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RESUMO

Os virus HTLV-I e II convertem o seu genoma RNA em DNA através da enzima
transcriptase reversa, uma DNA polimerase dependente de RNA, o que permite a sua
integrag@io ao genoma da célula hospedeira. As \;ias de transmissdo mais comuns so a via
sexual, a transfusio de hemocomponentes ¢ o uso compartilhado de agulhas e seringas
contaminadas. A prevaléncia da infeccdo varia de forma significativa com a regifio
geografica, o grupo racial e a subpopulaciio de risco. Cerca de 1 a 4% dos individuos
intectados desenvolvem algum tipo de doenca em decorréncia da infeccfo. Reconhece-se
hoje associagiio entre o HTLV-I e a Leucemia de Células T do Adulto e a Paraparesia
Espéstica Tropical. Embora a maior parte dos portadores do HTLV-I permaneca
assintomatica existem evidéncias de comprometimento funcional da resposta imune celular.
Considerando que o perfil imunofenotipico de células linféides no sangue periférico reflete
o desempenho do sistema imune buscou-se nesse estudo, verificar o comportamento dos
linfécitos T CD3+, CD4+, CD8+ ¢ a relagdo CD4+/CD8&+ em 35 individuos infectados pelo
HTLV-I com ou sem sintomas, bem como a distribui¢do da faixa etdria e os parmetros
hematologicos, comparando-os com um grupo de individuos soronegativos. Na analise
demografica houve predominio do sexo feminino e maior média de idade no grupo de
individuos soropositivos sintomaticos. A dosagem de hemoglobina apresentou-se, em
média, menor no grupo soropositivo. Os valores médios dos linfdcitos e plaquetas ndo
diferiram significativamente entre os grupos, enquanto o valor médio do nimero de
neutrdfilos apresentou valores significantemente mais elevados no grupo sintomatico. A
analise imunofendtipica mostrou que os valores médios de células CD3+, CD4+, CD8+,
assim como a relagdo CD4+/CD8+ nido diferiram significativamente entre os grupos.
Verificou-se uma elevagio do nuimero de células CD8+ no grupo soropositivo embora essa
diferenca ndo alcangasse significincia estatistica. Resultados conflitantes de analise
imunofenotipica de pacientes soropositivos para HTLV-I/II tém sido relatados por
diferentes autores. Estudos posteriores, com um ndmero maior de casos, s3o necessarios
para definir o valor preditivo da analise imunofenotipica de subpopula¢des linfocitarias

para as patologias associadas a esse retrovirus.
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ABSTRACT

HTLV-I and II viruses convert their genomic RNA to DNA employing the enzyme reverse
transcriptase, a RNA-dependent DNA polymerase, which makes possible their integration
into host cell genome. Common ways of transmission are: sexual intercourse, transfusion of
hemoderivative components and the shared use'of contaminated syringes and needles. The
prevalence of the infection varies significantly with the geographic region, the racial group
and the sub-population under risk. About 1 to 4% of the infected individuals develop some
form of infection-related disease. The association of HTLV-T with Adult T — Cell
Leukemia, as well as the Tropical Spastic Paraparesis, is presently well recognized.
Although the majority of HTLV-I-infected individuals remain asymptomatic, there are
indications that cellular responses are functionally impaired in these cases. As the
immunophenotyptc profile of peripheral blood lymphoid cells reflect on the performance of
the immune system, a study was carried out on the behavior of CD3", CD4", CD8" T
lymphocytes and the CD4"/ CDS§" ratios in 35 symptomatic or asymptomatic HTLV-I-
infected individuals. The age distribution and the hematological parameters were
investigated and compared to those of seronegative individuals. In the demographic
analysis of the cases, a predominance of infection in females was observed with a higher
average age in the group of seropositive symptomatic individuals. The mean hemoglobin
value was also found to be significantly lower in this group. The mean lymphocyte and
platelet values were not significantly different between the asymptomatic and symptomatic
groups, but the mean polymorphonuclear neutrophil value was significantly higher in the
symptomatic individuals. Immunophenotyping evaluation revealed that the mean CD3”,
CD4", CD8" T lymphocytes count, as also the CD4"/ CD8" ratios, were not significantly
different between the symptomatic and asymptomatic groups. A slightly higher mean CD8"
T lymphocyte count was observed in the seropositive individuals. Conflicting results
regarding immunophenotyping evaluations in seropositive HTLV-I/IT have been reported
by several authors. Subsequent studies with larger numbers of cases are needed to
determine the predictive value of immunophenotyping of the lymphocyte subpopulations in

the pathologies associated with these retroviral infections.
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INTRODUCAO

HTLV - HISTORICO

Os retrovirus convertem o seu genoma RNA em DNA através da enzima transcriptase
reversa {TR), uma DNA polimerase dependente de RNA, o que per{nite a sua integracdo ao
genoma da célula hospedeira.

Os primeiros retrovirus, embora ainda ndo recebessem essa denominacio, foram
descobertos no inicio do século XX por investigadores que estudavam doengas neoplasicas
em galinhas. Em 1908, Ellerman e Bang demonstraram uma forma de leucemia e linfoma em
galinhas, causada por um virus conhecido hoje como virus da leucose aviaria (ALV)
(COVAS, 2001).

Em 1911, Rous descreveu a transmissdo de um tipo de sarcoma, também em galinhas,
por meio de um infiltrado isento de células do tumor, através do virus conhecido como
Sarcoma Rous (VERONESI, 2000 ; COVAS, 2001).

Membros da familia Retroviridae, sucessivamente, foram isolados em peixes, répteis,
aves ¢ mamiferos. Em 1936, foi descoberto, por John Bittner, o primeiro retrovirus indutor de
tumor em mamiferos. Foi demonstrado que o carcinoma mamario de camundongos era
determinado por um agente filtravel transmitido pelo leite (COVAS, 2001).

Em 1951, foi publicado o primeiro relato de retrovirus implicado num caso de
leucemia em rato. Inumeros agentes foram posteriormente relacionados a imunodeticiéncias
em diversas espécies de mamiferos, assim como a uma variedade de neoplasias (GROSS,
1993).

A origem do virus HTLV em humanos € muito controversa. Alguns autores sugerem
que a infecgdo se originou na Africa e foi levada para as ilhas do Caribe pelo trafico de
escravos e para o Japdo pela tripulag@o africana dos navios portugueses nos séculos XVI e
XVII (YAMASHITA, 1996). Outros sugerem que esses virus ja estariam presentes entre
japoneses aborigines em tempos pré-historicos (GALLO, 1983; ISHIDA, 1985). Na Africa e
na Asia, esses retrovirus foram isolados de diversos primatas, sugerindo a possibilidade de
transmissdo enzoodtica ao homem.

No entanto, um grande desenvolvimento no conhecimento desses retrovirus foi

observado nas décadas de 70 e 80, e contribuiu para esses avangos a constata¢do de que a
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interleucina-2 (IL-2) poderia ser utilizada como fator de crescimento linfocitario, permitindo
desse modo o estabelecimento de linhagens celulares in vitro a partir de linfécitos humanos
(SEGURADO, 2000).

Na década de 80, dois grupos, norte-americano e japonés, anunciaram a associagio
entre retrovirus e neoplasias em humanos.

Pesquisadores do Instituto Nacional de Satde dos EUA isolaram o virus HTLV, a
partir de linhagem celular originaria de linfocitos periféricos e de células de linfonodos de
pacientes portadores de linfoma cutdneo de células T (micose fungodide) e de leucemia
(sindrome de Sézary) (POIESZ, 1980, POIESZ, 1981). Paralelamente, pesquisadores
japoneses conseguiram isolar particulas virais a partir de paciente com leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL), neoplasia hematologica prevalente nas ilhas situadas na regido
sudoeste do Japdo (UCHIYAMA, 1977, YOSHIDA, 1982).

Em 1982, foi demonstrado, através de estudos soroepidemiolégicos, que ambos os
virus tratavam-se de agentes semelhantes, com seqéncia de nucleotideos idéntica, e a partir
de entdo foi adotada a nomenclatura internacional de virus linfotropico de células T humanas
(HTLV) para esse agente etioldgico (GALLO, 1985; POPOVIC, 1982; WATANABE, 1984).

Ainda no mesmo ano, um segundo retrovirus foi isolado a partir de linhagem celular
obtida de tecido esplénico de paciente portador de leucemia de células T pilosas (leukemia
hairy cell) (KALYANARAMAN, 1982). Estudos sorolégicos demonstraram que esse novo
virus apresentava reatividade cruzada com o HTLV, mas, como apresentasse seqiiéncia de
nucleotideos diversa, foi denominado HTLV-II, para diferencia-lo do originalmente descrito,
o qual passou a ser denominado HTLV-I. Os virus do tipo I e II compartilham aspectos
estruturais e biologicos, com 65% de homologia na seqiiéncia de RNA do seu genoma viral.

Assim, sucessivamente foram reconhecidos os diferentes virus linfotropicos de células
T humanas, denominados HTLV-I, HTLV-II, HTLV-III ¢ HTLV-IV, sendo os dois ultimos
posteriormente designados virus da imunodeficiéncia humana do tipo I (HIV-I) e do tipo II
(HIV-1I) (SEGURADO, 2000).

Analises filogenéticas das seqiiéncias do virus HTLV-I tém mostrado uma constitui¢do
altamente conservada quando comparada a do HIV I e II. No homem da Antiguidade, os virus
HTLV-I e II parecem ter sido exdgenos, e co-fatores ambientais podem ter ampliado sua

disseminagdo e sua prevaléncia em certas areas (VERONESI, 2000).
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HTLV — CLASSIFICACAO
Os retrovirus compreendem uma grande familia, Retroviridae, composta por trés
subfamilias: Oncovirinae, Lentivirinae e Spumavirinae, de patogenia desconhecida para o

homem (MARRIOT, 1994). Taxonomicamente, estdo agrupados em sete géneros (tabela 1).

Tabela 1 — Classificacfio taxonémica dos retrovirus

Familia: Retroviridae

Géneros
{. Grupo relacionado ao ALSV (Avian Leukosis-Sarcoma Virus)

2. Grupo dos virus tipo C dos mamiferos

3. Grupo dos virus tipo B

4. Grupo dos virus tipo D

5. Grupo do HTLV/BLV ‘
6. Lentivirus (HIV do tipo I e do tipo II)

7. Espumavirus

Com base na organiza¢do gendémica, os retrovirus podem ser classificados em simples
e complexos. Os simples possuem apenas trés regides codificantes no seu genoma, enquanto
os complexos apresentam, além desses genes, regides codificantes adicionais que originam
proteinas reguladoras. Os géneros HTLV-BLV, Lentivirus e Espumavirus sdo formados por
retrovirus complexos, e os demais géneros compreendem apenas retrovirus simples. Até o
momento foi demonstrada a infec¢do de seres humanos por cinco agentes: HIV T e II, HTLV-I
e [ e pelo HFV (Virus Esponjoso Humano) (COVAS, 2001).

O HTLV pode ser classificado: 1) em quatro grupos de A a D de acordo com a
morfologia das particulas virais, 2) em exdgenos, quando se transmitem horizontalmente, ou
endogenos se a transmissdo ocorre atraves de células germinativas infectadas; 3) de acordo
com a presenga ou auséncia de um oncogene em seu genoma, 4) de acordo com o receptor
celular utilizado; 5) de acordo com a seqiiéncia de seu genoma.

A variabilidade gendmica, observada entre as espécies, tem levado a descrigdo de
subtipos e a constru¢do de arvores filogenéticas que representam relagdes evolutivas entre
eles. O HTLV-1 € classificado em 04 subtipos principais: cosmopolita, africano, japonés e

melanésio (VIDAL, 1994). Nao existe uma relagdo entre o subtipo e a patologia causada pela



espécie viral, sendo essa variabilidade gendmica muito mais dependente da sua origem

geografica (MARTINS, 2000).

HTLV: ESTRUTURA GENOMICA

A estrutura gendmica do HTLV ¢ similar a de outros retrovirus. Tem um genoma de
RNA de fita simples possuindo trés genes principais: gag (antigeno glicoproteina), pol
(polimerase) e env (envelope), além da regido X, a qual contém os genes reguladores (tax —
transativador e rex- regulador da expressdo viral). O genoma proviral tem de cada lado, nas
extremidades, uma estrutura chamada de LTR (Long Terminal Repeats), cujas seqiiéncias sdo
essenciais na integragdo do DNA proviral ao DNA cromossomico do hospedeiro e no
processo de transcricdo do genoma do HTLV (SALEMI, 1999). O DNA proviral do HTLV-I
possui 9032 pares de bases (SEIKI, 1983), e do HTLV-II, 8952 pares de bases
(SHIMOTOHNO, 1985). :

A transcrigdo do provirus gera trés moléculas diferentes de RNA mensageiro: 1- uma
fita de RNA de sequiéncia completa ¢ utilizada para a sintese dos produtos dos genes gag e pol
e também para o RNA genomico, 2- RNA subgendomico ¢ feito a partir de um unico
processamento e codifica o produto do gene env, 3- RNA subgenoémico que codifica as
proteinas da regido X (SEIKI, 1985, ALEXANDERSEN, 1993, CIMINALE, 1995; VAN
BRUSSEL, 1996; BARTOE, 2000).

O genoma viral do HTLV-I, ja clonado e totalmente seqiienciado, constitui-se em
(figura 1):

1) Os segmentos LTR, com poucas areas conservadas entre o HTLV-1 e HTLV-II, o
LTR, ¢ a regifio mais divergente do genoma do HTLV. Ela contém seqléncias especificas
onde se ligam reguladores celulares importantes no controle da expressio viral, bem como
outros elementos importantes no ciclo de replicagio do virus.

2) O gene env, que vai do nucleotideo 5180 ao 6647, € o responsavel pela codificagio
das glicoproteinas externas do envelope: a precursora gp61/68 e sua derivada, a glicoproteina
de superficie de 46 kDa (gp46) e a proteina transmembrana de 21kDa (gp21).

3) O gene pol ¢ responsavel pela codificagdo das enzimas transcriptase reversa (p99),
RNAse, endonuclease e protease. Esta compreendido entre os nucleotideos 2497 a 5187 no

genoma do HTLV-1 (SEGURADO, 2000).



4) O gene gag, compreendido entre os nucleotideos 802 a 2019, codifica as proteinas
do core viral, a precursora p52 e suas derivadas, a proteina do nucleocapsideo (NC) de 15
kDa (pl5), a proteina da matriz (MA) de 19 kDa (p19) e a proteina do capsidio (CA) de 24
kDa (p24) (OROSZLAN, 1984; SEGURADO, 2000). A proteina p24 possui alta similaridade
de aminodcidos entre o HTLV I e HTLV II, o que resulta em reagdes antigénicas cruzadas.
Em contrapartida, a proteina pl9 exibe menos similaridade entre esses dois retrovirus
(SALEMI, 1999).

5) Os genes Tax e Rex sdo essenciais para o processo de replicagao viral. A proteina
codificada pelo gene Tax possui peso molecular de 37KDa e ¢ encontrada no niicleo das
células infectadas. Ao interagir com outras proteinas regulatdrias celulares, pode induzir
indiretamente o aumento da expressdo de outros genes celulares relacionados com o
crescimento celular, como protooncogenes, fatores de crescimento ou seus receptores, € cuja
expressio esta diretamente envolvida nos efeitos patogénicos do HTLV (COVAS, 2001). O
gene rex regula a expressdo do gene tax e codifica uma proteina de peso molecular de 26kDa.
E uma proteina envolvida no controle da expressio génica do HTLV, na replicagdo viral,
facilitando o transporte do virus do ntcleo para o citoplasma da célula (COVAS, 2001).

6) Os genes rof e tof, de fun¢do ainda ndo bem conhecida, sdo responsaveis pela

codificacao das proteinas p12, p13 e p30 (FRANCHINI, 1995; SEGURADO, 2000).

LTR gag H pol env o LTR

plp | pi¢ | pls

Trarscriptase
Ruwrarsa,

46 | zpal

ps0™ | parex

Fig. 1 - Estrutura esquematica do genoma do HTLV-J/II e seus principais produtos



HTLV - MORFOLOGIA E PROTEINAS VIRAIS

Os virus HTLV-I e II sdo classificados morfologicamente como retrovirus do tipo C.
Sdo constituidos de particulas virais esféricas, com aproximadamente 110 a 140 nm de
didmetro, compostas de um core eletrodenso, que contém duas copias de acido ribonucléico
(RNA) de fita tnica com 8,8 e 9,0 quilobases de tamanho, a enzima transcriptase reversa, as
proteinas da matriz viral e o capsidio protéico, além de um envelope externo composto de
glicoproteinas (figura 2) (SCHUPBACH, 1989 ; SEGURADO, 2000). A glicoproteina viral
externa (gp46), ou de superficie (SU), projeta-se da superficie viral sob a forma de 72
espiculas, que se ancoram nas demais estruturas virais por meio da glicoproteina
transmembrana (IM), ou gp21 (DELAMARRE, 1996). Essas glicoproteinas do envelope
desencadeiam respostas humoral e celular e poderiam ser utilizadas para o desenvolvimento
de uma vacina para 0 HTLV (MARTINS, 2000).

Caracteristicamente, as particulas virais do HTLV-I e II podem ser visualizadas a
ultramicroscopia, sendo liberadas através do fendmeno de brotamento junto a membrana
plasmatica da célula infectada.

Trés proteinas formam o nucleo central da particula viral: a proteina da matriz (MA),
que possui um acido graxo no seu terminal amino e cuja presencga determina uma modificag¢do
caracteristica de muitas proteinas que se situam na face interna da membrana celular; o
capsideo (CA), que constitui o core da particula viral e que abriga no seu interior 0 genoma
viral representado por duas fitas de RNA; e por ultimo, o nucleocapsidio (NC), formado por
pequenas proteinas basicas.

Proteinas presentes no interior do capsideo, como a transcriptase reversa e a integrase,
sd0 essenciais no processo de integragdo do DNA proviral no genoma da célula hospedeira
(COFFIN, 1990 ; COFFIN,1996; SEGURADO, 2000).

A atividade da transcriptase reversa se da no citoplasma da célula hospedeira. E
responsavel pela remocdo da fita do RNA molde, apos a sintese da cadeia de DNA por
degradagdo seletiva do RNA de molécula hibrida DNA-RNA.

A integrase ¢ responsavel pela integragdo do DNA viral ao genoma da célula
hospedeira, por clivagem do DNA da célula e sua ligagdo com o DNA viral.

A protease viral atua sobre as cadeias poliprotéicas, clivando-as para formar proteinas
estruturais maduras encontradas na particula viral. Esta clivagem é altamente especifica

levando a separacdo das proteinas gag e pol (NAM, 1988; SALEMI, 1999).
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Fig. 2 - Representacdo esquemadtica da estrutura e composic¢ao da particula viral do HTLV-I



HTLV: CICLO DE REPLICACAO

O virus HTLV ¢ pouco replicativo e, in vivo, a amplificagdo viral deve-se
principalmente & expansdo oligoclonal de células infectadas, via mitose celular, do que 2
transcricdo reversa (CIMARELLI 1996 ; SANTOS, 2001).

Diferentemente de outros virus oncogénicos que apresentam um oncogene integrado
num sitio especifico do genoma da célula hospedeira, o HTLV-I ¢ randomicamente integrado
no DNA humano. As células malignas, sem exce¢do, sdo monoclonais com respeito a
integragdo do DNA proviral (YOSHIDA, 1980 ; SEIKI, 1984).

O ciclo de replicagdo se caracteriza pelas seguintes fases (figura-3):

1) Invasdo de linfocitos CD4+ por particulas virais, pelo reconhecimento do receptor
viral na superficie da célula-alvo. A ligagdo do virus ao receptor de superficie membranar
depende da interac@o entre a proteina do seu envelope (gp46) e um receptor de superficie, até
o momento desconhecido. No entanto, pode-se afirmar que a molécula CD4 + certamente néo
¢ o receptor de superficie envolvido nesse processo (SEGURADO, 2000).

2) Penetracdo do core viral no interior da célula, mediada pela proteina transmembrana
{gp21) e liberagdo de material genético no citoplasma do linfocito infectado.

3) Transcricdo do genoma viral de RNA para DNA. O genoma viral de RNA sofre
acdo da enzima transcriptase reversa (TR), codificando uma molécula de DNA complementar.
Durante esse processo, o RNA gendmico € removido pela atividade RNAse da TR.

4) Integracdo do DNA viral aoc DNA da célula do hospedeiro, por agdo da enzima
integrase. Essa integracdo se dd ao acaso € ndo ¢ feita em sitios especificos. O genoma viral
integrado passa a ser denominado DNA proviral e sera passivel de replicacdo, quando da
divisdo celular e de transcrigdo sob agdo de estimulos endbgenos ou exogenos.

5) Sintese de RNA viral pela maquinaria celular tendo como DNA molde o provirus
integrado. A transcricdo viral produz inicialmente moléculas de RNA mensageiro, capazes de
codificar a sintese de proteinas reguladoras da replicagdo viral, dentre as quais, p40tax, que é
um potente transativador do promotor viral (SEIKI, 1986; SODROSKI, 1985), e p23rex. Com
aciumulo de p23rex, ocorre formagio de RNA mensageiro gendmico, capaz de codificar as
proteinas estruturais da matriz, do core e do envelope e, conseqientemente, propiciar a

formacdo de novas particulas virais.
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6) A particula viral madura emerge da superficie celular por brotamento, carregando
consigo parte da membrana celular bilipidica como constituinte de seu envelope. Esse virus

que ¢ brotado esta apto para uma nova infecgdo (TANGY, 1996).

1. Ligagdo dovirus 4 célula-alvo

2. Transmissdo do RN A viral
para o DNA& comple mentar
pela transcriptase reversa

3. Transferéncia e integragio
do DN& complementar ao genoma
da célula hospedeira

4 Transcrgiodo RMA e sintese das
proteinas virais

5. Montagem virale lizagio da
nucleocdpside com a membrana celular

o, Brotamento e conformacdo definitiva
da estrutura viral

Fig. 3 - Representacdo esquematica do ciclo replicativo de um retrovirus humano
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HTLV: FORMAS DE TRANSMISSAQO

O HTLYV infecta linfocitos T e eventualmente mondcitos por transmissdo célula a
célula. Ndo se observam particulas livres no sangue ou em outros fluidos biologicos de
pacientes infectados, ao contrario do que acontece em pacientes portadores do HIV. Esse fato
justifica a menor infectividade desse virus, quando comparada a do HIV (SEGURADO,
1999). Um estudo realizado em Trinidad-Tobago detectou assoctagdo da infec¢do pelo HTLV
com mas condigdes de habitacdo e proximidade a 4agua, levantando a possibilidade de
interferéncia de fatores ambientais na transmissdo dessa infecgdo (MILLER, 1986).

As vias de transmissdo desses virus sdo as mesmas que o HIV, entretanto de forma
menos eficiente, devido a maior dependéncia da presenga de células para transmissdo.

1) TRANSMISSAO MATERNO-INFANTIL: aproximadamente 2 a 5% das infecgdes
pelo HTLV-I por toda a vida estdo associadas a transmissdo materno-infantil (SUGIYAMA,
1986; LANGHORN, 2000). Essa forma de transmissdo ocorre no periodo pré-natal (via
transplacentaria) ou pés-natal (através do leite materno). Transmissdo intra-uterina e durante o
parto sdo possiveis.

O periodo pré-natal representa 1 a 2% de todas as infecgles, enquanto, a
amamentagdo pode representar até 15% (KOMURO, 1983; HINO, 1985, LANGHORN,
2000). O aleitamento materno contribui para a maioria das transmissdes perinatais (ANDO,
{987, ANDO, 1993). Criangas amamentadas artificialmente apresentaram uma taxa de
soroconversdo de 1 a 2%, enquanto as com aleitamento materno apresentaram 20%
(SUGIYAMA, 1986).

2) TRANSMISSAO SEXUAL: esta forma de transmissdo tem sido demonstrada em
estudos de casais com vida sexual ativa. Transmissio homem-homem, mulher-homem e
homem-mulher ja foram documentados. O padrdo de transmissdo homem-mulher ¢ o mais
eficiente, no entanto sdo necessarias varias exposi¢des para produzir a soroconversio, ja que a
probabilidade de transmissdo pelo ato sexual € relativamente baixa.

Kajiyama e colaboradores em estudos com casais observaram que a eficacia da
transmissdo homem-mulher foi de 60,8% durante um periodo de 10 anos de relacionamento
sexual, comparado a 0,3% de eficiéncia da transmissdo mulher- homem (KAJIYAMA, 1986).
Essa diferenga reflete a baixa eficacia da transmissdo mulher-homem, exceto na presenga de

fatores que rompam a integridade das barreiras mucosas normais (LANGHORN, 2000). A



concomitancia de outra doenca sexualmente transmissivel com manifestagbes genitais
ulcerativas amplia o risco de transmissdo do HTLV-I (MURPHY, 1989).

Parceiros com sorologias discordantes € com relacionamento sexual de longa duragio
podem apresentar soroconversdo tardia, o que pode ser parcialmente explicado pelo aumento
progressivo da carga viral que ocorre com o passar do tempo. Esse achado foi documentado
atraves de PCR quantitativo. A presenga de anticorpos anti-tax também esta associada a uma
transmissdo mais elevada (CHEN, 1991).

3) TRANSMISSAO POR TRANSFUSAQ: transfusdes de componentes celulares
estdo associadas a transmissdo do HTLV-I e II. Devido ao risco de transmissdo e a sua
importancia para a saide publica, o teste para detecgdo de anticorpos anti- HTLV-I e II no
sangue doado visa interromper a transmissdo do virus por meio da administrac@o de sangue e
hemocomponentes. Em 1986, o Japdo foi o primeiro pais a iniciar a triagem soroldgica para o
HTLV em bancos de sangue. Em 1988, a triagem soroldgica para o HTLV passou a ser
obrigatoria em doadores voluntarios americanos. Na Franga, o teste tornou-se obrigatorio em
1991; e na Holanda, em 1993, No Brasil, a portaria 1.376, editada pelo Ministério da Satde
em 19 de novembro de 1993, obrigou a realizagdo do teste anti- HTLV-1 e Il em todos os
doadores de sangue do pais (ALQUEZAR, 2000).

A triagem obrigatoria em bancos de sangue passou a classificar os doadores em trés
categorias: soronegativos, aptos para a doagdo; soroindeterminados € 0s soropositivos, inaptos
para doagdo. Conseqlientemente, uma demanda crescente por assisténcia médica especializada
surgiu por parte de individuos soropositivos, com a infec¢do, mas sem a doenca. O
diagnostico laboratorial deve ser preciso e confirmatorio. Na maioria dos centros de captagdo
de doadores criaram-se servigos especializados para orienta-los quanto ao risco de
desenvolver uma das doencas associadas e seguimento desses doadores com sorologia
positiva ou indeterminada.

Aproximadamente 50% dos receptores de uma unidade positiva para o HTLV-I
soroconvertem (OKOCHI, 1984). Apenas os hemoderivados que contém componentes
celulares sdo capazes de transmitir o virus, ou seja, a transfusio de plasma ou crioprecipitado
ndo esta associada a transmissdo (MANNS, 1991). Provavelmente devido a perda da
viabilidade leucocitaria, sangue total ou concentrados celulares tém menor chance de
infectividade se armazenados por longos periodos (MANNS, 1992; ALQUEZAR, 2000).

A transmissio do HTLV-I e Il por componentes celulares foi bem documentada no

Japdo, onde ocorreu taxa de soroconversdo de 63% (26/41) em receptores desses produtos
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contaminados com o virus. O tempo de soroconversdo variou de 20 a 50 dias apos a
transfusdo. Nao foi observada soroconversdo em receptores de plasma fresco contaminado
(OKOCHI, 1984). O risco de doar sangue no periodo de janela imunologica, apds teste
sorologico negativo, foi estimado em 1:640.000 entre doadores americanos (SCREIBER,
1996).

4) TRANSMISSAO POR AGULHAS E SERINGAS CONTAMINADAS: o uso
compartilhado de seringas e agulhas contaminadas, ¢ presumivelmente o fator responsavel
pela alta soroprevaléncia para esse virus entre usuarios de drogas ilegais intravenosas (UDIV).
Entretanto, poucos estudos apresentam dados quantificando essa associagdo.

Amostras de soros de 560 UDIV entre 1972 e 1976 foram testadas para o HTLV-1 e II
nos Estados Unidos. Dessas, 68 foram positivas para HTLV-I e II, e 36 foram classificadas
como indeterminadas. Nenhum desses soros demonstrou soropositividade para HIV. Assim
sendo, a infecgdo pelo HTLV-I e Il parece ser relativamente mais antiga que a infec¢do pelo
HIV entre UDIV nos EUA (BIGGAR, 1991). Em Nova Orleans, soro de 121 UDIV foram
testados para HTLV-I e II. Desses, 23 amostras foram positivas e, quando testadas por PCR,
21 foram identificadas como HTLV-II, ¢ 2 como HTLV-I (LEE, 1989). A maioria das
transmissdes por essa via envolve o HTLV-II (LANGHORN, 2000).

A soroprevaléncia para HTLV-I e Il entre UDIV, quando comparada aquela relatada
por outras vias, indica que essa populagdo esta em maior risco, sendo importante reservatdrio

para esse virus (PROIETTI, 1994).

HTLV: EPIDEMIOLOGIA

A maioria dos estudos de prevaléncia para o HTLV-I e II tem considerado grupos
especificos como doadores de sangue, gestantes, pacientes atendidos em clinicas de doengas
sexualmente transmissiveis e usudrios de drogas injetaveis.

O virus HTLV-I tem distribui¢do geografica esparsa e caracteristicas epidemioldgicas
bastante especificas, enquanto o tipo 1l parece ser um virus predominante do hemisfério
ocidental.

A prevaléncia do HTLV-1 e 1l varia de forma significativa com a regido geografica, o

grupo racial e a subpopulagdo de risco (LANGHORN, 2000). A infec¢do por esse retrovirus
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apresenta um padro epidemiolégico que se caracteriza por (TAJIMA, 1982; KAJIYAMA,
1986; MURPHY, 1987; SARIM, 1990):

DAUMENTO DA SOROPREVALENCIA COM A IDADE: hd um aumento
consistente em praticamente todas as dreas estudadas. A prevaléncia em criangas € baixa,
sendo observada uma inclinagdo ascendente com a idade. O aumento da soroprevaléncia
idade-dependente em homens e mulheres comega na adolescéncia, decresce no homem por
volta dos 40 anos e continua a aumentar nas mulheres. ExplicagSes para esse fendmeno
incluem a reativagdo de infeccfio latente ao longo da vida e taxas decrescentes de infec¢fo em
coortes de pacientes mais jovens, dando a impressdo de taxas ascendentes nas coortes de
pacientes mais velhos (MOROFUJI, 1993; LANGHORN, 2000).

Taxas de novas infecgdes pelo HTLV-I em coortes de pacientes mais jovens no Japdo
apresentam-se em declinio e possiveis explicagdes para isso sdo a melhoria das condi¢Bes
socio-econdmicas e nutricionais, mudangas nos padrdes de amamentacfio, eliminacdo de
fatores ambientais que facilitam a transmissdo e decréscimo de outras doengas sexualmente
transmissiveis (BLATTNER, 1986; UEDA, 1989; LANGHORN, 2000; SANTOS, 2001).

2)SOROPREVALENCIA MAIS ELEVADA EM MULHERES,
ACENTUADAMENTE APOS 40 ANOS: para o aumento de soropositividade no sexo
feminino, deve-se considerar a dindmica da infecgéio, que pode ter caracteristicas proprias em
areas distintas. Possiveis explicagdes para esse fato sdo a maior eficdcia da transmissdo sexual
homem-mulher e a maior freqiiéncia de transfusdes sanguineas em mulheres (KAPLAN,
1996).

3)AGRUPAMENTO DA INFECCAO EM AREAS DEFINIDAS NO MUNDO: a
capacidade do virus se apresentar de forma endémica em grupos raciais diferentes reflete a
tendéncia de agrupamento de infec¢do, € ndo uma predisposi¢io genética para adquirir o
virus. Entretanto, o fator genético parece ser importante no desenvolvimento de patologias
associadas nos pacientes infectados. (MORI, 1988; MALONEY, 1989).

O HTLV-I afeta 10 a 20 milhdes de pessoas em todo o mundo (EDLICH, 2000). E
endémico na Africa Central e Ocidental, Caribe com soroprevaléncia de 4-6%,
Melanésia/Australia, Japdo, onde até 18% da populagéio adulta apresenta anticorpos, na regido
sudeste dos Estados Unidos e em algumas partes da América Central e do Sul (SOARES,
2000; VERONESI, 2000) (figura-4). Positividade ocasional, inferior a 1%, tem sido

detectada em estudos realizados em outros paises da Asia, e os individuos soropositivos



15

apresentam ligages ancestrais com o Japao (HINUMA, 1983; ZENG, 1984; ISHIDA, 1985;
CHEN, 1996 ; ASHER, 1988).

P

Cinco maiores aglomeragdes de individuos infeetados pelo HTLV-1

Fig. 4 - Origem e distribuicdo do HTLV nos cinco continentes

Na Melanésia foi relatada soroprevaléncia cerca de 14% para HTLV-I e 1I
(YANAGIHARA, 1990).

Virios paises da Africa apresentaram taxas elevadas de soropositividade. No entanto,
importantes falhas em testes de triagem e confirmatdrios falso-positivos tém dificultado a
quantificacdo precisa, pois outras infec¢des, como a maldria, apresentam reagdes cruzadas
com o HTLV-Ie II (FLEMING, 1983; LEVINE, 1988; DELAPORTE, 1988).

Na Europa, a infecgdo pelo HTLV-I e Il aparenta ser rara e restrita a imigrantes de
areas endémicas, hemofilicos, homossexuais e bissexuais. Em estudos realizados com
doadores, observou-se que as maiores prevaléncias foram encontradas na Franga 0,39/10.000
(COUROUCE, 1993), na Holanda 0,2/10.000 (ZAAUER, 1994), na Alemanha 2,1/10.000
(SCHATZL, 1994), na Suécia 1/50.000 (ANDERSON, 1995) e na Espanha 4/150.000
(SORIANO, 1995).

Nos EUA, a epidemiologia do HTLV-I ¢ caracterizada pela ocorréncia paralela de
infecgdo por HTLV-I e II. Os doadores apresentam taxas de soroprevaléncia de 0,43/1 000,
sendo que a metade ¢ de positividade ao HTLV-II (LANGHORN, 2000). Hd uma maior

freqiéncia em pessoas de origem caribenha, do sexo feminino e idade mais elevada
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(BIANCO, 1990). Virios estudos epidemioldgicos foram realizados também em outros paises

(tabela-2).

Tabela 2 — Prevaléncia mundial para o HTLV-I e II

LOCAL GRUPO ESTUDADO | PREVALENCIA (%) AUTOR

Gabio Habitantes de area 9,1 Delaporte, 1988
rural

Gabio Habitantes de area 5,0 Delaporte, 1988
urbana

Venezuela Populagdo geral 6,8 Merino, 1984

Baltimore UDIV* 7,6 Proietti, 1992

Peru Prostitutas 7,0 Gotuzzo, 1994

Chile Doadores 0,73 Vasquez, 1991

Paraguai Homossexuais 3,4 Zoulek, 1992

Uruguai UDIV 5,0 Muchinik, 1992

Argentina UDIV 5,0 Biglione, 1996

UDIV: usuérios de drogas intravenosas.

O HTLV 1I tem sido encontrado entre UDIV nos EUA e na Europa em maior
freqiiéncia (LEE, 1989; ZELLA, 1990) e entre populagdes nativas das Américas: indios
Seminole, na Florida; Navajo e Pueblo, no Novo México; Guaymi, no Panama; no Brasil,
Caiap6s e Krahos; Wayuus, Guahibo e Tunebo, na Colémbia; Tobas e Mataco, na Argentina,
e ainda entre pigmeus na Africa (GOUBAU, 1992; FROMENT, 1993). O interessante achado
de alta prevaléncia de infeccdo em comunidades indigenas isoladas de vérias regides do
continente americano parece indicar que o HTLV-II convive com a espécie humana desde
tempos ancestrais (SEGURADO, 1999).

" No Brasil, o HTLV-I e II esta presente em todas as regides, sendo encontrado na
populagdo geral, em doadores de sangue e em pacientes com doengas neurolbgicas e
hematolégicas. Todos HTLV-I isolados por técnicas moleculares, pertencem ao grupo
Cosmopolita, o qual se subdivide: Transcontinental (A), de distribui¢do mundial, Japonés (B),
Oeste africano (C) prevalece na Africa Ocidental, Caribe e Norte Africano (D). Na populagéo
geral foi encontrado o subgrupo Transcontinental (A) e, dentre os imigrantes japoneses, 0

subgrupo Transcontinental (A) e Japonés (B) (VERONESI, 2000). Poucos isolados
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brasileiros, até o momento, tiveram suas moléculas caracterizadas e nenhum teve o seu
genoma completamente seqlienciado (COVAS, 2001).

A soroprevaléncia média entre doadores de sangue do pais é de cerca de 0,46%
(GALVAO, 1994; SOARES, 2000) (tabela-3), o que representa um niimero cerca de 20 a 100
vezes maior do que o relatado para os Estados Unidos e Europa. E provavel que a extensdo
territorial € o numero de habitantes da populagfio brasileira justifiquem o maior nimero

absoluto de casos de infec¢@io por HTLV-1 ¢ Il observado no Brasil (SOARES, 2000).

Tabela 3 — Prevaléncia do HTLV-1 e Il em doadores de sangue no Brasil

LOCAL PREVALENCIA (%) AUTOR
Belo Horizonte 0,32 Proietti, 1994
Belém 1,61 Saraiva, 1989
Fortaleza 0,40 De Castro-Costa, 1996
Florianopolis 0,08 Galvio, 1994
Manaus 0,08 Galvao, 1994
Porto Alegre 0,30 - 0,42 Menna-Barreto, 1995
Recife 0,33 Galvio, 1994
Recife 0,82 Loureiro, 1995
Rio de Janeiro 0,40 Lee, 1989
Rio de Janeiro 0,33 Galvdo, 1994
Salvador 1,35 Galvio, 1994
S&o Paulo 0,40 Gabbai, 1993
Séo Paulo 0,18 Ferreira, 1995

Em estudo realizado no hemocentro do Ceard (HEMOCE), no periodo de maio a
dezembro de 1994, observou-se soropositividade para HTLV-I e I pelo método ELISA e
Western Blot em 61 doadores de sangue. Desses, 13,11% (08/61) apresentaram positividade
para HTLV-1, 47,54% (29/61) obtiveram resultado inconclusivo e 39,34% (24/61) obtiveram
resultado negativo para o HTLV-Te 11 (LIMA, 1994).

No hemocentro do Amazonas (HEMOAM), foi realizado estudo, no periodo de janeiro
de 1995 a dezembro de 2001, com doadores de sangue. Foram reativas 1218 (0,57%) bolsas
de sangue na triagem soroldgica para HTLV-I e II, em um total de 212.589 doagdes (SILVA,

2002).



HTLV: PATOLOGIAS ASSOCIADAS

Doengas induzidas pelo HTLV-I e IT ocorrem apds longo periodo de laténcia e podem
estar relacionadas com o modo de transmissfo. Estudos epidemiolégicos apontam que o risco
de individuos infectados por HTLV-I desenvolverem algum tipo de doenga em decorréncia da
infecgdo € cerca de 1 a 4% ao longo da vida (KAPLAN, 1993).

Embora a maior parte dos individuos permanec¢a assintomatica por toda a vida,
reconhece-se hoje associagfo entre o HTLV-I e: 1) alteragdes hematoldgicas: sindrome de
Sézary, leucemia linfocitica de células B, linfoma ndo-Hodgkin de células T, leucemia
linfocitica granular (ZANINOVIC, 1999); 2) nf3o hematoldgicas: paraparesia espdstica
tropical ou mielopatia associada ao HTLV-I (TSP/HAM) (OSAME, 1986; GESSAIN, 1985);
3) sindromes inflamatérias: uveites (SUGIMOTO, 1993), polimiosite, artrite de grandes
articulagdes, sindrome de SjSgren e dermatopatias, como a dermatite infecciosa e a ictiose
adquirida (CHEN, 1996).

A leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) foi primeiramente descrita no Brasil
em 1990, por Pombo de Oliveira e colaboradores. E uma doenga linfoproliferativa de células
T pés-timicas maduras de curso agressivo (POMBO DE OLIVEIRA, 1996). Desenvolve-se
como uma complicagdo tardia em menos de 2% dos pacientes infectados, o que sugere que o
virus HTLV-I € necessdrio, mas insuficiente, para o desenvolvimento do fendtipo maligno
(SPECTOR, 2001).

A ATL surge a partir da transformagfo maligna de uma célula previamente infectada
pelo HTLV-I. Provavelmente, o clone surge devido a muta¢3es oncogénicas adicionadas a co-
fatores extrinsecos. Essas expansdes clonais freqiientemente apresentam mutagdes dos genes
supressores como p53, P16, P15, (YAMADA, 1997; HATTA, 1997; CERESETO, 1996). A
hipdtese de que lesSes nos cromossomos 9 e 17, onde se encontram os segmentos
codificadores e reguladores de diferenciagdo, crescimento, ativagdo e supressio celulares
(STRANKS, 1995), assim como, a instabilidade gendmica, estd envolvida na evolugdo do
clone de células T infectadas, até o desenvolvimento da ATL (KAMADA, 1992).

A incorporagfio do virus ao genoma das células T ativadas resulta na perpetuagio da
produgdo, por estas células, de quantidades aumentadas de interleucina 2 e do seu receptor de
superficie (CD25), o que configura um excelente modelo de estimulagio celular autderina
como mecanismo leucemogénico (SPECTOR, 2001).

A associagdo etiologica entre a ATL e o HTLV-I baseou-se em:
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1) Relagdo das dreas de alta incidéncia da doenga aquelas de alta prevaléncia da
infecgdo.

2) Perpetuagdo do HTLV-I nos linfocitos T CD4+ humanos.

3) Demonstragdo do DNA pré-viral do HTLV-1 em células neoplasicas de ATL.

4) Detecgfio em todos os pacientes com ATL de anticorpos anti HTLV-1.

O diagndstico definitivo da ATL requer a detecgiio do DNA pro-viral do HTLV-I
integrado em sitios variados no DNA das células tumorais (YAMAGUCHI;, 1988;
YAMAGUCHI, 2000).

As células da ATL denominadas de flower cells, apresentam-se com chanfradura
nuclear caracteristica e uma tendéncia a lobulagdio. Essas células expressam CD2, CD3 ¢
CD4, mas sdo negativas para CD7 e CD8. Expressam também grande quantidade de CD25
(receptor de IL-2) (CHIATTONE, 2001).

A ATL pode ser classificada clinicamente em: crénica, latente, linfomatosa ¢ aguda.
As formas cronica e latente t8m um curso clinico arrastado e assintomético, muitas vezes com
progressdo para aguda. A forma linfomatosa tem um prognostico melhor, e a aguda se
apresenta agressiva, com prognéstico sombrio, tendo sobrevida média menor que dois anos.

A associagfio entre a soropositividade para o HTLV-I e o quadro de mielopatia
progressiva cronica (HAM/TSP) foi primeiramente descrita em 1985 (GESSAIN, 1985;
OSAME, 1986). A HAM/TSP € uma mielopatia crOnica e progressiva que acomete 1/2000
portadores (SONODA, 1989). Predomina em regibes tropicais e subtropicais, respondendo
por cerca de 40 a 60% das mielopatias cronicas (GESSAIN, 1992; OSAME, 1992). Casos de
TSP/HAM foram pela primeira vez descritos no Ceard e em S#o Paulo em 1989 (DE
CASTRO-COSTA, 1989; MARTINS-CASTRO, 1989), e posteriormente em outras regides
do pais (DE CASTRO-COSTA, 1991; ARAUJO, 1992; LESSA, 1993; ANDRADE-FILHO,
1996; MENNA-BARRETO, 1995).

Duas teorias tentam explicar o desenvolvimento da TSP/HAM:

1) TEORIA AUTO-IMUNE: a infec¢fo pelo HTLV-I provocaria a ativagfio de células
T auto-reativas, estas migrariam para o sistema nervoso central (SNC), onde reconheceriam
antigenos presentes nas células gliais resultando na secre¢fio de citocinas, inflamagfo e
destruicdo tecidual (MENNA-BARRETO, 2000; TAKAYANAGUI, 2000).

2) TEORIA CITOTOXICA: haveria um ataque citolitico mediado por células T CD8+
contra células do SNC. Os linfocitos T CD4+ infectados penetrariam no SNC, interagindo

com células T imunocompetentes. Um processo de destruicdo de axdnio e de mielina seria
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desencadeado através da atividade citotoxica ou por liberagdo de citocinas (HOLLSBERG,
1995; UICHI, 1996).

TSP/HAM esta associada a um grau varidvel de disfungdes esfincterianas e sensitivas.
Geralmente acomete individuos de meia-idade, predomina em mulheres e manifesta-se
através de fraqueza espéstica progressiva associada a parestesia dos membros inferiores.

A uveite foi a terceira condigdo associada a infecgfo pelo HTLV-I, através de estudos
soroepidemioldgicos e viroldgicos. E um processo inflamatdrio da Gvea e, dependendo das
caracteristicas anatOmicas, pode ser classificado em anterior (iris e no corpo ciliar),
intermedidria (vitreo e retina periférica), posterior (acomete a cordide) e difusa (acomete o
tecido uveal de modo difuso) (YAMAMOTO, 2000). As manifestagdes oculares da uveite

associada ao HTLV-I foram caracterizadas por opacidades vitreas de grau moderado a grave.

HTLV: DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnoéstico soroldgico da infecgdo pelo HTLV-1 e Il baseia-se na detecgdo de
anticorpos dirigidos contra os antigenos virais. Para investigagio laboratorial, podem ser
utilizadas metodologias de triagem sorolégica como: Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) e aglutinag@io de particulas de latex ou gelatina (PA). Esses testes ndo discriminam a
infecgio pelo HTLV-I ou II. Os métodos especificos servem para confirmagdo de diagnéstico
¢ sdo: Western Blot (WB), radioimunoprecipitagio em gel de poliacrilamida (RIPA/PAGE),
Innogenetics Line Immune Assay (INNO-LIA). A identificagdo do antigeno viral é estudo
complementar. E utilizada a cultura de células de linfocitos do sangue, érgdos linfoides e
liquor ¢ a andlise, por biologia molecular, de produtos do seu genoma. Os métodos
empregados sdo: reagdo em cadeia de polimerase (PCR), amplificagdo baseada na sequéncia
do 4cido nucléico (NASBA) e amplifica¢do do sinal do DNA ramificado (bDNA).

O teste de ELISA baseia-se na imobilizagio de um dos reagentes em fase sélida,
constituida por antigenos virais, enquanto, outro reagente pode ser ligado a uma enzima com
preservagdo tanto da atividade enzimética como imunoldgica. Apresenta alta sensibilidade,
em torno de 97,3 a 100% e especificidade entre 99,8 a 99,9%. Pode ocorrer reagéio cruzada
entre anticorpos contra HTL V-1 e II, mas ndo contra o HIV. A limitagfio da técnica de ELISA
estd na fase de soroconversdo, quando pode ocorrer um nivel de anticorpos anti-HTLV-1

abaixo do limite de detecgfo, gerando resultados falso-negativos.
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O método ELISA de terceira geragdo utiliza como antigeno o lisado viral e proteinas
virais obtidas por tecnologia recombinante ou por sintese de peptideos. Através desse método,
sdo detectados anticorpos contra as regides core (p24, p19) e envelope (gp21, gp46 e/ou
gp61/68) (COUROUCE, 1998).

A aglutinag@o de particulas detecta a presenca do anti-HTLV em gelatina ou latex
sensibilizados com virus inativado. A base do teste é a imobilizagdo do antigeno HTLV-I &
particula. A fonte e o tipo de antigeno s@o os mesmos daqueles utilizados para o ELISA. A
reatividade cruzada entre HTLV-I e II € inferior & observada nos testes de ELISA. Uma
grande vantagem dessa metodologia reside no fato de que equipamentos caros ndo sdo
necessarios. Esses testes também necessitam de confirmago.

A reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) possui alta sensibilidade e
especificidade. O principio do teste é semelhante ao ELISA. As principais diferengas sdo os
antigenos presentes no suporte sélido € o sistema indicador, que € um fluorocromo. O suporte
s6lido € constituido por uma ldmina contendo células infectadas com os virus HTLV. Uma
reacdo positiva indica a presenga de anticorpos dirigidos contra o virus. Ao contrario do teste
WB, nfo identifica anticorpos contra antigenos especificos. Trata-se de teste de triagem
rapido, simples e de baixo custo.

A amostra reativa ao teste de triagem é submetida a testes especificos confirmatorios.
O mais utilizado para HTLV é o Western Blot (WB). E recurso valioso no diagnéstico de
doengas infecciosas, principalmente para detectar a presenga de antigeno ou anticorpo. Para o
HTLV-I utiliza antigenos obtidos a partir da lise de linfécitos T humanos infectados e pode
conter ainda proteinas recombinantes do envelope, especificas para‘o HTLV-I ou II, além de
uma outra proteina recombinante da regido transmembrana (rgp 21), contendo epitopos
comuns ao HTLV-I e II.

O principio do teste consiste na incubag@o de fitas individuais de nitrocelulose, que
sdo extremamente eficientes na adsorg¢do de proteinas, recobertas com antigenos individuais
do HTLV em bandas isoladas. Se anticorpos especificos para HTLV-I ou II estiverem
presentes nas amostras, estes se ligardo as proteinas aplicadas a fita. Essas proteinas sdo
separadas pelo tamanho por eletroforese e transferidas para uma membrana, onde ficam
imobilizadas. Apds a lavagem da fita para remogdo do excesso do material, os anticorpos
ligados especificamente as proteinas do HTLV podem ser visualizados com a adigdo de IgG

anti-humana conjugada com a enzima e o substrato (cromégeno) .
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Os primeiros testes de WB requeriam com freqgiiéncia, a utilizago de métodos
complementares para confirmacdo da presenga de anticorpos anti-HTLV-1 ¢ Il. Entretanto,
nos tltimos anos, foi desenvolvido um novo clone que produz uma proteina mais especifica,
denominada GD21. Essa proteina, juntamente com uma proteina recombinante de envelope
exclusiva do HTLV-I (rgp 46-1) e uma proteina recombinante de envelope especifica para
HTLV-II (rgp 46Il) foram incorporadas ao lisado viral, permitindo diferencia¢fio entre o
HTLV-Ie Il

Alguns autores sugerem que no WB podem ocorrer reagbes falso-negativas e que
grande numero de individuos classificados como indeterminados podem, realmente, estar
infectados com o virus HTLV-I ou Il. Nesses casos, para confirmag#o, sfo utilizadas técnicas
moleculares de detec¢io de 4acidos nucléicos (HJELLE, 1991).

A radioimunoprecipitagdo (RIPA) também ¢ utilizada para a confirmagfo da infecgo.
Apresenta melhor sensibilidade, especificidade e capacidade de distingfio entre HTLV-1 e I1.
Permite identificar anticorpos contra proteinas de alto peso molecular, especialmente
glicoproteinas frageis, que nem sempre sdo detectadas pelo WB. Esse método se torna menos
difundido e aplicado por usar materiais radioativos de acesso limitado.

A reagdio baseia-se em incubar o virus purificado e desintegrado, que tenha crescido
em meio de cultura contendo aminodcido radioativo, com a amostra de soro a ser testada.
Quando existem anticorpos contra as proteinas virais, sdo formados complexos que sdo
precipitados € separados eletroforeticamente em gel de poliacrilamida com SDS e, entio,
submetidos a auto-radiografia, que permite visualizar as bandas radioativas, as quais
correspondem a reatividade dos anticorpos presentes no soro (FERREIRA, 2000) .

O teste confirmatério com o INNO-LIA é uma técnica recente, semelhante ao WB,
que também utiliza antigenos recombinantes e peptideos derivados de proteinas dos virus
HTLV-Ie Il (SABINO, 1999).

A cultura celular ¢ um método sensivel de identificagdo de antigeno viral. E utilizada
para isolamento do HTLV-1 e If nas células mononucleares do sangue periférico, no liquor, ou
nas células de drgdos linfoides infectados. O principio baseia-se na analise do sobrenadante da
cultura de células especificas, estimuladas quanto & presenga de antigeno p24. Essa
metodologia requer mais tempo, por isso ¢ indicada em menor proporgio (KITAMURA,
1993).

Em casos de reagbes indeterminadas ou inconclusivas nos testes de triagem ou

confirmatérios, outras metodologias baseadas em técnicas moleculares de detecgdo de 4cidos



nucléicos (DNA ou RNA) tomam-se necessarias. Essas tecnologias utilizam sondas
especificas (primers ou iniciadores) durante a fase de amplificacfio enzimatica do DNA/RINA,
atribuindo-lhes alta sensibilidade e especificidade na detec¢fio € discriminagfio da infeccio
pelo HTLV-1 e II. Essas técnicas ndo dependem da formagfo de anticorpos € permitem que
uma pequena quantidade de material gendmico viral seja multiplicada antes de ser detectada.

O PCR ¢ uma metodologia baseada na amplificacfo de 4cidos nucléicos. Tornou-se
amplamente utilizada ndio apenas no diagnoéstico da infecgdio pelo HTLV, mas também no
diagnéstico de outros agentes infecciosos (DEBIASI, 1999). E capaz de amplificar uma
sequéncia especifica de DNA a partir de uma dnica copia desta molécula original ou alvo.

O PCR ¢ uma reagdo ciclica. Na conclusio de cada reagdio, o sistema retorna
automaticamente ao primeiro passo e se repete. O ciclo continua até que um substrato seja
totalmente usado ou a reagfio seja interrompida. Ao final dos ciclos, o segmento de DNA
amplificado existe em grande quantidade no tubo de reagfio e € passivel de visualizagio
através da colora¢fio por brometo de etidio, seguida de iluminagfio com luz ultravioleta. Os
produtos finais de um ciclo tornam-se os substratos ou moldes para o préximo ciclo da sintese
de DNA. E a finica metodologia de 4cidos nucléicos, disponivel sob a forma de kit, para a
detecciio do HTLV-1 e lI (FERREIRA, 2000 ; REIS, 1998).

O NASBA ¢ um teste confirmatorio que difere do PCR. E uma tecnologia de
amplificacdo de RNA e gera um produto amplificado final que também € um RNA, além do
que, todo o processo de amplificagdo € continuo e isotérmico (FERREIRA, 2000 ; REIS,
1998).

O bDNA ¢ outra tecnologia disponivel para detec¢@io do genoma viral. Ao contréario do
PCR e do NASBA, ndo ha amplificacfio enzimatica do DNA/RNA viral. Esta técnica permite
apenas a detecgdo de fragmentos do material gendmico (DNA/RNA) viral, mediante um
artificio de amplificagdo do sinal que revela a reagdo para detec¢fio do acido nucléico de
modo semelhante a0 PCR e ao NASBA. A alta sensibilidade ¢ assegurada pelo sistema de
amplificagdo do sinal que revela a reacgio, e a alta especificidade ¢ garantida pelo uso do

conjunto de sondas (FERREIRA, 2000 ; REIS, 1998).



O TECIDO LINFOIDE

O tecido linféide € composto por Orgdos primdrios e Orgdos secundarios ou
periféricos. Os primarios sfo os tecidos onde os linfécitos expressam, pela primeira vez, os
receptores antigénicos e onde adquirem a maturidade fenotipica e funcional. Nos mamiferos,
sdo a medula éssea, sitio de maturacdo de linfocitos B, e o timo, onde ocorre a diferenciagio
dos linfécitos T. Nesses drgdos, a maturagdo € continua e independe da exposigdo prévia a
antigenos. Os drgdos linféides secundérios incluem os linfonodos, bago, o tecido linfoide
associado as mucosas ¢ a pele, nos quais, ocorrem as respostas imunes aos antigenos.

Os linfocitos incluem trés diferentes subpopulagdes: o linfécito B, o linfécito T e o
natural killer (INK). Os linfocitos T e B tém como fungfio principal a defesa contra infec¢Bes e
podem ser diferenciados pela presenga de moléculas de glicoproteinas altamente
especializadas em sua superficie. S8o encontrados no sangue, nos oOrgios linfoides, nos
tecidos e também em locais de inflamagio cronica. Caracteristicamente recirculam com um
tempo que varia de célula a célula. A vida média de um linfécito em circulagfo € bastante
variada e gira em torno de duas semanas (FALCAO, 2001).

As células B atuam na produgfio de imunoglobulinas e correspondem a 5-15% dos
linfécitos circulantes. A sua caracteristica principal é possuir moléculas de imunoglobulinas,
produzidas endogenamente, inseridas na membrana plasmadtica, que funcionam como
receptores para antigenos especificos.

Os linfocitos T s@io células efetoras da imunidade celular. Apresentam uma
subpopulagio que se transforma em linfocitos citotdxicos, capazes de destruir células
estranhas ou infectadas por virus. S@o células reguladoras da fungfio dos linfocitos B.
Sinalizam para a proliferacdo da célula B, induzindo a producgo de anticorpos e diferenciagdo
em plasmocitos ou células de memodria. Secretam citocinas responsaveis pela proliferagdo e
diferenciagdio de macrdfagos, eosindfilos e outras células T. Correspondem a 65-80% dos
linfécitos circulantes. S@o subdivididos em T8 ou citotdxicos e em células T4 ou auxiliares.
Estas tltimas s@io subdivididas em T auxiliar 1 (Thl) e T auxiliar 2 (Th2), por secretarem
diferentes citocinas em resposta a estimulagdo por 1L-2 e IFN-y ou IL-4, respectivamente
(FALCAO, 2001).

Os linfocitos NK tém a caracteristica de destruir células-alvo sem a participagéio da

molécula do complexo de histocompatibilidade principal (MHC). E um componente do
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sistema imune importante na vigildncia contra tumores e no controle da resposta linfoide e na

hematopoiese (DELVES, 2000).

ONTOGENIA DAS CELULAS T

Os linfécitos T sofrem um processo especifico de selegfio no timo ao longo da vida,
apesar da atrofia parcial na adolescéncia. Os precursores T deixam a medula 6ssea e entram
no timo onde ocorre o rearranjo dos genes responsaveis pelos receptores de células T (TCR).
Os TCRs sdo polipeptidios heterodimeros ligados por pontes dissulfeto ¢ compostos por
cadeias o e 3, expressos em 90 a 95% dos linfocitos circulantes, e por cadeias y e 8, expressos
em 5 a 10% dos linfocitos. Os TCRs ndo reconhecem antigenos soliveis e interagem com
antigenos ligados a moléculas de apresentagdo antigénica (MHC). Eles co-existem na
membrana em associagdo com o CD3 e quando entram em contato com o antigeno especifico
emitem sinal para o interior da célula, desencadeando uma seqiiéncia de mecanismos 0s quais
culminam com a sintese de DNA e a proliferagdo dos linfocitos (FALCAOQ, 2001 ; SOARES,
2001 ; DELVES, 2000).

O primeiro antigeno que tem expressdo € o CD7 e estd presente mesmo antes do TCR
estar completamente formado. A presenga da enzima transferase do deoxinucleotidil terminal
(Tdt) e CD7, sem outros antigenos, é caracteristica de pro-timocitos, que correspondem 3
cerca de 10% da populagdo linfoide timica. Esses precursores Tdt e CD7+ sofrem um
processo de maturagdo que resulta na formagfo de um repertério de linfocitos T funcionais. A
ligagdo de um antigeno especifico com uma célula T leva a transformagio bléstica € a sua
expansdio clonal (SOARES, 2001 ; FALCAO, 2001).

A expressdo e perda de marcadores permitem caracterizar diferentes etapas de
maturagdo. O precursor CD34+/CD7+ migra para a camada subcapsular do cértex timico,
iniciando a formagdo dos timécitos subcapsulares ou estadio 11, que correspondem a 75-80%
das células e sdo caracterizados pela expressdo de marcadores CD7, CD2, CD1 e CDS5 ¢ ¢co-
expressdo ou auséncia de CD4 e CD8§. Nesta fase o CD3 ¢ intracitoplasmatico (FALCAOQ,
2001 ; SOARES, 2001 ; DELVES, 2000).

Os timocitos medulares ou estadio 11l expressam CD7, CD2, CDS, CD3 de superficie
¢ CD4 ou CD8, caracterizando o imunofenétipo maduro. O CD4 estabiliza a interag#o entre o

linfocito T e as células apresentadoras de antigeno, através da ligagiio especifica com a
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molécula de classe Il do MHC. Funciona como células auxiliares na regulagdo de outras
respostas celulares e desempenha um papel critico no desenvolvimento timico das células T.
E o marcador de superficie celular que facilita a identificagdo imunocitoquimica dos linfocitos
T auxiliares na maioria dos linfomas ndo Hodgkin, na leucemia de células T do adulto, nos
linfomas T periféricos, bem como, na micose fungéide. E o receptor celular para o virus da
imunodeficiéncia adquirida. O CD8 atua como receptor para moléculas de classe I do MHC,
estabilizando as intera¢des da célula T com as células apresentadoras de antigenos. Medeia a
citotoxidade contra virus (ABBAS, 1998; PEAKMAN, 1999; SPECTOR, 2001). O CDS8 ¢
capaz de destruir alvos que expressam antigenos especificos, células infectadas por virus, na
rejeicdo de enxertos de tecido estranho e em resposta imunoldgica a antigenos de tumores.
Nas infec¢Ges virais como citomegalovirus e Epstein Bar existe um progressivo aumento
dessa populagdo CD8+, também observado no HIV. O decréscimo dessas células ativadas
ocorre concomitantemente ao declinio da infecgdo, porém, no HIV, a linfocitose CD8+ nio
diminui, refletindo uma persistente estimulag&io imune por este virus.

Diversas moléculas da superficie celular, que ndo estdo expressas caracteristicamente
sobre as células em repouso, tém sua expressio induzida apds ativagéo pelo antigeno ou um
estimulo artificial. Essas moléculas s&o o receptor para a interleucina-2 (IL-2R), a principal
citocina responsavel pela ativacdo e proliferagdo do linfocito T, o receptor da transferrina e
moléculas da classe [l do MHC (PEAKMAN, 1999).

Em individuos sadios, aproximadamente 65% dos linfécitos T periféricos expressam
CD4+, e 35% expressam CD8+. A identificagdo dessas moléculas, através de anticorpos
monoclonais, ¢ de importdncia na evolugdo e tratamento de uma série de doengas
inflamatérias, especialmente infecgdes pelo HIV. A quantificagdo das células T CD4+ na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida esta diretamente relacionada com a progressdo da
doenga. E um instrumento util na avaliagdo do prognéstico e da sobrevida dos pacientes.

A relagdo das células CD4+/CD8+ é um importante recurso para avaliar
imunodeficiéncias, como também, para se determinar se um infiltrado de células T é
reacional. S#o aceitos valores de 1,2 a 3,1 para essa relagdo em individuos sadios
imunocompetentes (OLIVEIRA POMBO, 1993). Quocientes alterados dessa relagio
costumam ser usados como pardmetros clinicos para disfun¢dio imune celular (ABBAS,
1998).

Nos portadores do HTLV-I assintomaticos, existem evidéncias de comprometimento

funcional da resposta imune celular. Esse fato pode favorecer a infecgdes oportunistas por
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fungos, P. carinii, herpes zoster, meningite criptocécica e por Strongyloides stercoralis
(NAKADA, 1984; YAMAGUCH]I, 1988; HAYASHI, 1997; SOARES, 2000). Este parasita
estimula a proliferagio oligoclonal das células infectadas pelo HTLV-I e essa proliferagio é
responsavel pelo menor periodo de incubagfo, observado em pacientes com ATL
(LOUREIRO, 2001).

Considerando que o perfil imunofenotipico de células linféides no sangue periférico
reflete o desempenho do sistema imune de um individuo, que o virus HTLV tem tropismo
pelo linfécito T e o papel desta célula na regulacio das respostas imunes, buscou-se com esse
estudo, avaliar, através da andlise laboratorial, o comportamento dos linfocitos T em

individuos infectados pelo HTL V-], sintomaéticos e assintomaticos.
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OBJETIVOS

GERAIS

1) Definir a prevaléncia da infec¢fio pelo Virus Linfotrépico de Célula T Humana
(HTLV) na populagfio de candidatos a doagéo de sangue nos Gltimos cinco anos (1997
a2001).

2) Definir o percentual de casos confirmados para o Virus Linfotropico de Célula T
humana tipo I (HTLV-I) na populagfo de candidatos a doagio de sangue no ano de
2001.

3) Caracterizar o perfil imunofenotipico das subpopulacdes dos linfécitos T circulantes

em individuos soropositivos para HTLV-I sintométicos e assintomaticos.

ESPECIFICOS

1) Verificar a distribuicdo por sexo, faixa etdria e pardmetros hematoldgicos nos
individuos sadios, portadores sintomaticos e assintomaticos.

2) Quantificar as células CD3+, CD4+ e CD8+ nos trés grupos estudados.

3) Calcular a relagdo CD4+/CD8+ nos trés grupos avaliados.

4) Avaliar possivel associagdo entre distribuicBo da faixa etaria, pardmetros

hematoldgicos e perfil imunofenotipico nos grupos estudados.



MATERIAL E METODOS

30



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UFC. O estudo de prevaléncia para infec¢do pelo HTLV-I ¢ II na populagfo de
doadores do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia (HEMOCE), unidade pertencente a
Hemorrede do Estado do Ceard, no periodo compreendido entre 1997 a 2001, foi realizado a
partir de dados colhidos no setor de sorologia.

O candidato & doagdo soropositivo no teste de triagem para HTLV €, habitualmente,
convocado pelo servico social do HEMOCE para nova coleta. A nova amostra € processada em
duplicata pela metodologia do ELISA e confirmada pelo WB, caso permanega positiva. Os
individuos soropositivos sfo encaminhados ao ambulatério de HTLV do HEMOCE e,
posteriormente, aos ambulatérios de neurologia, dermatologia e oftalmologia do Hospital das
Clinicas para acompanhamento clinico laboratorial.

A distribuigdo por faixa etdria, pardmetros hematoldgicos e perfil imunofenotipico
foram realizados em 35 pacientes, 24 assintomaticos ¢ 11 sintomadticos, encaminhados para
atendimento no ambulatério de HTLV do HEMOCE. O diagnéstico sorologico para HTLV-], nos
testes de ELISA e WB, foi definido nos meses que antecederam a pesquisa, bem como no ano do
estudo. Como controles, foram analisados 26 doadores clinica ¢ laboratorialmente aptos para
doagdo. As amostras desse grupo foram obtidas aleatoriamente no setor de imunohematologia.

ApOs entrevista e consentimento prévio, foram coletados dos casos dados relativos 4
histéria familiar, amamenta¢fo, histéria patoldgica pregressa, doencas sexualmente
transmissiveis, transfusfo sanguinea, uso de drogas injetdveis e tatuagens. Os dados de interesse

foram registrados em protocolo especifico (Anexo 1).
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METODOLOGIA

TESTE DE ELISA

Amostra:

Através de puncio venosa efetuada assepticamente, utilizando sistema fechado de
bolsas pléasticas contendo anticoagulante, foram cothidos aproximadamente 450mL de sangue.
Duas amostras adicionais foram colhidas: uma, sem anticoagulante, para realizacdo dos testes
sorolégicos obrigatérios; outra, com o anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), para o setor de imunohematologia.

Anticorpos anti- HTLV-I ou II, quando presentes nas amostras, formam complexos
imunoldégicos, com antigenos do lisado viral purificado de HTLV-I, de HTLV-II ¢ um
antigeno recombinante p21 de HTLV-I ¢ Il. Os complexos sdo detectados mediante uma
reacfio enzimatica frente a um cromégeno. Ocorre desenvolvimento de cor e essa alteragfio ¢
monitorada visualmente. A quantificagdio € realizada por espectrofotometria, através de
equipamentos devidamente padronizados. A quantidade de conjugado formado é diretamente
proporcional a concentragéo de anticorpo para HTLV presente na amostra.

O teste de ELISA utilizado foi o ABBOTT MUREX HTLV-l ¢ {I (ABBOTT-
Laboratorios do Brasil LTDA, 2001). Um ensaio tipo “sanduiche,” com seqiiéncia de
antigenos baseado em proteinas transmembrénicas recombinantes e peptideos sintéticos de
proteinas da membrana externa do HTLV-I e HTLV-II, foi utilizado. O conjugado é uma
mistura dos mesmos peptideos de antigenos marcados com peroxidase de rabanete. Os
antigenos sdo selecionados para permitir a detecgdo de anticorpos IgA, [gG e IgM e otimizar a

especificidade e sensibilidade (figura 5).

Técnica:
Foram realizadas as seguintes etapas:
1) Adic8o nas cavidades da placa de 50 microlitros da amostra do individuo e dos soros
controles.
2) Incubacdo das placas por 30 minutos a 37° C.
3) Lavagem com solug#io de glicina/borato, contendo 0,2% de conservante bronidox para

retirada dos excessos de anticorpos.
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4) Adigdo de 50 microlitros do conjugado a cada cavidade.

5) Incubag8o por 30 minutos a 37°C em condigdes de umidade.

6) Lavagem com solugdo de glicina/borato, contendo 0,2% de conservante bronidox para

retirada dos excessos.

7) Adicdo de 100 microlitros de solugdo de substrato, contendo 3,3°, 5,5’-

tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio.

8) Incubagdo das placas a 37°C por 30 minutos, mantidas ao abrigo da luz solar.

9) Adigdo de 50 microlitros de acido sulfiirico 0,5M (solucéo de parada).

10) Quantificagdo da absorbancia nos equipamentos.

11) Célculo da absorbancia média dos controles negativos.

12) Definigdo do valor do cut-off, adicionando 0,2 a média do controle negativo.

Foram consideradas amostras negativas as que apresentaram absorbancia inferior ao valor
do cut-off e amostras reativas as que apresentaram absorbancia igual ou maior que o valor do
cut-off.

As amostras reativas foram re-testadas em nova coleta, em duplicata, usando também a
amostra inicial. As amostras repetidamente reativas ao teste de triagem ELISA foram

submetidas ao WB (Genelabs Diagndstics), teste de confirmagéo.
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TESTE DE WESTERN BLOT(WB)

Amostra:

Soro coletado em tubo sem anticoagulante, proveniente de sangue venoso dos
individuos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida em um detergente anidnico € que permite a
separacfo analitica de proteinas por eletroforese pelo tamanho. A mobilidade eletroforética de
cada peptideo ¢ inversamente proporcional ao seu peso molecular. Os peptideos de alto peso
molecular migram mais lentamente do ponto de aplicagdo da amostra.

Uma vez separadas por eletroforese, a posigdo das proteinas € determinada por
comparagdo com a migragdo do padrfio de peso molecular, colocado em linha paralela no
mesmo gel. As proteinas podem ser transferidas do gel para membranas de nitrocelulose, para
obter maior estabilidade e permitir sua posterior extragdo (REIS, 1998 ; DE CASTRO-
COSTA, 1995) (figura 6).

A definicdo do critério de interpretagdo € o principal problema com o teste WB e deve
obedecer a critérios pré-estabelecidos. O critério de positividade requer reatividade para
proteinas gag (p19 e ou p24) e também para antigenos do envelope (rgp21, gp46 ou gp68) ou
para antigenos recombinantes (WENDEL, 2000) (tabela 4). Apresentacfio de reatividades
para GD21, pl9 e p24 demonstra soropositividade para HTLV. Entretanto, requer
investigagiio pela PCR para distinguir os dois tipos de virus. Quando ocorre reatividade para
GD21, pode-se tratar de uma soroconversdo precoce € deve ser posteriormente investigada

(MANNS, 1991)
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Fig. 6 - Analise do HTLV pelo teste de Western blot. SC:
soro controle; MTAl(rgp 460) e K55 (rgp 46II), proteinas
recombinantes especificas de HTLV-1 e HTLV-II,
respectivamente, derivadas da glicoproteina do envelope,
rgp2 1, proteina recombinante do envelope de transmembrana
do HTLV-[ reagindo com anticorpos contra ambos 0s tipos; as
proteinas virais gp406, p24 e pl9 sdo indicadas por sua massa
molecular. Faixas [ e [ sdo controles soropositivos para HTLV-I
e HTLV-II. Faixas a,b, e, sdo casos soropositivos para HTLV-[;
Faixas ¢ e d sao casos soropositivos para HTLV-I (apud De
Castro-Costa, [995)
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Tabela 4 — Critérios de interpretacio dos resultados dos testes de WB
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ANTIGENOS
GD21 -~ P24 Rgp46-1 | Rgp46-Ii RESULTADO
AMTAT®) (K55)
T i +/- + - HTLV-1
T +/- + - + HTLV-1I
+ + + - - HTLV-I ¢ Il {nfo tipavel)
+ - + - - HTLYV ou falso positivo
T + - - - Indeterminado
+ - - - - Soroconversdo
. + + - - Falso-positivo
- + - - - Indeterminado
- - + - - Indeterminado
Técnica:

Foram realizadas as seguintes etapas:

1) Hidratagfio das fitas de nitrocelulose contendo as bandas antigénicas do HTLV-I e I

com solugdo Tris-Nacl.

2) Incubagfo das fitas com os soros em estudo.

3) Lavagem das tiras de nitrocelulose para retirada do excesso.

4) Incubagdo com anti-IgG humana marcada com enzima (conjugado).

5) Lavagem para retirada do excesso do conjugado.

6) Adigéo do substrato 5-Br-4-Cl-3-Indol-fosfato (BCIP) e nitroblue tetrazolium (NBT).

7) Visualizagdo da interagdo antigeno-anticorpo através de bandas coloridas.

A interpretacio do resultado para HTLV-1 foi baseada na reatividade para duas

proteinas env (GD21 e rgp 46-1) e para proteinas gag (p19 com ou sem p24). A reatividade

para duas proteinas do env (GD21 e rgp 46-1I) ¢ para proteina gag (p24 com ou sem p19)

permitiu confirmar o resultado para HTLV-Il. O resultado para HTLV soropositivo foi

constatado com reatividade para gag (pl9 e p24) e env (GD21). O padrio de

soroindeterminado € interpretado quando se detectam bandas especificas de HTLV, mas ndo

preenchem os critérios de soropositividade para HTLV-1, HTLV-Il ou HTLV e soronegativos

quando nenhuma reatividade foi observada.
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PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Amostra:

Sangue venoso colhido com EDTA.

O hemograma foi realizado no equipamento CELL-DYN 3200 da ABBOTT. Os
principios de operagdo utilizados consistem na andlise 6ptica multi-angular de raios laser
hélio néon, na focalizagdo hidrodindmica e na hemoglobinometria livre de cianeto. Os
reagentes utilizados foram: Diluente/Sheath, CN-Free HGB/Noc Lyse, WBC Lyse, todos da
ABBOTT.

Técnica:
As amostras foram analisadas da seguinte maneira:
1) Homogeneizag8o automdtica do sangue total, colhido com anticoagulante EDTA, pelo
carregador de amostras.
2) Aspiracio de 220 microlitros da amostra.
3) Analise do sangue em 60 segundos.
4) Apresentagdio e impressdo do resultado.
Para os parametros hematoldégicos foram considerados os seguintes valores de
normalidades:
1) Dosagem da concentra¢fio de hemoglobina: homens de 13,5 - 18g/dL; mulheres de
11,5-16,4 g/dL.
2) Valores absolutos de linfocitos de 1000 ~ 4500 por milimetro cibico de sangue.
3) Valores absolutos de neutréfilos de 2.000 — 7800 por milimetro cbico de sangue.

4y Valores de plaquetas: 150.000-450.000 por milimetro cibico de sangue.

ANALISE IMUNOFENOTIPICA

A citometria de fluxo permite avaliar quantitativamente a expressdo de antigenos em
um grande nlimero de células em suspensfo num curto periodo de tempo. E possivel detectar
a presenca de vdrios antigenos numa mesma célula. Pode ser aplicada na caracterizacdo de

subpopulagdes linfocitarias, determinagdo de perfil imunofenotipico de populagdes tumorais,
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avaliagdo do indice de DNA ¢ indice mitotico de células malignas, avaliagdo enzimética,
alteragSes de pH intracelular, osmolaridade ou concentragio iOnica e fluxo de célcio.

O sistema ¢ composto por uma unidade ou cdmara de fluxo, um conjunto Optico
luminoso, um amplificador e processador de sinais luminosos, além de um sistema integrado
de computador. Dispde de um sistema que gera um fluxo laminar de células de tal maneira
que estas passam uma a uma frente a um feixe de /aser (figura 7). O raio luminoso sofre
desvio de acordo com as caracteristicas da célula e € captado por detectores situados
diretamente & frente do emissor de raios Jaser ou a 90° deste. Os sinais captados pelo detector
diretamente a frente do feixe luminoso sfo chamados de forward light scatter (FSC) e
refletem o tamanho celular, enquanto os gerados pelo detector a 90° (SSC) refletem a
granularidade ou a complexidade citoplasmatica da célula.

Na citometria de fluxo, os anticorpos estdo conjugados a fluorocromos que, ao serem
excitados por um feixe luminoso, produzem ondas de comprimento diverso e luminescéncia
de cores diversas. A célula, quando expressa o antigeno em estudo, é marcada com o
anticorpo conjugado ao fluorocromo, ¢ a incidéncia do feixe de Jaser sobre o fluorocromo
causa sua excitaciio e conseqiiente emissfo de ondas luminosas de diferentes cores e
comprimentos. Estas ondas luminosas so filtradas por um sistema 6ptico e detectadas por
células fotomultiplicadoras. Apds a aquisi¢do, faz-se a andlise dos sinais em computador. Sdo
incluidos controles negativos e positivos. Nos countroles negativos as amostras sdo incubadas
com imunoglobulina de camundongo de especificidade irrelevante, e nos controles positivos
usam-se geralmente anticorpos contra um antigeno sabidamente expresso pelas células
estudadas.

E necesséario o bloqueio dos receptores Fe da imunoglobulina que so expressos por
varios tipos celulares e podem gerar sinais inespecificos. Isso decorreria da ligagdo do
anticorpo monoclonal a célula por sua porgdo Fc e nfo pela Fab, a qual determina a
especificidade do anticorpo.

Os anticorpos monoclonais usados sdo derivados da hibridizagdo de células de
mieloma de rato com células de bago de camundongo imunizados com linfocitos T do sangue
periférico humano. O clone SK3 de linfécitos T helper - CD4+ e o clone de SK1 de linfocitos
T citotoxico - CD8+ sdo marcados de amarelo laranja e o clone SK7 de linfécitos T CD3+ é
marcado de vermelho.

Para contagem das células T no aparelho FACS Count da Becton Dickinson (BD)

adicionou-se sangue total aos tubos de reagentes. Anticorpos marcados com fluorocromos se
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ligaram ao antigeno de superficie do linfécito. Logo apés, uma solucio fixadora foi
adicionada aos reagentes e estes processados no equipamento. As células passam frente a um
feixe de /aser e, quando marcadas, apresentavam-se fluorescentes. Essa luz € que fornece a
informagfo necessdria para o instrumento contar as células.

O sistema requer tubos reagentes aos pares. O primeiro tubo € usado para determinar a
contagem absoluta do nimero de linfécitos T helper/indutor (CD4+/CD3+) e o outro tubo
para determinag@o absoluta do niimero de linfocitos T supressor/citotoxico (CD8+/CD3+).
Ambos quantificam o namero total de linfocitos CD3+. A relagio CD4+/CD8+ ¢ calculada
automaticamente.

O limite de medigdo do aparelho FACS Count para CD4+ ¢é de 1 - 2000 células por
microlitros de sangue, para o CD8+ ¢ de 1 — 2000 e para o CD3+ de 1 - 3500 células por
microlitros (FACS COUNT system user’s guide, 1995).

Os valores estimados em milimetros cilibicos para subpopulagdes linfocitarias em
individuos considerados imunocompetentes foram de 657 2 2010 para CD3+, para o CD4+ de
430 a 1367, para o CD8+ de 205 a 717 e para relagdo CD4+/CD8+ de 1,2 a 3,1 (OLIVEIRA
POMBO,1993).

MARCADOR CD3 (FACS Count reagents — BD)

O complexo CD3, marcador de todas as células T € formado de cinco diferentes
cadeias de proteinas transmembranares y (25-28 kDa), 8 (20kDa), &€ (25kDa), & (16kDa) e n
(22kDa). A grande maioria dos anticorpos monoclonais reage contra a cadeia épsilon (g). O
CD3 ¢ expresso pela maioria das neoplasias de células T e completamente negativo em
tumores de outras células.

MARCADOR CD4 (FACS Count reagents — BD)

O CD4+ ¢ uma glicoproteina de 59 kDa que caracteriza as células T auxiliares.
Macréfagos também podem expressar esse antigeno.

MARCADOR CD8 (FACS Count reagents — BD)

O CD8 ¢ uma molécula de 32 kDa e que caracteriza as células T
supressoras/citotoxicas. Regula a fung¢fo do complexo CD3/TCR.

Todos os anticorpos s@o conjugados com fluorocromos em 0,4 de solugdo tampéo e
0,1 de azida sddica (conservante) (FACS Count reagents — catdlogo n® 340167). O controle
apresenta-se em quatro concentragdes (zero, baixo, médio e alto) e contém microesferas

embebidas em solugdo tamp&o (FACS Count controls —catdlogo n® 340166).
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Técnica :

As amostras foram analisadas da seguinte maneira:

1) Agitagdo no vortex dos reagentes CD4+/CD3+ e CD8+/CD3+.

2) Abertura da tampa do par de reagentes no coring station.

3) Adigao de 50 microlitros de sangue total nos tubos, usando a FACS Count eletronic
pipette.

4) Agitagdo dos tubos por 5 segundos no vortex.

5) Incubag@o dos tubos por 60 -~ 120 minutos.

6) Pipetagem de 50 microlitros da solucéao fixadora nos tubos.

7) Agitagdo dos tubos por 5 segundos.

8) Contagem imediata das células no FACS Count instrumento.

Detector de

S Fluorescéncia
o
. Lentes Lentes
— Detector de

S 4 Fluorescéncia

//

Filtro

Feixe Lentes Fluxo Laminar da
Laser Suspensdo Celular

Fig. 7 - Esquema de funcionamento do citdmetro de fluxo. O feixe de laser incide sobre
um fluxo laminar de células. Aquelas marcadas pelos anticorpos conjugados a fluorocromos
emitirdo ondas luminosas de diferentes comprimentos, de acordo com o tipo de fluorocromo.
Detectores de fluorescéncia captam as ondas, que serdo convertidas a impulsos elétricos,
analisaveis por computador (FALCAOQ, 2001)
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ANALISE ESTATISTICA

Na andlise estatistica, realizada no laboratério de Estatistica do Departamento de
Matematica e Estatistica da Universidade Féderal do Ceard, utilizaram-se a avaliagio
descritiva dos dados e o teste exato de Fisher para avaliar a significAncia de associacdes entre
as variaveis categorizadas. Para avaliar a normalidade da distribuic8io de varidveis continuas
foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. A andlise de variincia no modelo com um fator
(grupo) fixo, foi utilizada para testar a igualdade das médias de varidveis continuas entre os
grupos. Nos casos de diferenca significativa, o teste de contrastes independentes foi utilizado
para comparar 0s grupos dois a dois.

Como programas de computagdo, foram usados o Microsoft Word 2000, Microsoft
Excel 2000, Word for Windows 7.0 e SPSS for Windows 8, Photoshop 6, Corel Draw 9,
FreeHand 8.

O nivel de significancia (p) maximo de 0,05 foi considerado para definir associagdes

significativas nas andlises.
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RESULTADOS

A prevaléncia da soropositividade para HTLV-I/II pelo teste ELISA na populagéo
geral de doadores (n=264.593) variou de 0,45 a 0,74%, com um valor total de 0,66%, no
periodo de 1997 a 2001 (tabela 5; figura 8).

Tabela 5 - Prevaléncia da reatividade para o HTLV-I/II pelo teste de triagem ELISA
na populagdo geral de doadores do HEMOCE (Hemorrede do Estado do Ceard) no
periodo de 1997 a 2001

ANO DOADORES ELISA REATIVOS PREVALENCIA (%)
1997 59.473 349 0,58
1998 61.106 296 0,48
1999 62.326 459 0,74
2000 67.421 324 0,48
2001 73.740 330 0,45
TOTAL 264.593 1.758 0,66
80
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Fig. 8 — Nimero de doadores reativos para o HTLV-III pelo teste ELISA no periodo entre
1997 a 2001
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Dentre os 1.758 casos reativos pelo teste ELISA, 777 (44,2%) foram testados também
pelo WB. Desses, 317 (40,8%) evidenciaram resultados positivos, 334 (43,0%) resultados
indeterminados e 126 (16,2%) negativos. Observou-se um decréscimo no percentual de casos

confirmados nos anos 2000 € 2001 (tabela 6; figura 9)

Tabela 6- Resultados dos testes WB realizados, no periodo de 1997 a 2001, em individuos
reativos pelo teste ELISA, provenientes da populagdo geral de doadores do HEMOCE
(Hemorrede do Estado do Ceara).

ANO ELISA WB WB WB WB
Reativos realizados | positivos |indeterminados| negativos
n (%) n(%) n(%)
1997 349 178 68 (38,2) 72 (40,5) 38 (21,3)
1998 296 160 87 (54,4) 32 (20,0) 41 (25,6)
1999 459 184 64 (34,8) 112 (60,9) 8 (4,3)
2000 324 158 42 (26,6) 97 (61,4) 19 (12,0)
2001 330 97 56 (57,7) 21 (21,6) 20 (20,6)
TOTAL 1.758 777 317 (40,8) 334 (43,0) 126 (16,2)
120 ..
100 + 97
) a7
30
(3
60
40
x
20 4

2001

1997 1993 | 1999 2000
B Posiwvaos ~ Indetermmadaos Bl Hegativos

Fig. 9 - Distribui¢ao dos resultados dos testes de WB realizados no periodo entre 1997 a 2001
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Em 2001, ano em que foi realizado o estudo de imunofenotipagem da subpopulagdo
linfocitdria, a prevaléncia para o HTLV-I/II pelo teste de triagem ELISA foi de 0,45%. Dos 330
individuos com teste ELISA reativo, 185 (56,1%) corresponderam a doadores provenientes da
capital e 145 (43,9%) doadores provenientes do interior (Sobral, Crato e Iguatu).

Noventa e sete pacientes realizaram teste confirmatorio WB. Desses, 56 (57,7%) foram
positivos. Quarenta e trés (76,8%) exibiram perfil eletroforético compativel com o tipo HTLV-I,
7 (12,5%) exibiram perfil caracteristico do tipo HTLV-II. Em 6 casos (10,7%) a definigéo do tipo

nao foi possivel com os dados analisados (figura 10).

TIPO NAO
DETERMINADO

. HTLV-I HTLV-II

Fig. 10 - Distribuiggo dos resultados dos testes confirmatorios de WB realizados no ano de 2001

Para a caracterizagdo imunofenotipica das subpopulacdes de linfocitos T circulantes
foram avaliados 35 pacientes com sorologia positiva confirmada para HTLV-I. Dentre esses
pacientes, 24 eram assintomaticos e 11 apresentavam sintomas e sinais clinicos neurologicos.

No grupo de pacientes sintomaticos, 6 (54,5%) eram do sexo feminino e 5 (45,5%) do
sexo masculino (tabela 7, figura 11, anexo 2). A faixa etdria variou de 28 a 76 anos, com média
de 53,1 anos e desvio padrao de 15,7 anos. O tempo decorrido da detec¢ao da infecgao até a
realizacdo do presente estudo, foi em média 4 anos. O estadio clinico da doenga ndo foi objeto

deste estudo (tabela 8).
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No grupo de pacientes assintométicos, 14 (58,3%) eram do sexo feminino e 10 (41,7%)
do sexo masculino (tabela 7, figura 11, anexo 3). A faixa etdria variou de 19 a 68 anos, com
média de 43,7 anos e desvio padrdo de 12,9 anos. O tempo decorrido entre a realizagio do teste
de triagem sorologica e a coleta da amostra para o estudo imunofenotipico, variou de seis meses a
quatro anos (tabela 8).

O grupo controle era composto por 24 (92,3%) individuos do sexo masculino e 2 (7,7%)
do sexo feminino (tabela 7, figura 11, anexo 4). A faixa etdria variou de 19 a 58 anos, com

média de 32,9 anos e desvio padrao de 10,7 anos (tabela 8)

Tabela 7 - Distribuicao dos pacientes por grupo em func¢ao do sexo.

Grupos
Sexo controle Positivo assintomatico positivo sintomatico
n % N % N %
Feminino 2 7,7 14 58,3 6 54,5
Masculino 24 92,3 10 41,7 5 45,5
Total 26 100,0 24 100,0 11 100,0
Grupo Grupo positivo Grupo positivo

controle assintom atico sinfomalico

- Masculino _ Feminino

Fig. 11 - Percentagem de individuos distribuidos por grupo em fungéo do sexo

UEIVERSIBADE FEDERAL 00 CRARA
AABLIOTECA DE CIENCIAS DA SARRY
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Tabela 8 - Distribuicao da idade dos individuos analisados nos trés grupos estudados

Grupo controle grupo assintomdtico grupo sintomatico
Numero 26 24 11
Média (anos) 32,9 43,7 53,1
Desvio padrao (anos) 10,7 12,9 15,7
Minimo (anos) 19 19 28
Maiximo (anhos) 58 68 76

A analise da distribui¢do dos casos em fung¢do do sexo mostrou um maior percentual do
sexo feminino no grupo de pacientes soropositivos quando comparado com o grupo controle
(p<0,0001).

A analise dos casos em fun¢do da média de idade evidenciou diferengas estatisticamente
significativas. O grupo que apresentou menor média de idade foi o grupo controle (32,9).
A maior média foi do grupo soropositivo sintomdtico (53,1). Quando comparados os grupos dois
a dois, observou-se p<0,0001 entre o grupo controle ¢ o grupo sintomético. Com o grupo controle
e o grupo assintomatico evidenciou-se p= 0,004. Jd com o grupo assintomdtico e o grupo

sintomdtico observou-se p=0,045 (figura 12 ; anexo 5).

Sy

pEDP

i |

fdade Meédia (anas

0

ldi
sitomarico p< 0,0001
p = 0,004
p = 0,045

Fig. 12 - Idade média dos individuos nos diferentes grupos estudados
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Na anglise dos parametros hematologicos, observou-se que todos os casos dos trés grupos

estudados apresentaram contagem absoluta de linfocitos entre 1.000 e 4.500/mm’. No grupo

controle, o valor médio foi de 2.117 com desvio padrao 0,71. No grupo de pacientes

assintomdticos a média foi 2.305 e desvio padrdo de 0,74, No grupo sintomatico a média obtida

foi de 2.158 com desvio padrdo de 0, 64 (tabela 9). A andlise de varidncia dos valores médios da

contagem absoluta de linfocitos evidenciou que ndo existe diferenga significativa entre os grupos

(p=0,63) (figura 13, anexo 5).

Tabela 9 - Distribui¢ao dos parametros hematolégicos no sangue periférico de individuos do

grupo controle e dos grupos soropositivos assintomaticos e sintomaticos.

Grupos Anilise Linfocitos | Neutrofilos | Plaquetas Hemoglobina
Média 2.117 4.015 201.850 15,29
Controle DP 0,71 1,52 75,70 2,54
Média 2.305 3.848 238.920 13,97
Assintomatico DP 0,74 1,86 78,28 1,21
Média 2.158 5.350 250.090 13,70
Sintomatico DP 0,64 1,45 49,32 1,89
linfocitos/mm?® ; neutrofilos/mm®; plaquetas/mm® ; hemoglobina (g/dL)
i ¥A
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Fig. 13 - Contagem média do nitmero de linfocitos nos diferentes grupos estudados
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Vinte e quatro (92,3%) individuos do grupo controle, 19 do grupo assintomético (79,2%)
e 11 (100%) do grupo sintomédtico apresentaram o numero absoluto de neutrofilos entre 2.000 e
7.800/mm® (tabela 10) A média observada no grupo controle foi de 4.015 e desvio padrio 1,52.

No grupo assintomatico, a média foi de 3.848 e desvio padrdo 1,86. No grupo soropositivo

sintomatico a média observada foi de 5.350 com desvio padrio de 1,45 (tabela 9).

Tabela 10- Distribuicao dos pacientes por grupo em fungao do niimero absoluto

de neutréfilos

Grupos
Neutréfilos (mm?) Controle positivo assintomatico positivo sintomatico
N % n % n %
< 2.000 1 3,8% 4 16,7%
2.000 a 7.800 24 92,3% 19 79,2% 11 100,0%
> 7.800 1 3,8% 1 4.2%
Total 26 100,0% 24 100,0% 11 100,0%

A andlise de variancia dos valores médios da contagem absoluta de neutrdfilos entre o
grupo controle e sintomatico mostrou diferenga significativa (p=0,02) e entre o grupo
soropositivo assintomdtico e sintomatico (p=0,01). Em ambos os casos o grupo soropositivo
sintomatico apresentou, em média, um nimero absoluto maior de neutrofilos (figura 14; anexo

5).

vofilos + DF

dem

M édia de Neut

assintomatico stntomalice

Fig. 14 - Contagem média do namero de neutrdfilos nos diferentes grupos estudados
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No grupo controle, 20 individuos (76,9%) apresentaram o nimero absoluto de plaquetas
entre 150.000 e 450.000/mm°® e 6 (23,1%) revelaram contagem de plaquetas abaixo de 150.000/
mm®. A média obtida nesse grupo foi de 201.850 com desvio padrdo 75,70. Vinte e dois pacientes
soropositivos assintomdticos (91,75%) e 10 pacientes soropositivos sintomdticos (90,9%)
apresentaram a contagem de plaquetas dentro do limite considerado normal. De todos os
pacientes soropositivos, apenas 3 (8,6%) apresentaram o niimero de plaquetas abaixo de 150.000/
mm°. O grupo assintomatico revelou um valor médio de plaquetas de 238.920 com desvio padrio
de 78,28. A média obtida no grupo sintomdtico foi de 250.090 plaquetas com desvio padrio de
49,32 (tabela 9; tabela 11). De acordo com os dados observados ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante quando se comparou o valor médio do nimero de plaquetas entre os

grupos (p=0,09) (figura 15; anexo 5).

Tabela 11 - Distribui¢do dos pacientes por grupo em funcio do niimero absoluto de
plaquetas.

Grupos
Plaquetas (mm?®) Controle positivo assintomatico| positivo sintomatico
n % n % n %
<150.000 6 23,1% 2 8,3% 1 9,1%
150.000 a 450.000 20 76,9% 22 91,7% 10 90,9%
Total 26 100,0% 24 100,0% 11 100,0%

lédia de Plaquetas +D

- - .
26 24 11
controle assintomatico sintomdlico p= 0,09

Fig. 15 - Contagem média do nimero de plaquetas nos diferentes grupos estudados



No grupo controle, 20 individuos (76,9%) apresentaram o numero absoluto de plaquetas
entre 150.000 e 450.000/mm°® e 6 (23,1%) revelaram contagem de plaquetas abaixo de 150.000/
mm°. A média obtida nesse grupo foi de 201.850 com desvio padrido 75,70. Vinte e dois pacientes
soropositivos assintomaticos (91,75%) e 10 pacientes soropositivos sintomdticos (90,9%)
apresentaram a contagem de plaquetas dentro do limite considerado normal. De todos os
pacientes soropositivos, apenas 3 (8,6 %) apresentaram o nimero de plaquetas abaixo de 150.000/
mm®. O grupo assintomdtico revelou um valor médio de plaquetas de 238.920 com desvio padrao
de 78,28. A média obtida no grupo sintomadtico foi de 250.090 plaquetas com desvio padrao de
49,32 (tabela 9; tabela 11). De acordo com os dados observados nao foi observada diferenca
estatisticamente significante quando se comparou o valor médio do niimero de plaquetas entre os

grupos (p=0,09) (figura 15; anexo 5).

Tabela 11 - Distribuicao dos pacientes por grupo em funcdo do nimero absoluto de
plaquetas.

Grupos
Plaquetas (mm®) Controle positivo assintomatico| positivo sintomatico
n % n % n %
< 150.000 6 23,1% 2 8,3% 1 9.1%
150.000 a 450.000 20 76,9% 22 91,7% 10 90,9%
Total 26 100,0% 24 100,0% 11 100,0%

Media de Plaquetas +DP

o — -
26 24 Il
controle assintomdtico sintomatico p= 0,09

Fig. 15 - Contagem média do nimero de plaquetas nos diferentes grupos estudados



Na dosagem de hemoglobina observou-se que 15 (57,7%) individuos do grupo controle
apresentaram os valores da concentragdo de hemoglobina entre 11,5 e 16,4g/dL para o sexo
feminino e entre 13,5 e 18,0g/dL para o sexo masculino e 7 (26,9%) apresentaram valores abaixo
do limite. A média observada foi de 15,29 g/dL com desvio padrdo 2,54. Todos os pacientes do
grupo assintomdtico apresentaram os valores da concentragdo de hemoglobina dentro da
normalidade. A média observada foi de 13,97g/dL. com desvio padrio de 1,21. No grupo
sintomdtico, 9 (81,8%) apresentaram resultados dentro da normalidade e 2 (18,2%) dos pacientes
demonstraram valores abaixo do limite. A média foi de 13,7g/dL. com desvio padrdo de 1,89
(tabela 12; tabela 9).

A andlise de variancia dos valores médios da hemoglobina entre os grupos mostrou que
existe diferenca significativa quando se compara o grupo controle e soropositivo assintomatico
(p=0,02), assim como, o grupo controle com soropositivo sintomatico (p=0,03). Em ambos os

casos o grupo controle apresenta, em média, maior valor de hemoglobina (figura 16; anexo 5).

Tabela 12 - Distribuicao dos pacientes por grupo em func¢ao da concentragao da
hemoglobina

Grupos
Hemoglobina (g/dL) controle positivo assintomatico| positivo sintomatico
N % n % n %
F-115-164 7 26,9% 2 18,2%
15 57,7% 24 100,0% 9 81,8%
M-13,5-18,0 4 15,4%
Total 26 100,0% 24 100,0% 11 100,0%

w-air‘so:'; e RLUHSEEHEN p = 0,02
p=10,03
Fig. 16 - Valor médio de hemoglobina nos diferentes grupos estudados



54

Quando realizada analise do perfil imunofenotipico, verificou-se que 24 individuos do
grupo controle (92,3%), 20 pacientes soropositivos assintomaticos (83,3%) e 10 (90,9%)
pacientes soropositivos sintomaticos apresentaram contagem de células CD3+ entre 657 e
2.010/mm®. Um individuo do grupo controle teve resultado de CD3+ abaixo de 657. Nos grupos
soropositivos, 4 assintomaticos (16,7%) e 1 paciente sintomatico (9,1%) apresentaram os
resultados superiores a 2.010/mm® (tabela 14). No grupo controle a média observada para o
CD3+ foi de 1.379 com desvio padrio de 397,40. No grupo assintomatico a média observada foi
de 1.616 e desvio padrdo de 586,73. No grupo sintomatico a média observada foi de 1.440 e
desvio padrio de 433,06 (tabela 13). A analise de varidncia dos valores médios de células CD3+

entre os grupos nfo mostrou diferenca significativa (p=0,22) (figura 17; anexo 6).

Tabela 13 - Caracterizagio imunofenotipica da subpopulagfio linfocitiria no sangue
periférico de individuos do grupo conirole, soropositivo assintomditico e soropositivo
sintomatico.

Grupos Andlise CD3+ CD4+ CD8+ CD4+/CD8+
Meédia 1.379 799,19 494,27 1,73
Controle DP 397,40 266,40 190,00 0,53
Meédia 1.616 950,75 607,79 1,71
Assintomatico DP 586,73 335,28 292,36 0,52
Meédia 1.440 770,36 621,91 1,43
Sintomatico DP 433,06 245,77 294,71 0,72

CD3/mm®, CD4/mm* ; CD8/mm’
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Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes por grupo em funcdo da contagem de células CD3+

no sangue periférico

Grupos
CD3/mm?® Controle positivo assintomatico| positivo sintomatico
N % n % n %
<8657 1 3,8%
657 a 2010 24 92,3% 20 83,3% 10 90,9%
> 2010 1 3,8% 4 16,7% 1 9,1%
Total 26 100,0% 24 100,0% 11 100,0%
2250 1
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Fig. 17 - Contagem média de células CD3 + nos grupos estudados

No grupo controle, 23 individuos (88,5%) e 32 pacientes soropositivos (91,4%)

apresentaram contagem de células CD4+ entre 430 e 1.367/mm’. Um caso controle apresentou

resultado inferior a 430/mm® e 2 pacientes soropositivos apresentaram valores superiores a

1.367/mm° (tabela 15). No grupo controle a média observada foi de 799,19 com desvio padrio

de 266,40. No grupo assintomatico a média observada foi de 950,75 e desvio padriao de 335,28 ¢

no grupo sintomadtico a média apresentada foi de 770,36 e desvio padrdo de 245,77 (tabela 13). A

andlise de variancia entre os valores médios de células CD4+ entre os grupos ndo evidenciou

diferenca significativa (p=0,11) (figura 18; anexo 6)
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Tabela 15- Distribuicao dos pacientes por grupo em funcio da contagem de células CD4+
no sangue periférico.

Grupos
CD4/mm® controle Positivos
N % n %
< 430 1 3.8%
430 a 1367 23 88,5% 32 91,4%
> 1367 2 7,7% 3 8,6%
Total 26 100,0% 35 100,0%
F R — S——
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Fig.18 - Contagem média de células CD4+ nos grupos estudados

Vinte ¢ dois individuos do grupo controle (84,6%) ¢ 24 pacientes soropositivos (68,6%)

apresentaram contagem de células CD8+ entre 205 ¢ 717/mm’. Um individuo do grupo controle

teve resultado inferior a 205/ mm®. Esse caso também apresentou valor de células CD4+ abaixo

do normal. Onze casos soropositivos ¢ 3 casos do grupo controle apresentaram valores superiores

a 717/mm® (tabela 16). No grupo controle o valor médio da contagem de células CD8+ foi de

494,27 com desvio padrao de 190,00. Para o grupo assintomatico a média obtida foi de 607,79

com desvio padrao de 292,36. Para o grupo sintoratico a média observada foi de 621,91 e desvio

padrdo de 294,71 (tabela 13). Verificando a varidncia na contagem média de células CD8+

observou-se que ndo existe diferenca significativa (p=0,20) (figura 19; anexo 6).
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Tabela 16 - Distribuiciio dos pacientes por grupo em fungio da contagem de células CD§+

no sangue periférico

Grupos
CcD8/ mm?® controle Positivos
N % n %
< 205 1 3,8%
205a717 22 84,6% 24 68,6%
> 717 3 11,5% 11 31,4%
Total 26 100,0% 35 100,0%
00
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Fig.19 - Contagem média de células CD8+ nos grupos estudados

Vinte e dois individuos do grupo controle (84,6%) e 25 pacientes soropositivos (71,4%)

apresentaram relagio CD4+/CD8+ entre [,2 e 3,1. Quatro individuos do grupo controle (15,4%) e

10 pacientes soropositivos (28,6%) apresentaram relagdao CD4+/CD8+ inferior a 1,2 (tabela 17).

No grupo controle a média obtida para a relagdo CD4+/CD8+ foi de 1,73 com desvio padrio de

0,53. No grupo assintomdtico a média observada foi de 1,71 e desvio padrdo de 0,52. Para o

grupo sintomdtico a média observada para relagdao CD4+/CD8+ foi de 1,43 com desvio padrio de

0,73 (tabela 13 ; anexo 6). A anilise de varidncia dos valores médios da relagio CD4/CD8 entre

os grupos evidenciou que ndo existe significancia estatistica (p=0,32) (figura 20).



Tabela 17- Distribuigcao dos pacientes por grupo em funcao da relacao CD4+/CD8+

Fig. 20 - Valor médio da relagio CD4/CD8 nos grupos estudados
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Grupos
CD4/CD8 controle Positivos
n % N %
<12 4 15,4% 10 28,6%
1,2a3,1 22 84,6% 25 71,4%
Total 26 100,0% 35 100,0%
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DISCUSSAO

A partir da obrigatoriedade da triagem sorolégica de candidatos a doagéo de sangue
para a pesquisa dos virus linfotrépicos de células T humanas (HTLV-VI) tem-se
identificado um ntimero crescente de individuos soropositivos assintomaéticos, que séo fonte
potencial de infecgdo pelas vias reconhecidas de transmissdo inter-humana. Cerca de 95%
dos individuos infectados pelo virus HTLV-I permanecem assintomaticos e um percentual
variavel de 0,2 a 5,0%, desenvolve manifestagdes clinicas num periodo que pode variar de
3,3 a 30 anos (KAPLAN, 1993 ; OSAME, 1990 ; POMBO DE OLIVEIRA, 2001).

A prevaléncia da positividade para HTLV-I/II entre doadores de sangue no Brasil
varia de 0,08 a 1,35% (LEE, 1989 ; GABBAI, 1993 ; MOREIRA, 1993 ; PROIETTI, 1994;
GALVAO, 1994 ; LOUREIRO, 1994 ; SARAIVA, 1994 ; DE CASTRO-COSTA, 1996 ;
SEGURADO, 1997 ; SILVA, 2002). Pombo de Oliveira relatou que a soroprevaléncia entre
os diferentes grupos etarios de doadores de sangue no Brasil depende do estado brasileiro e
do tamanho da amostra estudada (POMBO DE OLIVEIRA, 1993). Na regifo Nordeste foi
observada soroprevaléncia de 1,35% e na regido Sul de 0,08% (PROIETTI, 2001).

A prevaléncia de soropositividade pelo teste ELISA para HTLV-VII na populacéo
geral de doadores de sangue do HEMOCE (Hemorrede do Estado do Ceard) foi de 0,66%
nos ultimos cinco anos. No ano de 2001, a prevaléncia observada foi de 0,45%. Esse valor é
baixo quando comparado aos valores observados por Galvio em 1994 de 1,35%, num
estudo de doadores em estado nordestino, mas ¢ relativamente elevado se comparado a
soroprevaléncia de 0,025% observada na populagéo de doadores de sangue nos Estados
Unidos da América.

E provavel que a soroprevaléncia para a populagio geral, baseada em dados
encontrados entre doadores de sangue, esteja ainda subestimada, quando se considera que a
maioria dos doadores de sangue ¢ composta por individuos jovens, do sexo masculino e a
soropositividade para o HTLV-I em zonas endémicas ¢ sabidamente mais elevada em
mulheres com idade superior a 60 anos (MUELLER, 1991).

De Castro-Costa e colaboradores, num estudo com 1.142 pessoas sadias
provenientes das cidades mais populosas do estado (Fortaleza e Crato), mostraram

soroprevaléncia para HTLV-I de 0,34% em Fortaleza e 0,44% em Crato, com dois casos de
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HTLV-II (DE CASTRO-COSTA, 1993). Da mesma maneira, no nosso estudo, quando se
comparou a soroprevaléncia para o HTLV-I entre os doadores provenientes da capital do
estado (43.649 - 0,42%) e doadores provenientes do interior (Sobral, Crato e Iguatu)
(30.091 - 0,48%), ndo se observou diferenca estatistica significativa.

Lal e colaboradores ¢ Mahieux e colaboradores mostraram que o percentual de
soroindeterminados eleva-se nas areas tropicais, enquanto que, nos EUA ¢ Europa tende a
diminuir (LAL, 1993 ; MAHIEUX, 2000). Na presente andlise pelo teste WB observou-se,
nos ultimos cinco anos, que dos 777 individuos submetidos ao teste confirmatério, 43,0%
eram soroindeterminados. Esse resultado também € compativel com aquele realizado no
HEMOCE de Fortaleza, no periodo de maio a dezembro de 1994, que mostrou teste
confirmatério de WB indeterminado em 49,1% dos 61 doadores ELISA reativos
examinados (LIMA, 1994).

A infecgdo pelo retrovirus HTLV do tipo I € a mais freqliente na populacfo geral.
Entre doadores de sangue soropositivos para HTLV em S#o Paulo, provas sorolégicas
discriminatorias e testes moleculares demonstraram predominio da infecgfio pelo HTLV-I
(84,0%) em relagdio ao HTLV-II (16,0%) (SEGURADQO, 1999). Gabbai e colaboradores,
usando o teste de WB ou radioimunoprecipitag@o para diferenciacfo dos subtipos em 1148
amostras de doadores, mostraram que 100% das amostras soropositivos apresentaram
padrdo para o tipo I, com auséncia de soropositividade para o tipo Il (GABBAI, 1993). Nos
casos aqui apresentados, a distribuicso dos individuos soropositivos pelo teste WB no ano
de 2001 mostrou que 43 (76,6%) eram HTLV-], 7 (12,5%) mostraram perfil caracteristico
de HTLV-II, e em 6 (10,7%) ndo foi possivel a defini¢do do subtipo.

A infeccdo pelo HTLV-II € restrita a alguns grupos indigenas e usuarios de drogas
intravenosas. Estudo realizado na populago indigena de tribos da Regiio Amazonica, que
compreende os estados Amapé, Roraima, Amazonas, Pard e Maranh@o, mostrou que entre
1.280 amostras coletadas de indios, testadas pelo ELISA e confirmadas pelo WB, 77
(13,8%) foram positivas para o HTLV-I/IL. Dentre esses, 22 casos apresentaram WB com
padrio de bandas sugestivo de HTLV-II: auséncia de p19, presenga forte de p24, além da
pg21 (NAGAUCHI, 1993). Esses dados estdo em acordo com os resultados apresentados
por Maloney e colaboradores, que encontraram uma alta prevaléncia de positividade para o

HTLV-II entre os indios Kaiapos (33,80%) e Krahos (12,20%) (MALONEY, 1992).
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Uma tendéncia de maior positividade nas mulheres tem sido observada
mundialmente. Andrade Filho e colaboradores mostraram, num estudo realizado em 62
pacientes com diagnéstico de neuropatia de origem obscura, 36 do sexo feminino ¢ 26 do
sexo masculino, que a positividade foi significantemente maior nas mulheres. Dezesseis
(44,4%) pacientes soropositivos para o HTLV-I/II foram do sexo feminino, enquanto
apenas 1 (3,8%) paciente do sexo masculino foi soropositivo (ANDRADE-FILHO, 1996).

O presente estudo mostrou um predominio do sexo feminino. Vinte (57,1%) dos
casos do grupo soropositivo, com ou sem sintomas, eram mulheres.

Uma justificativa provavel para o predominio da soropositividade em mulheres ¢
sua maior vulnerabilidade & transmissdo da infecg¢@o pelo homem (MAUCLERE, 1997
ROUET, 2001). Estudos de coorte vertical em casais heterossexuais mostraram um grande
numero de concorddncia entre os parceiros quanto a infec¢fio pelo HTLV-L. Dentre os
casais discordantes, a mulher era mais comumente soropositivo que o homem. Este padrdo
demonstra uma transmissdo homem-mulher mais eficiente. A baixa eficicia da transmisséo
mulher-homem, exceto na presenca de co-fatores que rompam as barreiras mucosas
normais, provavelmente resulta na diferenga observada entre homens e mulheres para a
prevaléncia do HTLV-I (LANGHORN, 2000 ; KAJIYAMA, 1986 ; TAJIMA, 1982 ;
MANNS, 1991 ; MURPHY, 1987 ; SARIM, 1990). Outra possivel explicagdo para o
predominio da infec¢fio no sexo feminino € a maior freqiiéncia de transfusdes sanguineas
em mulheres (KAPLAN, 1996).

Individuos soronegativos sdo, em geral, mais jovens que aqueles soropositivos
(CESARIE, 1999). Um resultado diferente foi observado por Andrade Filho e
colaboradores em estudo realizado na Bahia. A idade média dos casos analisados foi similar
nos pacientes soropositivos, bem como, nos individuos controles (ANDRADE-FILHO,
1996). Nos casos aqui estudados, observou-se uma diferenca estatisticamente significante
entre as médias das idades. Os individuos do grupo controle eram mais jovens que aqueles
SOTopOsitivos assintomaticos € esses, mais jovens que aqueles soropositivos sintomaticos.

Essa inclinacdo ascendente em relagdo a idade decorre do longo periodo que
transcorre entre a infeccfio e as manifestagdes de doenga (POMBO DE OLIVEIRA, 2001;
LANGGHORN, 2001), como também de um efeito de coorte, quando taxas decrescentes de
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infec¢do em coortes de pacientes mais jovens ddo a impressdo de taxas ascendentes nas
coortes de pacientes mais velhos (MOROFUIJL, 1993).

O risco relativo de um individuo ser infectado pelo HTLV-I é maior no sexo
feminino, porém entre as pessoas infectadas, a chance de desenvolver leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL) ¢ maior nos homens. A razdo entre o sexo masculino e
feminino € de 1,4:1,0 e a média de idade de 58 anos (YAMAGUCH]I, 2000 ; POMBO DE
OLIVEIRA, 2001). A TSP, no entanto, € mais freqiiente no sexo feminino no Japdo e em
estados brasileiros (KAJTYAMA, 1986 ; CASTRO, 1989 ; OSAME, 1992 ; MORENO
CARVALHO, 1992 ; ZANINOVIC, 1992 ; DE CASTRO COSTA, 1994 ; SEGURADO,
2001).

Os retrovirus HTLV-I/II apresentam grande similaridade bioldgica e tropismo pelos
linfécitos T. Estudos com PCR tém demonstrado que o HTLV-I tem tropismo preferencial
por linfécitos T CD4+, enquanto o HTLV-II tem tropismo pelo linfécito T CD8+
(RICHARDSON, 1990 ; JICHI, 1992).

A infecc¢do pelo HTLV-I esta associada com ATL e a TSP/HAM. Essas doengas s3o
caracterizadas por diferentes eventos imunoldgicos e ocorrem independentemente entre
individuos de familias portadoras do HTLV-I, o que sugere a existéncia de alguns fatores
do hospedeiro que contribuam para o desenvolvimento dessas patologias (SONODA,
1992).

A ATL ¢ uma desordem linfoproliferativa com freqiiente comprometimento da
imunidade celular, enquanto a TSP/HAM ¢ uma desordem neurolégica cronica que
apresenta estado de hiperimunidade, com elevag@o do nivel de anticorpo anti HTLV-I no
soro € liquido cefalorraquidiano, assim como aumento da resposta dos linfocitos T ao
HTLV-I (OSAME, 1987 ; IJICHI, 1989 ; JACOBSON, 1988 ; JACOBSON, 1990).

Tem sido proposto que a resposta imune ao HTLV-I esta associada com o acimulo
da carga viral e que a resposta celular e humoral varia consideravelmente entre os grupos
com sinais ¢linicos (JACOBSON, 1988 ; NAGAI 2001 ; ITOYAMA, 1988 ; KLIMAS,
1991). A variagdio da resposta imune, acredita-se, é a responsavel pelo grande niimero de
manifestagdes clinicas apresentadas na infecgéo pelo HTLV-I (LAL, 1991).

A presenca do genoma proviral foi correlacionada a proliferagdo espontdnea dos

linfocitos no sangue periférico. Verificou-se, em cultura in vitro, que aproximadamente
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50% dos individuos infectados com HTLV-I ou HTLV-II assintomaticos apresentaram
proliferagéo espontanea dos linfécitos e que todos os individuos com TSP/HAM avaliados
também apresentaram aumento da proliferacdo espontinea (ITOYAMA, 1988 ;
JACOBSON, 1988 ; JACOBSON, 1990 ; PRINCE, 1995).

A presenga de elevado nivel de DNA viral nas células mononucleares periféricas de
pacientes assintomaéticos foi, ainda, associada a anormalidade morfoldgica dos linfécitos do
sangue periférico (TACHIBANA, 1992).

No nosso estudo o valor médio da contagem de linfécitos no sangue periférico ndo
diferiu significantemente entre os grupos. A avaliagdio de proliferagdio espontanea e
anormalidades morfologicas dessas células ndo foi objeto desse estudo.

Poucos autores investigaram a contagem de neutréfilos em pacientes infectados pelo
virus HTLV-I. Brito Melo e colaboradores nfo observaram diferenca estatistica
significativa na contagem de neutr6filos entre individuos infectados e nfio infectados
(BRITO-MELO, 2002).

No nosso estudo a quantificacdo do nimero de neutrdfilos evidenciou que 54
(88,5%) de todos individuos analisados apresentaram a contagem dentro do limite de
normalidade considerado. Um individuo do grupo controle (caso n° 24) apresentou
neutropenia e simultaneamente uma relagiio CD4+/CD8+ inferior a 1,2. Por conta dessa
relacdo diminuida os resultados foram confirmados em segunda amostra. A causa da
neutropenia ndo foi investigada, uma vez que esse pardmetro ndo ¢ rotineiramente
investigado em doadores. O sangue doado, portanto, foi liberado para transfuséo.

Quando os valores das médias dos neutrdfilos foram comparados entre os grupos,
observou-se que 0 grupo soropositivo sintomdtico apresentou, em média, um namero
absoluto maior de neutréfilos. Esse achado ¢ preliminar e requer confirmagfo posterior em
um numero maior de pacientes sintomaticos, ndo podendo no momento ser atribuido a
doenca.

A verificagfio da contagem de plaquetas ndo ¢ rotineiramente realizada em doadores
de sangue. Em nosso estudo, 6 (9,8%) individuos do grupo controle apresentaram plaquetas
abaixo de 150.000/mm’. Como a alteragio era discreta a moderada e niio se acompanhava

de manifestagdes clinicas, passou despercebida pelo exame clinico e o sangue doado foi
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liberado para transfusdo. Quando se comparou o valor médio do nimero de plaquetas entre
os grupos estudados ndo foi observada diferenga significativa.

A Organizacio Mundial de Sadde (OMS) define anemia, quando se verifica
dosagem de hemoglobina inferior a 12,0g/dL para mulheres e 13,0g/dL para homens. Conti
e colaboradores demonstraram em estudos com doadores de sangue que a dosagem de
hemoglobina variou entre 11,0 e 16,6 g/dL. (CONTI, 2002).

Poucos estudos investigaram a dosagem de hemoglobina em individuos infectados
pelo HTLV-L. Nos casos aqui analisados, observou-se que de todos os individuos, 48
(78,7%) apresentaram a concentragio de hemoglobina dentro do limite considerado normal.
Daqueles com valores inferiores, 7 (11,5%) era do grupo controle. Valores de hemoglobina,
quando dosada através de puncfio digital, sdo superiores aqueles obtidos através de
venopuncio. E possivel que esses doadores tenham apresentado um valor superior na
avaliagdo da hemoglobina por ocasifio do teste de triagem, realizado através de puncéo
digital. Esses valores foram considerados normais pelo teste de sulfato de cobre realizado
na avaliacdo clinica do doador.

Quando se comparou o valor médio da hemoglobina entre os grupos, houve
diferenca estatistica significativa. O grupo controle apresentou, em média, maior valor na
dosagem de hemoglobina.

E parte do processo de diferenciagio das células linféides, a partir de uma célula
pluripotente, o aparecimento, na membrana da célula, de diferentes antigenos que séo
constituidos fundamentalmente por glicoproteinas. Esses antigenos, detectados por
anticorpos monoclonais, definem cada subpopulagfio e participam do reconhecimento,
proliferacéo e diferenciacfio celular (RAMIREZ, 1992).

As alteragBes imunoldgicas decorrentes da infeccdo pelo HTL V-Iestéo relacionadas
com a regulagio das células T. Resultados conflitantes de analise imunofenotipica de
pacientes soropositivos para HTLV-I/II t&m sido relatados por diferentes autores.

Lal e colaboradores realizaram analise imunofenotipica da subpopulagéo linfocitéria
em pacientes portadores de HTLV-I e Il e observaram que a percentagem de linfécitos B,
células natural killer e células CD4+ e CD8+ no grupo soropositivo ndo diferiu daquela

mostrada pelo grupo controle. Apesar de valores quantitativos compardveis, alteragéo
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significativa na fungfio imunoregulatéria de células T foram observadas nos pacientes
soropositivos (LAL, 1992).

Blank e colaboradores mostraram que soropositivos com TSP/HAM apresentavam
na avaliagdo imunofenotipica por citometria de fluxo a contagem de células CD3+, CD4+ e
CD8+ dentro dos limites normais (BLANK, 1992)

Gessain ¢ colaboradores encontraram na TSP/HAM percentagem alta de células
com antigeno DR (15 a 40%) que € observada nas células B maduras, imaturas e também
nas células T ativadas, assim como, relagdo CD4+/CD8+ aumentada (GESSAIN, 1990).

Ruiz e colaboradores realizaram contagem de linfocitos T no sangue e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de 21 pacientes com diagnéstico de TSP/HAM. Observaram um
aumento de linfécitos CD2+ no sangue e LCR e elevag@o do niimero das células CD4+ no
sangue (RUIZ, 1990).

Brito Melo e colaboradores analisaram o perfil imunofenotipico de pacientes
soropositivos assintomaticos, sintomaticos com TSP/HAM e oligossintomaticos
comparando a um grupo de doadores nfo infectados. Verificaram que a média das
contagens de CD3+, CD4+ e CD8+ foi significantemente maior no grupo de soropositivos
com TSP/HAM e que, de todos os grupos analisados, somente o grupo com TSP/HAM
apresentou a média da contagem de CD4+ maior, quando comparado ao grupo soropositvo
assintomdtico. Constataram que a relagdio CD4+/CD8+ nos grupos variou dentro da
normalidade. Observaram-se também que houve uma diminui¢cdo na percentagem das
c€lulas B e NK circulantes no grupo com TSP/HAM (BRITO-MELO, 2002).

Yasuda e colaboradores mostraram um total de linfocitos CD2 elevado em pacientes
infectados com o HTLV-V/II (YASUDA, 1986). Tanaka ¢ colaboradores apresentaram em
individuos infectados uma percentagem baixa de células CD3+ e CD4+ ¢ a populagio de
CD8+ nio diferente do apresentado pelos individuos ndo infectados (TANAKA, 1989).

Os resultados do presente estudo estio de acordo com aqueles cujos autores
relataram haver similaridade no valor médio da analise imunofenotipica dos individuos
soropositivos para o HTLV-I, quando comparados a doadores soronegativos (PRINCE,
1990 ; LAL, 1991 ; KLIMAS, 1991).

Foi observado que ndo houve significdncia estatistica nos valores médios da andlise

do CD3+, CD4+ e CD8+, bem como na relagdo CD4+/CD8+ entre os grupos. Entretanto,



67

11 (31,4%) individuos do grupo de pacientes soropositivos, sendo 8 (33,3%) assintomaticos
e 3 (27,3%) sintomdticos apresentaram a contagem de CD8+ acima do valor considerado
normal. O fato do linfécito CD8+ estd envolvido na patogénese da TSP/HAM ja foi
relatado por varios autores e talvez esse aumento verificado nesse grupo represente
manifestacdes de ativagio de resposta imune € inicio do desenvolvimento da doenga. Esse
achado requer estudos posteriores, com um maior nimero de casos, para melhor

compreensdo dos mecanismos imunologicos envolvidos e, portanto, definir seu valor
preditivo para TSP/HAM.
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CONCLUSOES

A prevaléncia da reatividade para o HTLV-I/II pelo teste de triagem ELISA na
populagdo geral de doadores do HEMOCE foi de 0,66% no periodo de 1997 a2001.
A Prevaléncia da soropositividade para o HTLV-V/II pelo método de ELISA na
populacdo geral de doadores do HEMOCE foi de 0,45% no ano de 2001.

Foram confirmados pelo teste de WB, vinte e nove por cento dos resultados obtidos
a partir da reatividade na triagem pelo teste ELISA no ano de 2001.

No ano de 2001, quarenta e trés individuos exibiram perfil eletroforético compativel
com o tipo HTLV-L.

A analise demogréfica revelou predominio do sexo feminino ¢ maior média de
idade entre os pacientes soropositivos em relagio ao grupo de doadores ndo
infectados.

Os valores médios dos linfécitos e plaquetas nédo diferiram significativamente entre
os grupos estudados. O valor médio do numero de neutréfilos apresentou-se
significantemente superior no grupo soropositivo sintomatico.

A dosagem de hemoglobina no grupo soropositivo apresentou-se, em média, menor
quando comparada ao grupo controle.

A andlise do perfil imunotenotipico mostrou que os valores médios do CD3+, CD4+
e CD8+, assim como a relagdo CD4+/CD8+ ndo diferiram significativamente entre
os grupos estudados.

Verificou-se uma elevagdo do nimero de células CD8+ no grupo soropositivo
embora essa diferenca ndo alcangasse significincia estatistica. Estudos posteriores,
com um nimero maior de casos, sdo necessarios para definir o valor preditivo da
analise imunofenotipica de subpopulagdes linfocitarias para as patologias associadas

a esse retrovirus.
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ANEXO -1

PERFIL IMUNOFENOTIPICO DE CELULAS LINFOIDES
CIRCULANTES EM PACIENTES SOROPOSITIVOS PARA O VIRUS
LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS (HTLV-I)

1- IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome: Sexo: M () FO)
Endereco: Telefone:

Estado civil: Naturalidade:

Tempo de residéncia Ja residiu em outras cidades ~---~=mmnenm-

2- HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

Transfusfo sanguinea prévia () Sim () Ndo
Observagio:

Ja contraiu doengas sexualmente transmissiveis () Sim () Nio
Observacio:

Outras doengas prévias relevantes (lepra, chagas, cancer hepatite e outras): —--=n=-=w==sm=n-

3- HISTORIA PESSOAL E FAMILIAR

Amamentagdo---------=====x
Pais: =-mmmemmmnene [rMAOS: ====msmmmmmmanan Filhog: wmmmmmmmmemmaaee Conjuge:
Acidentes Cirurgias

Vida sexual: inativa () heterossexual () bissexual () homossexual ()
N° de parceiros referidos:

Uso de drogas injetaveis () Sim () Nio
Observacio:

Tatuagem () Sim () Ndo Etilismo () Sim () Nédo Tabagismo () Sim () Néo

4- RESULTADOS DOS EXAMES

ELISA (-+/~/---):
WESTERN BLOT (-/~-/~—--):
IMUNOFENOTIPAGEM (~/~+/-=-):
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ANEXO -2

DOADORES SOROPOSITIVOS SINTOMATICOS PARA O VIRUS
LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS (HTLV-I)

CASOS IDADE SEXO HGB NEU LIN PLA CD3 CD4 CD8 CD4/CD8

1 46A F 13,7 556 1,33 226 1080 626 414 1.51
2 35A F 13,8 561 2,26 232 1589 821 684 1.20
3 28A M 16,0 127 1,61 295 1069 562 446 1.26
4 65A F 13,9 597 2,26 301 1399 1018 343 2.97
5 T6A M 15,4 7,50 1,41 147 1042 522 485 1.08
6 63A M 15,9 3,43 1,68 227 1118 508 598 0.85
7 66A M 10,6 6,41 2,19 236 1561 594 945 0.63
8 63A F 12,3 4,25 2,55 278 1445 1025 395 2.59
9 41A F 10,5 329 2,08 209 1160 620 370 1.68
10 394 M 14,6 394 299 300 1964 980 917 1.07
11 62A F 14,0 5,62 3,38 300 2417 1198 1244 0.96

IDADE: anos; SEXO: M- masculino, F- feminino; HGB: dosagem de hemoglobina em g/dL;
NEU: contagem absoluta de neutréfilos em mm®; LIN: contagem absoluta de linfocitos em
mm’; PLA: contagem absoluta de plaquetas em mm’; CD3: contagem de linfocitos CD3+ em
mm’; CD4: contagem de linfécitos CD4+ em mm?®; CD8+: contagem de linfocitos CD8+ em
mm’ e CD4+/CD8+: relacdo entre CD4+ e CD8+.
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ANEXO -3

DOADORES SOROPOSITIVOS ASSINTOMATICOS PARA O VIRUS
LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS (HTLV-1)

CASOS IDADE SEXO HGB NEU LIN PLA CD3 Ch4  CD8 CD4/CDg8

1 49A F 13,0 4,21 1,77 204 1265 828 424 1.95
2 31A F 14,1 5,84 2,58 325 2373 1409 842 1.67
3 50A F- 13,0 5,16 2,67 359 1993 1304 644 2.02
4 30A F 124 4,88 1,86 17 1418 649 731 0.89
5 44A M 13,6 3,00 1,35 218 1255 615 578 1.06
6 59A M 15,7 3,02 2,40 233 1619 1055 527 2.00
7 68A F 14,5 7,88 3,84 37 3448 1912 1587 1.20
8 59A F 13,1 3,17 1,51 255 1085 549 500 1.10
9 19A M 154 7,19 1,75 305 1229 808 364 2.22
10 57A M 15,1 3,75 3,62 311 2667 1499 1034 1.45
11 34A M 14,6 4,28 2,04 208 1268 886 330 2.68
12 38A M 16,1 0,87 3,60 257 1284 829 429 1.93
13 44A F 124 4,03 1,65 268 1103 745 310 2.40
14 59A M 150 3,24 1,44 264 1041 541 307 1.76
15 45A M 144 1,96 1,80 162 1425 736 641 1.15
16 50A F 13,0 7,64 2,16 255 1708 784 848 0.92
17 44A F 13,0 3,30 3,07 278 1781 1112 573 1.94
18 20A F 12,9 3,90 2,95 248 2068 1160 844 1.37
19 50A F 13,1 3,87 2,19 245 1304 907 388 2.34
20 34A F 13,1 3,21 2,35 214 1550 921 514 1.79
21 29A F 14,1 2,33 2,72 308 1798 1042 720 1.45
22 57A M 15,4 1,52 2,99 230 1971 1202 734 1.64
23 35A M 16,1 2,88 1,57 266 1226 687 478 1.44
24 44A F 12,4 1,23 1,45 267 907 638 240 2.66

IDADE: anos; SEXO: M- masculino, F- feminino; HGB: dosagem de hemoglobina em
g/dL; NEU: contagem absoluta de neutréfilos em mm’; LIN: contagem absoluta de
linfocitos em mm®; PLA: contagem absoluta de plaquetas em mm’; CD3: contagem de
linfocitos CD3+ em mm3; CD4: contagem de linfécitos CD4+ em mm3; CD8+: contagem

de linfocitos CD8+ em mm’® e CD4+/CD8+: relagdo entre CD4+ e CD8+.
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ANEXO -4

DOADORES SORONEGATIVOS

11,7
16,1
16,6
11,7
12,0
12,2
18,1
17,8
12,3
17,5
17,1
16,1
19,4
12,6
16,5
14,0
13,0
16,9
12,0
12,0
17,1
15,9
18,1
15,3
18,5
17,0

2,25
5,85
3,62
418
2,51
3,29
2,67
2,90
2,83
4,33
9,27
3,34
4,33
3,77
3,82
2,18
3,60
4,86
4,98
4,69
4,48
3,5
5,63
1,81
5,36
4,34

PLA  CD3
139 555
260 1517
237 1085
177 1100
249 1021
177 1295
113 1595
70 1592
156 850
85 1525
364 1645
241 1170
193 1853
198 1420
120 2368
130 1320
153 1046
327 1354
174 1170
176 1418
285 1809
257 1809
319 1958
200 1061
168 1469
280 865

CD4 CDS8
367 175
789 705
621 406
639 390
565 416
709 435
797 655
866 635
466 269
1043 432
842 581
704 340
1224 537
1017 368
1428 786
848 432
602 388
815 313
733 394
916 497
965 855
726 968
1424 573
559 445
559 606
555 250

100

CD4/CD8
2.10
1.12
[.53
1.64
1.36
1.63
1.22
1.36
1.73
2.41
1.45
2.07
2.28
2.76
1.82
1.96
1.55
2.60
.86
1.84
1.13
0.75
249
1.26
0.92

2.22
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IDADE: anos; SEXO: M- masculino, F- feminino; HGB: dosagem de hemoglobina em
g/dL; NEU: contagem absoluta de neutr6filos em mm3; LIN: contagem absoluta de
linfocitos em mm®; PLA: contagem absoluta de plaquetas em mm?®; CD3: contagem de
linfocitos CD3+ em mm’; CD4: contagem de linfocitos CD4+ em mm?; CD8+: contagem
de linfécitos CD8+ em mm’ e CD4+/CD8+: relagdo entre CD4+ e CD8+.
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ANEXQO -5

1- Quadro da andlise de Varidncia para testar a igualdade das médias de IDADES entre os

grupos.
onte de variagio gl SQ QM I3 P
Grupos 2 3493,708 | 1746,854 11,048 <0,0001
Residuo 58 9170,521 158,112
Total 60 12664,230 cv=30,8%

1-1Quadro do teste da igualdade das médias de IDADES comparando os grupos dois a

dois.
Diferenca das médias
(D Grupos (J) Grupos p
(I-J)
positivo assintomatico 10,824 0,004
Controle - RSP B s A
positivo sintomatico -20,206 0,000
controle 10,824 0,004
Positivo assintomaticof------ A S A A
positivo sintomatico -9.383 0,045
controle 20,206 <0,0001
Positivo sintomatico ----z-z-----oe- SO s N
posifivo assintomatico 9,383 0,045

2- Quadro da analise de Varifincia para testar a igualdade das médias dos LINFOCITOS

entre 0s grupos.

Fonte de variagdo| gl SQ QM F P
Grupos 2 0,46 0,23 0,46 0,6367
Residuo 58 29,55 0,51
Total 60 30,01 cv=32,46%
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3- Quadro da analise de Varifncia para testar a igualdade das médias dos NEUTROFILOS

entre 0s grupos.

Fonte de variagdo| gl SQ QM F p
Grupos 2 18,40 9,20 3,36 0,0415
Residuo 58 158,73 2,74

Total 60 177,13 cv=40,26%

3.1- Quadro do teste da igualdade da média dos NEUTROFILOS comparando 0s grupos

dois a dois.
Diferenca das médias
(D) Grupos () Grupos P
)
positivo assintomatico 0,17 0,7232
controle  r------ 1T S S E A A
positivo sintomatico -1,34 0,0287
controle -0,17 0,7232
positivo assintomaticof------ A S Ll A
positivo sintomatico -1,50 0,0155
controle 1,34 0,0287
positivo sintomatico p----ror-------- U L I
posttivo assintomatico 1,50 0,0155

4- Quadro da andlise de Varidncia para testar a igualdade das médias das PLAQUETAS

entre 0s grupos.

Fonte de variagdo| gl SQ QM F D
Grupos 2 25510,82 | 1275541 2,40 0,0999
Residuo 58 | 308530,13] 531948
Total 60 | 334040,95 cv=32,40%
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5- Quadro da andlise de Varidncia para testar a igualdade das médias da HEMOGLOBINA

sntre 0s grupos.

Fonte de variacdo| gl SQ QM F P
Grupos 2 29,70 14,85 3,72 0,0303
Residuo 58 231,87 4,00 ‘ '

Total 60 261,57 cv=13,80%

>.1- Quadro do teste de igualdade da média da HEMOGLOBINA comparando 0s grupos

lois a dois.
Diferenca das médias
(D Grupos () Grupos _ P
N
positivo assintomatico 1,31 0,0243
controle  f------ R P il H R E A
posiiivo sintomatico 1,59 0,0312
Controle -1,31 0,0243
positivo assintomaticof------ I S Sl S B
positivo sintomatico 0,28 0,7028
Controle -1,59 0,0312
positivo sintomético - S e H
posifivo assintomatico -0,28 0,7028
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ANEXO -6

1- Quadro da analise de Variancia para testar a igualdade das médias do CD3+ entre os

grupos.
Fonte de variagdo| gl SQ .M F P
Grupos 2 722940,02 |361470,01 1,5257 0,2261
Residuo 58  113741336,53]|2365919,59 o ,
Total 60 [14464276,56 cv=32,81%

2- Quadro da andlise de Varifincia para testar a igualdade das médias do CD4+ entre os

grupos.
Fonte de variacfo| gl SQ QM F P
Grupos 189845,
2 379691,24 1 62 2,22 0,1179
Residuo 58  14963677,08] 85580,64
Total 60 |5343368,33 cv=34,27%

3- Quadro da andlise de Varidncia para testar a igualdade das médias do CD8+ entre os

grupos.
Fonte de variagdo| gl SQ QM F p
Grupos 2 209078,87 | 104539,43 1,62 0,2062
Residuo 58 13736993,98| 64430,93
Total 60  |3946072,85 cv=45,71%

4- Quadro da andlise de Varidncia para testar a igualdade das médias do CD4-+/CD8+ entre

0S grupos.
Fonte de variacdo| gl SQ QM b P
Grupos 2 0,75 0,37 1,16 0,3215
Residuo 58 18,68 0,32
Total 60 1943 cv=33,97%




