1996). O presente estudo veio confirmar

este achado.

O INF-y aparece significativamente alterado na comparagdo entre os grupos HAM/TSP x
controle e HAM/TSP x assintomatico, conforme GRAF. 7 Diversos estudos realizados em
individuos infectados pelo HTLV-1 demonstram significativo aumento na producdo do INF-y
pelos linfécitos T-CD-4+ e T-CD-8+, realcando a maior concentracdo no liquor e plasma
desses individuos e uma possivel correlacdo entre o aumento desta linfocina e o processo
inflamatério observado na HAM/TSP (GOON et al., 2004; MACCHI et al., 1998;
NISHIURA et al., 1996; UMEHARA et al., 1994).

Verifica-se no GRAF. 5, ao se analisar comparativamente as citocinas entre os grupos, que 0s
valores de IL-6 encontram-se significativamente aumentados no grupo de pacientes com

HAM/TSP quando comparados aos grupos controle, assintomatico e possivel HAM/TSP.
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Analisando-se os dados da literatura sobre a producdo dessa interleucina por células
infectadas pelo HTLV-1, esses mostram mudanga no perfil de produgdo desta, que ocorre
tanto pelos linfécitos Thl quanto Th2. Ambos passam a produzi-la com aumento significativo
em seus niveis plasméticos (LAL; RUDOLPH, 1991; MACCHI et al., 1998; UMEHARA et
al., 1993).

Avaliando-se as publicagdes em relagdo a correlacdo significativa encontrada entre a IL-4 no
cruzamento de dados dos grupos controle e HAM/TSP e assintomdtico e HAM/TSP,
registraram-se diferentes achados. Nishiura et al. (1996), em estudo in vitro, detectaram a
produgdo de IL-4 apenas em alguns individuos com HAM/TSP. Lal e Rudolph (1991), em
outro estudo in vitro, ndo verificaram aumento significativo de IL-4 em PBMC. Essa
interleucina faz parte da resposta TH-2 e a infeccdo pelo HTLV-1 pode mudar o perfil de

produg@o da mesma (NISHIURA et al., 1996).

Confirmou-se a diferenca entre o perfil inflamatério dos pacientes do grupo HAM/TSP e os
demais grupos, com a caracterizacdo de uma resposta Thl, predominando INF-y o e TNF-a.
Verificou-se sinais de imunomodulagcdo, com resposta Th-2 através do aumento da IL-4 e

IL6.

A andlise da correlagdo entre as citocinas e a carga proviral dentro dos grupos mostrou uma
relacdo direta entre o TNF-a e carga proviral no grupo assintomdtico € inversa no grupo
HAM/TSP. Para TNF- a e IL-2, este tipo de diferenca também foi observado por Goon et al.
(2003, 2004) ao verificar que nos individuos infectados assintomdticos a resposta Thl cresce
na medida em que a carga proviral aumenta, mas nido nos individuos com HAM/TSP. As
cargas provirais foram semelhantes nos dois grupos, sugerindo a existéncia de diferengas

qualitativas e quantitativas na resposta das células T-CD4+ ao HTLV-1.

Em sintese, o presente estudo confirmou os achados de BRITO-MELO (2006) em que o
balanco entre a resposta Thl/Th2 encontra-se diretamente relacionada com a forma de
evolucdo da infec¢do pelo HTLV-1. O individuo assintomdtico estaria controlando o dano
viral a partir de uma resposta inflamatéria ativada. O seu sistema imunoldgico estaria
equilibrado a partir de uma resposta imunomoduladora da via Th2 que evitaria o dano neural,

caracteristica da HAM/TSP. Nesta doenca, a resposta inflamatdria estaria também aumentada
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como ocorre no infectado assintomdtico. Contudo, a imunomodulacdo ndo estaria

acontecendo.



56

7 CONCLUSOES

® Os niveis de citocinas plasmdticas quando realizado a comparagdo entre os grupos,
revelou-se significativamente alterado no grupo HAM/TSP em comparacéo com os

demais grupos para o INF-y, IL-6 e IL-4 e para o TNF-o.

® A comparacdo dos niveis da carga proviral entre 0s grupos mostrou-se

significativamente alterado no grupo HAM/TSP em relacdo aos outros grupos.
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8 PROPOSICOES

e Estudos prospectivos que busquem acompanhar a evolug@o do perfil inflamatdrio nos
individuos com possivel HAM/TSP, correlacionando-o com a evolucdo clinica.

e FEstudos que avaliem outros possiveis componentes da resposta inflamatoria,
correlacionando-os com as formas de evolucio da doenga.

e Estudos tipo ensaio clinico que avaliem a correlagdo entre o uso de medicamento com

a redugdo da carga proviral e a mudanga do perfil das citocinas.
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ANEXOS E APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Protocolo: Avaliacio do perfil de citocinas plasmaticas e da dosagem da carga

proviral na mielopatia associada ao HTLV-1

Patrocinador:

Representantes do patrocinador:

Coordenador geral do estudo: Dr. Denise Utsch Gongalves

Investigador: Dr. Ana Licia Borges Starling

Centro de Pesquisa: Faculdade de Medicina - Av. Alfredo Balena, 190,
Belo Horizonte-MG, Telefone:

Emergéncia 24 horas: Telefone (31)96133576

Leia este documento cuidadosamente para entender a importancia e o significado do
estudo. Ele pode conter palavras que vocé nio entende. Para esclarecer suas duvidas, faca
todas as perguntas que achar necessario.

Vocé deve saber que quando assinar este documento estard concordando em participar
de uma pesquisa clinica, ndo devendo permanecer qualquer divida.

Colocamo-nos a disposi¢@o para respondermos todas as suas perguntas.

CONVITE PARA PARTICIPACAO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntirio, em uma pesquisa
clinica. Apds ler atentamente e compreender as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, deverd assinar ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsiavel. Em caso de recusa, vocé ndo serd punido(a) de

forma alguma.



64

Carta de Informacao
Prezado (a) participante,

A mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM), também conhecida como paraparesia
espastica tropical (TSP), ¢ uma doenca cronica progressiva que afeta a medula espinal e o
cérebro. Menos de 5% dos portadores cronicos do HTLV-1 desenvolverdo essa complicagio.
Nao estdo definidos quais fendmenos levam individuos infectados a desenvolverem
HAM/TSP e por que outros permanecem assintomdticos ao longo de toda a vida, nem quais
sdo os marcadores sanguineos que indicam a sua evolugdo.

Por isso, realizaremos uma pesquisa que tem o objetivo de verificar se as alteragdes da
carga proviral e dos niveis de citocinas e quimiocinas no sangue estdo relacionadas com as
formas de evolugdo da infecg@o pelo HTLV 1, para que as condutas de avaliacdo e tratamento
dessa doenga sejam adotadas o mais rapidamente possivel, melhorando a qualidade de vida de
quem ¢ infectado.

Todos os participantes que concordarem serdo submetidos gratuitamente as avaliacdes
da carga proviral e dos niveis de citocinas e quimiocinas no sangue periférico, a serem
realizadas na Fundacdo Hemominas. Essas avaliacdes ndo oferecem qualquer risco a vocé
nem ao seu tratamento, uma vez que sao exames simples, realizados rotineiramente. Caso seja
detectada alguma alterac@o nessas avaliagdes, voc€ receberd tratamento e acompanhamento
adequados.

Sua participag@o € voluntdria e vocé€ podera desistir de participar a qualquer momento
da pesquisa, sem a perda de nenhum de seus beneficios. Durante toda a realizacdo da
pesquisa, vocé tem o direito de sanar suas dividas sobre os procedimentos a que estd sendo
submetido.

Os dados desta pesquisa serdao analisados e os resultados serdo divulgados em revista
cientifica da 4drea de interesse, mas seu nome sempre estard guardado, em sigilo, ndo
aparecendo em nenhum local.

Sendo assim, sua colabora¢do ¢ fundamental e, desde j4, contamos com sua

participacao.

Atenciosamente,

Dra. Ana Liicia Borges Starling Dra. Denise Utsh Gongalves
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, (nome do participante), concordo em participar da pesquisa “Avaliacdo de
indicadores da progressdo da infeccdo pelo HTLV-1”, no estudo do perfil de citocinas e
quimiocinas plasmdticas e da dosagem da carga proviral” sabendo que meus dados serdo
guardados em total sigilo e que poderei deixar de participar do estudo em qualquer momento,

sem a perda de nenhum de seus beneficios.

Belo Horizonte, , de .2008.

Telefones para contato:

Dr®. Ana Licia Borges Starling: (31) (31)96133576
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ANEXO A - APROVACAO PROJETO COEP

UF/'V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comite de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 090/07

Interessado(a): Profa. Denise Utsch Gongalves
Depto. de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG ~ COEP aprovou, no
dia 23 de maio de 2007, apds atendidas as solicitagoes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagio de indicadores da
progressdo da infecgéo pelo HTLV | através do estudo de perfil de
citocinas e quimiocinas plasmaticas e da dosagem da carga
proviral” bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Sy
'I'. Lo
Profa. Dra. Mar lena deﬂT_ima Perez Garcia
Presidente do COEP-UFMG

Av. Pres. drmtonio Carles, 6627 - Unidade Administrativa If - 2° andar - Sala 2005 - Cep: 21270-901 - BH-M(G
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - comail: prpg/icocp.ulme br



ANEXO B - APROVACAO PROJETO CEP HEMOMINAS

MINISTERIO DA SAUDE

Conseiho Nacional de Saude

Comisaéo Nacional de Etice em Pesguisa - CONEP

Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagio Hemominas
PARECER CONSUBSTANCIADO

1. Titulo do Projete de Pesquisa:
“Avaliacso de indicaderes da progressBo da infeccle pelo HITLV-1 alravés do eslude do perfil de citecings ¢
quinticcinas plasmaticas e da dosagem da carga proviral®

BN T i e T A JETO8 DA PESQUISA:

2. Ndmero da sujeitos 13, Grupos Especiais: ( ) Menor de 18 anos; () Portador de deficiéncia mental
No Centra: 100 1 ¢ ) Embddofielo; () Relagio de dependanaia (miitares, presidianios..)
Total: 100 ! ( Nio se aplica

4 Nome: Denise Uisch Gongalves

5. instituicio a gue pevtence:

. Nome: Fundacdo Hemominas

6

7. Unidade/Gigao: Hemoceniio de Belo Horizonte

8. Participaco Estrangejra: Sim ()} N3o( X))

9. Projeto Multicéntrico: Sim ( X ) Nao ( ) Nacional ( X ) Internacional { )
T e T PATROCTABOR. | ksl

10, Nome:

o : e T COMITE DE ETICA EM PESGUISA ~CEP.
11. Data de Enirada: 04/06/07 12.Registro no CEP: 171

13. Objetivos:

Geral: Avaliagio do pedil das citocinas e quimiocinas plasmaticas e carga praviral, em sangue periférico,

como indicadores de progressdo da infecgdo pelo HTLV1.

Especificos: Avaliar a correlagia dos niveis de cilocinas e quimiocinas plasmaticas de individuos infectados

pelo HTLV 1 com as formas de progressao da infecgdo; Avaliar a corelac3o da carga proviral de individuos

infectados pelo HTLV 1 com as formas de progressac da infecgae.

14, Sumario do Projeto;

A populago do estudo & compasta por individuos perencentes 3 caarte aberta do Grupo Interdisciplinar de

Pesquisa em HTLV 1 (GIPH). Serfio recrutados 100 individuos a serem divididos em 3 grupos

(assintomaticos, com alteraghes neuroldgicas mas que nAo se enquadram nos critérins de ASIA de definicio

de HAM/TSP e pacientes com diagndstico definido de HAM/TSP). Estéo descritos os critérios de inclusdo dos

sujeitos no estuda.

Os sujeitos serdo submetidos & anamnese, exame fisico geral, exame neuroldgico completo e exames

laboratoriais. Esta descrito camo serdo feitos oS exames para detectar as niveis de citacinas/guimiocinas

plasmaticas e a quantificacio da carga proviral. Os demais procedimentos previstos néo estdo detathados.

Esta descrita como seda feita a analise estatistica, é apresentado ¢ argaments financeiro, o cronograma e @

bibliografia,

15. Comentania dos Relatares: .

As pendéncias levantadas em pareceres anteriores foram atendidas, tornando assim o projeto adequado 2

ResalugAo CNS 196/96 e estanda em candighes de ser executado.

16. Parecer:
Aprovade { X ) Pendéncia () MN&o Aprovade ()
Data: 05/11/2007 Data: Data:
17. Cronograrna de exetubho. 17 meses ] 1%, Enviar TRAaOnoS &
inicio: Fart. I =pts 12 Theses & ierminu da execucsn do projsio
19.Encaminho 4 CGONEP! 20. Coordenador
Os dados acima para registro () '\ilﬁf)g\"‘ < A «
O projeio para apreciagdo {
| Data: Assinatura
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ANEXO C - APROVACAO DO PROJETO PELA CAMARA DEPARTAMENTAL
FACULDADE DE MEDICINA UFMG

0 UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
e Faculdade de Medicina
=, Departamento Oftaimologia, Otorrinolaringologia @ Fonoaudiologia
Imo. Sr.

Frof. Henrique Vitor Leite
Diretor de Ensino, Pesquisa e Extensao do Hospital das Clinicas/UFMG

PARECER

Titulo do Projeto de Pesquisa :
“Avaliagdo de indicadores da progress&o da infecgdo pelo HTLV | através do estudo do
perfil de citocinas e quimiocinas plasmaticas e da dosagem da carga proviral.”

Pesquisadores responsaveis:
Profa. Denise Utsch Gongalves - Orientadora
Dra. Ana Lucia Borges Starling

A Camara do Departamento de Oftaimologia e Otorrinolaringologia da Faculdade de
Medicina da UFMG aprovou, em 13 / 3 / 2007, apés avaliagdo do Relator, Prof. Joel
Edmur Boteon o projeto de pesquisa intitulado, " Avaliagio de indicadores da
progressdo da infecgdo pelo HTLV | através do estudo do perfil de citocinas e
quimiocinas plasmaticas e da dosagem da carga proviral *, sob orientacdo da Profa.

Denise Utsch Gongalves. O estudo serd conduzido no servigo de pesquisa da
Fundagdo Hemominas.

Belo Horizonte, 13 de margo de 2007

ngﬂosaﬁel de Figueiredo

Chefe do Dept® de Oftalmo e Otorrino FMUFMG

Parecer do Relator em anexo.



ANEXO D - ESCALAS DE INCAPACIDADE FUNCIONAL EDSS e OSAME
(REVISADA)

ESCALA DE INCAPACIDADE FUNCIONAL AMPLIADA (EDSS)
(KURTZKE, 1965; KURTZKE, 1983)

0. Exame neurolégico normal (grau 0) em todas as avaliagdes do sistema funcional - SF.
1.0.  Nenhuma incapacidade: sinais minimos em um SF (ou seja grau 1).

1.,5. Nenhuma incapacidade; sinais minimos em mais de um SF (mais de um SF grau 1).
2.0.  Incapacidade minima em um SF (um SF grau 2: outros graus 0 ou 1).

2.5. Incapacidade em dois SF (dois SF grau 2: outros graus 0 ou 1).

[¥¥]
o

Incapacidade moderada em um SF (um SF grau 3 , outros grau 0 ou 1),ou discreta incapacidade
em trés ou quatro SF (trés ou quatro SF grau 2 outros 0 ou 1) embora completamente

ambulatorial.

3.5. Deambulacdo plena, com incapacidade moderada em um SF (um SF grau 3) ¢ um ou dois SF grau

2; ou dois SF grau 3: ou cinco SF grau 2 (outros 0 ou 1).

4.0. Deambulacdo plena sem ajuda; auto-suficiente: ativo por cerca de 12 horas por dia. apesar da
incapacidade relativamente grave consistindo de um SF grau 4 (outros 0 ou 1), ou combinacdes de
graus menores excedendo os limites das etapas anteriores capaz de caminhar cerca de 500 metros
sem ajuda ou descanso.

4.5.  Deambulacdo plena sem ajuda; ativo durante grande parte do dia: capaz de trabalhar por um dia
inteiro: porém, pode apresentar alguma limitacio da atividade completa ou precisar de um pouco
de ajuda; caracteriza-se por incapacidade relativamente grave, geralmente consistindo de um SF
grau 4 (outros 0 ou 1), ou combinacdes de graus menores excedendo os limites das etapas

anteriores: capaz de caminhar cerca de 300 metros sem ajuda ou descanso.

5.0.  Deambulagio sem ajuda ou descanso para caminhar cerca de 200 metros: incapacidade grave o
suficiente para comprometer as atividades didrias (por exemplo, trabalhar o dia inteiro sem
dispositivos especiais); os equivalentes comuns do SF sdo de grau 3. isoladamente (outros 0 ou
1),ou combinacdes de graus menores, geralmente excedendo os limites da etapa 4,0.

5.5.

Deambulacio sem ajuda ou descanso para caminhar por 100 metros: incapacidade grave o
suficiente para impedir a realizacdo de atividades didrias: os equivalentes comuns do SF sdo de
grau 5, isoladamente (outros 0 ou 1), ou combinacdes de graus menores, geralmente excedendo os

limites da etapa 4.0.

6.0.  Assisténcia intermitente ou com auxilio unilateral constante (bengala, muleta ou suporte) para
caminhar cerca de 100 metros com ou sem descanso: os equivalentes communs do SF sdo
combinacdes com mais de 2 SF grau 3+.

http://www.bibliotecadigital.ufba.br/tde_busca/arquivo.php?cod Arquivo=465.
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7.0.

8.0.

9.0.

10.

Assisténcia bilateral constante (bengala, muleta, suporte) para caminhar cerca de 20 metros sem

descanso: os equivalentes comuns do SF sdo combinagdes com mais de dois SF grau 3 +.

Incapacidade para caminhar além de cerca de 5 metros, mesmo com auxilio: restrito a cadeira de
rodas; capaz de conduzir a cadeira de rodas comum sem auxilio, além de entrar e sair da cadeira
sem ajuda: consegue permanecer em atividade, na cadeira de rodas, por cerca de 12 horas por dia;
os equivalentes comuns do SF sdo combinacdes com mais de um SF grau 4+; muito raramente,

func¢do piramidal grau 5 isoladamente.

Incapacidade para dar mais do que alguns passos: confinamento a cadeira de rodas: pode precisar
de ajuda para sair e sentar na cadeira; capaz de conduzir a cadeira sem ajuda, mas nfo consegue
permanecer na cadeira de rodas comum o dia inteiro; precisa de cadeira de rodas motorizada; os

equivalentes comuns do SF sdo combinacdes com mais de um SF grau 4+.

Restrito ao leito ou a cadeira, ou consegue se locomover com a cadeira de rodas, porém ndo
consegue ficar fora da cama por muito tempo; consegue realizar algumas funcdes para cuidar da
sua propria higiene e mantém o uso dos bracos; os equivalentes comuns do SF sdo combinacdes
com grau 4+ em diferentes sistemas.

Essencialmente confinado a cama na maior parte do dia: consegue realizar algumas funcdes para
cuidar de sua propria higiene e mantém algum uso dos bracos; os equivalentes comuns do SF sdo

combinacdes com grau 4+ em diferentes sistemas.

Paciente acamado e desamparado: consegue se comunicar e comer; os equivalentes comuns do SF

sdo combinacdes, em sua maioria, do grau 4+

Paciente totalmente desamparado e acamado: incapaz de se comunicar com eficicia ou comer/

engolir; os equivalentes comuns do SF sdo combinacdes, quase todos do grau 4+.

Morte devida a complicacdes da EM.

http://www.bibliotecadigital.ufba.br/tde_busca/arquivo.php?cod Arquivo=465.
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BASELINE

ESCALA DE INCAPACIDADE MOTORA REVISADA DE OSAME
IZUMO et al., 1996

ESCALA OSAME
0 Deambula e corre normalmente
1 Marcha normal mas corre lentamente
) Marcha anormal(vacilante ou espastica)
Marcha anormal e incapacidade para correr
3
4 Necessita apoio para usar escadas mas deambula sem auxilio
Necessita apoio em uma das
5 maos para deambular
Necessita apoio nas duas maos para deambular
6
Incapaz para deambular embora engatilhe
7
Incapaz de engatilhar embora
8 mude posicdo no leito
Incapaz de mudar a posi¢do no leito embora mova os dedos
9
10 Completamente restrito ao leito

http://www .bibliotecadigital.ufba.br/tde_busca/arquivo.php?cod Arquivo=465



ANEXO E - ANAMNESE ADAPTADA GIPH HEMOMINAS

{Protocolo}: _/_/

IDENTIFICACAO:

{Nome}:

QUESTIONARIO

{data preenchimento}: __/

{Endereco}: Rua/Av.

N°:

Apto: Bairro:

Cidade:

CEP:_/_/_/_1 /-_/_] Telefones:

{Sexo}:/__/
{(DN}: _/ [/

{Idade} completa (em anos): ____
{Natural }idade:

HISTORIA CLINICA:
{Grupo}:/_/

sintomas na cabega {V006}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V007}:/
Ha quanto tempo {V008}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V009}:/__/
Consultou médico {V010}:/__/
Diagnéstico {VO11}:

/

sintomas nos olhos {VO012}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V013}:/
Ha quanto tempo {V014}:/_/
Melhorou, piorou ou igual {VO015}:/__/
Consultou médico {VO016}:/_/
Diagnéstico {VO017}:

]

sintomas nos ouvidos {V018}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V019}:/
Ha quanto tempo {V020}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V021}:/_/
Consultou médico {V022}:/_/

/

Diagnéstico {V023}:

sintomas no intestino {V048}:/_/
O que vocé sente ou percebe {V049}:/
Ha quanto tempo {V050}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V051}:/__/
Consultou médico {V052}:/_/
Diagnéstico {V053}:

/

sintomas na urina {V054}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V055}:/
Ha quanto tempo {V056}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V057}:/__/
Consultou médico {V058}:/_/
Diagnéstico {V059}:

/

sintomas genital feminino {V060}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V061}:/
Ha quanto tempo {V062}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V063}:/__/
Consultou médico {V064}:/_/
Diagnéstico {V065}:

]

sintomas genital masculino {V066}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V067}:/
Ha quanto tempo {V068}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V069}:/__/
Consultou médico {V070}:/__/

/

]
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Diagnéstico {V071}:

sintomas no corpo {V084}:/_/
O que vocé sente ou percebe {V085}:/__/
Ha quanto tempo {V086}:/__/
Melhorou, piorou ou igual {V087}:/__/
Consultou médico {V088}:/_/
Diagnéstico {V089}:

sintomas no bracos {V090}:/_/
O que vocé sente ou percebe {V091}:/__/
Local {V092}:/__/
Igual a direita e a esquerda {V093}:/__/
Qual lado é pior {V094}:/_/
Ha quanto tempo {V095}:/_/
Melhorou, piorou ou igual {V096}:/__/
Como estd a progressdo {V097}:/__/
Consultou médico {V098}:/_/
Diagnéstico {V099}:

sintomas no dorso e pernas {V100}:/__/
O que vocé sente ou percebe {V101}:/__/
Local {V102}:/_/
Igual a direita e a esquerda {V103}:/__/
Qual lado é pior {V104}:/_/
Ha quanto tempo {V105}:/_/
Melhorou, piorou ou igual {V106}:/__/
Como estd a progressdo {V107}:/__/
Dificuldade para deambular{V108}:/__/
Desde quando {V109):/__/
Dificuldade para correr {V110}:/__/
Desde quando {V111}:/_/
Dificuldade para pular {V112}:/_/
Desde quando {V113}:/_/
Dificuldade para subir escadas {V114}:/_/
Desde quando {V115}:/_/
Dificuldade para descer escadas {V116}:/__/
Desde quando {V117}:/__/

uso nos ultimos seis meses de medicamentos {V125}:/_/
Qual{V126}/_/

teve vermes/lumbrigas nas fezes {V129}:/_/
Qual {V130}:/_/

HIV
{SIDA}/_/
Uso regular de {medic}amentos {ARV}:/__/
Se sim, especificar:
{ARV1}
{ARV2}
{ARV3}
{ARV4}
{ARVS5}

Outras {comorbid}ades: /__/
Se sim, especificar:

{comorbidl }
{comorbid2}

{comorbid3}

Fatores de risco para infec¢ao por HIV ¢/ou HTLV:

{Transfusdo}:/__/
Se sim, ha {anostx}/___/
{Ativ}idade {sexual}:/_/
{Parceiros} nos dltimos 12 meses : /__/
Se sim, {num}ero de {parc}eiros:/___/
{Op}cao {sexual}:/_/
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Uso de {drog}as {ilicit}as: /__/

Se sim, {injetavel}: /__/
{Amament}acao: /__/
{Tatuagem}/Piercing: /__/
{Detencao}:/__/

{Contato} com material contaminado: /__/

EXAME FISICO:
Dados vitais

linfonodos:
palpaveis {V143}:/_/
quais {V144}:/_/
caracteristicas {V145}:/_/
PA {V132}: / mmHg
Pulso {V133}: bpm
Peso {V131}:

Abdome:
{V157}/__J

{V158}/_/

Ex Neurologico:

Fala {V160}:/__/
Pares {V161} cranianos: /__/ Qual estd alterado e qual lado?
Comprometimento da sensibilidade {V186}:/__/

Superficial ou profunda {V187}:/__/

Se superficial, qual alteracéo {V188}:/__/

{top}ografia {sens}ibilidade {sup}erficial

Se profunda, qual alteracdo {V189}:/_/

{top}ografia {sens}ibilidade {pro}funda

Reflexo cutaneo-abdominal
Direito {V190}:/__/
Esquerdo {V191}:/_/
Reflexo cutaneo-plantar:
Direito {V192}:/__/
Esquerdo {V193}:/_/
Reflexo tendineos:
bicipital direito {V194}:/_/
bicipital esquerdo {V195}:
tricipital direito {V196}: /
tricipital esquerdo {V197}:
radial direito {V198}:/__/

radial esquerdo {V199}:/_/
patelar direito {V200}: /__
patelar esquerdo {V201}:/_/
aquileu direito {V202}:/__
aquileu esquerdo {V203}:/__/

/1
_/
/

_/

Forca muscular
MS Proximal
direito {V204}:/__/
esquerdo {V205}:/__/
MS Distal
direito {V206}:/__/
esquerdo {V207}:/__/
MI Proximal
direito {V208}:/__/
esquerdo {V209}:/_/
MI Distal
direito {V210}:/__/

esquerdo {V211}:/_/

atrofia {V212} muscular /__/



marcha {V213}:/_/
coordenacao:
MS
direito {V214}:/__/
esquerdo {V215}:/_/
MI
direito {V216}:/__/
esquerdo {V217}:/_/
Romberg {V218}:/__/
Movimentos anormais {V219}:/_/

Conclusao{V220} /__/

{Class}ificacao {HTLV}/_/

EXAMES COMPLEMENTARES
{Hb}:_/_/_

{antiHCV }:/__/
{HbsAg}:/__/

{FANY:/_/
{VDRL}:/_/

{HIV}:/_/
{HIVELISA}:/__/
{HIVWEST} BLOT: /__/
{PCR}:/__/

Se positivo/__/
{Genétipo}: /__/

{HTLV1}/_/
{HTLVELISA}:/_/
{HTLVWEST} BLOT: /__/

{Ressonan}cia magnética: /__/

Descricao das {alt}eracdes da {RM}

Citocinas

{CCL2}: _/ /1 /1]
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