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I. RESUMO

Introducdo. A mielopatia associada ao virus linfotropico de células T humanas do tipo 1
(HTLV-1) (HAM/TSP) é a principal doenca neuroldgica causada pelo HTLV-1, mas
outras manifestacdes clinicas associadas ao virus estdo documentadas em mais de 50%
dos individuos infectados. Uma alta carga proviral (CPV) é um importante fator de risco
para HAM/TSP, mas ha uma falta de estudos prospectivos avaliando se os portadores de
HTLV-1 com alta carga proviral estdo em risco de desenvolver HAM/TSP ou outras
doencas relacionadas ao HTLV-1. Neste estudo comparamos a incidéncia de
manifestacdes clinicas e as concentragdes de citocinas nos individuos portadores de
HTLV-1 com alta e baixa carga proviral. Métodos. Trata-se de um estudo de coorte no
qual participaram do estudo 30 portadores de HTLV-1 com alta CPV (> 50.000 copias /
108 células) e igual nimero de sujeitos com CPV menor que 50.000 copias / 10° células,
pareados por sexo e idade (x 5 anos). Eles foram seguidos por 2 a 16 anos (mediana de
11 anos). A CPV foi medida por PCR em tempo real e a producdo de IFN-y, TNF e IL-
10 foi quantificado por ELISA em sobrenadantes de células mononucleares nédo
estimuladas. Anormalidades no exame neuroldgico, desenvolvimento de HAM/TSP,
disfuncdo urinaria, doenca periodontal, disfuncéo erétil e o aparecimento de sindrome
seca foram registradas anualmente. Resultados. Entre os sintomas auto-reportados na
avaliacdo inicial, apenas a presenca de parestesias em maos foi mais frequente no grupo
de individuos com alta CPV quando comparados com o grupo controle (p 0,04). Durante
0 acompanhamento, ndo houve diferenca na ocorréncia de disfuncéo erétil ou urinaria,
doenca periodontal, sindrome seca, sinais neurolégicos entre os dois grupos e nenhum
dos pacientes desenvolveu HAM/TSP. A producéo de IFN-y foi maior no grupo com alta
CPV (mediana 1.308 versus 686pg/ml, p <0,011) quando comparado ao grupo controle
na primeira avaliacdo. Durante o seguimento houve uma diminui¢do na carga proviral
apenas entre os casos. Conclusdo. Individuos com alta carga proviral acompanhados por
um longo periodo ndo progrediram para HAM/TSP, nem desenvolveram outras
manifestagdes clinicas relacionadas ao HTVL-1, indicando que outros fatores além da
carga proviral estdo envolvidos na passagem de células infectadas pelo HTLV-1 do
sangue para o sistema nervoso central.

Palavras-chave: mielopatia associada ao HTLV-1; HTLV-1; carga proviral; portadores
de HTLV-1; mielopatia



1. OBJETIVOS

Principal

e Determinar a incidéncia de manifestac6es clinicas e neurolégicas em uma
coorte de individuos infectados pelo HTLV-1 sem HAM/TSP comparando

carreadores de alta e baixa carga proviral.

Secundarios

e Determinar a frequéncia de outras doencas associadas ao HTLV-1
(sindrome seca, doenca periodontal, artropatia) em individuos sem
HAM/TSP com alta e baixa carga proviral

e Comparar a producdo de citocinas em sobrenadantes de células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) em portadores de HTLV-1
com alta e baixa carga proviral

e Correlacionar a carga proviral com a producdo de citocinas pro-

inflamatorias em portadores de HTLV-1



I11. INTRODUCAO

O virus linfotropico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus a ser descrito, identificado em 1980 (POIESZ et al., 1980), e € o0 agente
etioldgico da leucemia/linfoma de células T do adulto e da mielopatia associada ao
HTLV-1 ou paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) (MAHIEUX; GESSAIN, 2009;
MARTIN etal., 2016; OSAME et al., 1986). As principais areas endémicas sao o sudoeste
do Japo, ilhas do Caribe, Africa intertropical, Oriente Médio e América do Sul, incluindo
especialmente o Brasil, a Colémbia e Guiana Francesa (GESSAIN; CASSAR, 2012).
Salvador é dentre as capitais dos estados brasileiros a que tem maior prevaléncia da
infeccdo viral (GALVAO-CASTRO B et al., 1997).

O virus HTLV-1 infecta preferencialmente células T CD4, mas também ¢é
encontrado em células T CD8, células B e células dendriticas (BANGHAM, 2018;
MARTIN et al., 2016). A infeccdo pelo HTLV-1 ativa genes que induzem a proliferacdo
e ativacdo de células com producdo exagerada de citocinas pro-inflamatérias como TNF,
IFN-y, CXCL-9 e CXCL-10. A elevacdo da carga proviral e a resposta inflamatoria
exacerbada sao considerados os principais biomarcadores da HAM/TSP (OLINDO et al.,
2006; SANTOS et al., 2012) e esses pacientes tém habitualmente carga proviral acima de
50.000 copias por 108 células (GRASSI et al., 2011).

A HAM/TSP se caracteriza por uma paraparesia espastica lentamente progressiva,
bexiga neurogénica e sinais sensoriais menos visiveis. Outros sintomas comumente
relatados sd@o dor lombar, constipacdo, parestesias nos membros inferiores e sindrome
seca (ARAUJO et al., 2009; CASKEY et al., 2008). Virtualmente todos 0s pacientes com
HAM/TSP tem bexiga neurogénica, mas as disfuncdes urinarias - principalmente de
bexiga hiperativa - ocorrem em cerca de 20% de individuos infectados pelo HTLV-1 sem
HAM/TSP (CASTRO et al., 2007). A disfuncéo erétil também é observada em mais de
50% dos individuos infectados pelo virus (DE OLIVEIRA et al., 2017). Além das doencas
citadas, individuos infectados pelo HTLV-1 tém mais periodontite crénica, sindrome seca
e artropatia do que individuos soronegativos (LIMA et al., 2016; MOTOKAWA et al.,
1996).



Estudos prévios realizados com individuos com HTLV-1, sem mielopatia
associada, comparados com controles soronegativos mostraram que os individuos com
HTLV-1 tiveram maior frequéncia de sintomas neuroldgicos, como fraqueza em
membros inferiores, hiperreflexia e alteracdo da sensibilidade vibratéria, do que o0s nao
infectados. Sintomas urinarios também foram mais prevalentes em grupos de HTLV-1.
Foi também documentado que muitos individuos que ndo preenchem os critérios para
HAM/TSP apresentam queixas neurologicas relacionadas as manifestagdes sensoriais,
motoras, urinarias ou autondmicas. Todavia, nesses estudos a carga proviral ndo foi
estabelecida (BISWAS et al., 2009; CASKEY et al., 2008).

Habitualmente em individuos infectados pelo HTLV-1 que apresentam outras
doencas associadas ao virus, a carga proviral esta elevada ou o virus € encontrado no
tecido comprometido, dando apoio ao importante papel da carga proviral e da passagem
de virus para os tecidos como fatores de risco para um portador passar a apresentar
doenca. Entretanto, uma taxa significativa de portadores mantém altos niveis de carga
proviral por um longo periodo sem apresentar mielopatia associada ao HTLV-1
(MARTINS etal., 2017). Todavia, nesse estudo ndo foram apesentados dados de sintomas
ou sinais neuroldgicos, ndao ha informacéao sobre a existéncia de outras doengas associadas
ao HTLV-1, ndo foi realizada a avaliacdo da resposta imune e ndo teve um grupo

comparativo de individuos com baixa carga proviral.

Nosso estudo tem como objetivo determinar a incidéncia de doencas associadas

ao HTLV-1 em portadores do virus com alta e baixa carga proviral.



IV. REVISAO DE LITERATURA

Aspectos gerais

O HTLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao
género Deltaretrovirus (GESSAIN; MAHIEUX, 2012). Existem quatro principais
subtipos do HTLV-1 cujas origens parecem estar ligadas a episddios de transmissdo
interespécies entre macacos infectados pela sua contraparte simia e humanos, seguido por
periodo varidvel de evolucéo no hospedeiro humano (MAHIEUX; GESSAIN, 2009). O
HTLV-2, o segundo membro do tipo HTLV, descoberto logo apés o HTLV-1, é muito
menos patogénico, com relatos de apenas alguns casos de doenca neurologica e de
leucemia de células pilosas com a infeccdo (FEUER; GREEN, 2005). Dois novos virus,
HTLV-3 e HTLV-4, foram isolados na Africa Central (CALATTINI et al., 2005;
MAHIEUX; GESSAIN, 2005), mas ainda ndo foi demonstrada transmissdo entre
humanos e ndo foram, até o presente momento, associados a doencas (ANYANWU et
al., 2018).

A estrutura morfolégica do HTLV-1 é semelhante a outros retrovirus; o capsideo
contém duas cadeias simples de RNA juntamente com as enzimas integrase e
transcriptase reversa, importantes para a inser¢ao do virus no genoma do hospedeiro. O
genoma do virus contém genes estruturais e funcionais, como gag, pro/pol e env
(QUARESMA et al., 2015), e possui importantes genes regulatorios como Tax e HBZ. O
HBZ atua tanto no nivel do RNA guanto no nivel da proteina para promover a proliferacao

da célula infectada e se opor a muitas das a¢fes do Tax (BANGHAM et al., 2015).

O HTLV-1 é endémico na América do Sul, presente em todos os 13 paises e
prevalente em todas as populacGes étnicas (PAIVA; CASSEB, 2015). Localizada na
regido nordeste do Brasil, Salvador é considerada um epicentro da infec¢éo pelo HTLV-
1 no pais, com prevaléncia acima de 1% na populacdo geral (DOURADO et al., 2003).
Com 0 objetivo de esclarecer a origem do HTLV-1 em Salvador, Galvdo-Castro e
colaboradores analisaram sequéncias da longa regido de repeticdo terminal de isolados
provenientes de individuos nascidos nesta cidade, todos classificados como o subtipo
cosmopolita subgrupo A, Transcontinental. Um Unico isolado, foi classificado como
subgrupo Japonés (GALVAO-CASTRO B et al, 2009).



Certas caracteristicas da epidemiologia do HTLV-1 sdo consistentemente
observadas em diferentes populacdes (BANGHAM et al., 2015). A prevaléncia em
adultos aumenta progressivamente com a idade e € maior em mulheres que em homens
(MURPHY etal., 1991; NUNES et al., 2017). Em crian¢as aumenta até os 2 anos de idade
e, apds, permanece estavel ate a puberdade (ANDO et al., 2003).

A transmissdo do HTLV-1 ocorre predominantemente por via vertical (méae a
filho, principalmente por amamentagéo), parenterais e sexuais, incluindo transfusdo de
sangue ou compartilnamento de agulhas / seringas (BANGHAM et al., 2015; NUNES et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2018). Em muitos paises em desenvolvimento ainda existe um
alto risco residual de transmissdo por transfusdo, principalmente onde essa infeccao é
endémica (RIBEIRO et al., 2018). Estudo realizado por Nunes e colaboradores indica que

a principal via de transmissdo em Salvador é a sexual (NUNES et al., 2017).

Imunopatogénese da infec¢do pelo HTLV-1

O HTLV-1 tem tropismo por células T CD4+, mas também pode infectar
linfocitos T CD8+, células B e células dendriticas (BANGHAM, 2018); gera uma
resposta predominante do tipo 1, com producdo elevada de fator de necrose tumoral
(TNF) e interferon-y (IFN-y) (CARVALHO et al., 2001). Essa producdo de citocinas é
vista tanto em individuos com doenca associada ao virus quanto nos assintomaticos
(SANTOS et al., 2004). Quando comparadas com individuos soronegativos, células
mononucleares de portadores do virus produzem concentracdo elevada de IL-5, uma
citocina Th2, e da citocina regulatoria, a IL-10. A alta producéo de IL-10 em individuos
assintomaticos se correlaciona com a producdo de citocinas inflamatorias do tipo Thl,
sugerindo uma tentativa da IL-10 em modular a resposta imune e impedir o aparecimento

da doenca associada a resposta inflamatodria exacerbada (CARVALHO et al., 2001).

Na leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) a leucemogénese consiste em
varias etapas e é multifatorial. Mecanismos suspeitos de desempenhar um papel na
leucemogénese induzida pelo HTLV-1 incluem regulagdo de numerosos micro-RNAs,
expressdo diferencial de mRNA, altera¢Ges de sinalizagdo celular, mutacdes somaéticas,

aneuploidia ou desregulacdo epigenética (BANGHAM, 2018). A proteina viral tax é
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considerada a principal indutora das etapas iniciais da oncogénese nessa infeccdo, pois

estimula a proliferagdo e inibe a apoptose da célula infectada (MATSUOKA, 2005).

Na HAM/TSP a presenca de infiltrado linfocitério nas lesdes do sistema nervoso
central (SNC) sugere que a resposta inflamatoria ou imune ao HTLV-1 provoca o dano
tecidual observado (BANGHAM et al., 2015). Além da presenca de infiltrados
perivasculares focais de células mononucleares no SNC, a neuropatologia envolve a
desmielinizacdo e perda neuronal (BANGHAM, 2018). Células T CD4 +, T CD8 + e
macrofagos estdo distribuidas uniformemente em lesdes inflamatorias ativas de pacientes
com curta duracdo da doenca. Por outro lado, nas lesdes inativas-cronicas, ha predominio
de células T CD8 + sobre as células T CD4 + de pacientes com maior tempo de doenga
(1IZUMO, 2010). Os mecanismos de dano tecidual na HAM/TSP nédo séo totalmente
compreendidos (BANGHAM, 2018).

Existem trés hipoteses principais sobre a patogénese da doenca: a primeira, por
citotoxicidade direta, no qual as células gliais infectadas seriam destruidas pela acdo de
células T citotdxicas CD8 + (ARAUJO; SILVA, 2006); a segunda hipétese, denominada
de autoimune, que aponta para 0 mimetismo de antigenos celulares (LEVIN et al., 2002);
a terceira e Ultima hipotese, a mais aceita, também denominada de dano circundante ou
“bystander” envolveria os linfocitos T CD4+ infectados e os linfocitos T CD8+
especificos para a proteina viral Tax, que produziriam grande quantidade de citocinas pré-
inflamatdrias, apds passarem a barreira hematoencefalica, levando a um processo de
intensa inflamacdo e destruicdo tecidual (IJICHI et al., 1993; OSAME, 2002). Foi
também documentado recentemente como as células ativadas atravessam a barreira
hematoencefalica. Apds a infecgdo das células da glia pelo HTLV-1 ha uma grande
producdo de CXCL-10 que se liga ao receptor CXCR-3 expresso em linfocitos e
monocitos levando a passagem dessas células em grande quantidade para SNC. O
acumulo local de celulas T infiltrantes no SNC estabelece um ninho de inflamagéo
autoperpetuante culminando na degeneragdo dos neurdnios proximos. Assim, a
HAM/TSP representaria uma consequéncia patoldgica das interagdes que ocorrem entre
o0 sistema imune e 0 SNC (ANDO et al., 2013).
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Leucemia/linfoma de células T do adulto

A ATL é uma neoplasia maligna de linfocitos T maduros causada pelo HTLV-1 e
esta associada a um mau prognéstico (PHILLIPS; HAREWOOD, 2018; UTSUNOMIYA
et al., 2015). Foi inicialmente descrita no Japdo em 1977 como uma neoplasia distinta de
células T (UCHIYAMA et al., 1977), sendo posteriormente relacionada ao HTLV-1
(POIESZ et al., 1980). O risco de desenvolvimento de ATL ao longo da vida em
portadores de HTLV-1 é de apenas 3% a 5% e a alta carga proviral parece ser um fator
de risco independente (DEMONTIS; HILBURN; TAYLOR, 2013; ISHITSUKA;
TAMURA, 2014). A apresentacdo clinica pode variar entre os individuos, mas
tipicamente estd associada a células leucémicas circulantes, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, lesdes cutaneas, hipercalcemia e infecgdes oportunistas por Pneumocystis
jirovecci, candida, citomegalovirus e Strongyloides stercoralis (HERMINE; RAMOS;
TOBINALI, 2018; ISHITSUKA; TAMURA, 2014).

As formas clinicas do ATL caracterizam-se em quatro subtipos (agudo,
linfomatosa, cronico e indolente [smoldering]) de acordo com a manifestacéo leucémica
no sangue, envolvimento de 6rgdos, niveis séricos de lactato desidrogenase (LDH) e
niveis séricos de célcio corrigidos (SHIMOYAMA, 1991). As estratégias de tratamento
sdo baseadas principalmente no tipo de doenga, juntamente com a resposta inicial ao
tratamento e outros fatores prognosticos. Em geral, as opc¢des atuais de tratamento
incluem a associacdo de ziduvidina/interferon-a, o transplante de células-tronco
hematopoiéticas, a quimioterapia multiagente ou o seguimento com tratamento apenas se
progressdo (HERMINE; RAMOS; TOBINAI, 2018). Embora avancos recentes na
compreensdo da patogénese molecular tenham ajudado na identificacdo de novos alvos
terapéuticos, apenas 0s pacientes com subtipos favoraveis e indolentes apresentam
sobrevida prolongada e a doenca raramente é curada com as terapias disponiveis.
(PHILLIPS; HAREWOOD, 2018).
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Mielopatia associada ao HTLV-1

A HAM/TSP foi descrita pela primeira vez como uma sindrome neuropatica na
Jamaica em 1956, posteriormente denominada neuropatia jamaicana, cuja etiologia
permaneceu obscura por muitos anos. Acreditava-se que a doenca era causada por uma
deficiéncia nutricional, um agente infeccioso ou uma toxina (CRUICKSHANK, 1956;
MONTGOMERY et al., 1964); a conexd com a infec¢do pelo HTLV-1 foi descoberta
por diferentes grupos nos anos 80 (GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1986;
RODGERS-JOHNSON et al., 1985).

O risco de desenvolver HAM/TSP entre os portadores de HTLV-1 ¢ estimado em
cerca de 0,25 a 3%, dependendo da &rea endémica. Sua incidéncia parece ser maior no
Caribe e na América do Sul do que no sul do Japdo (GESSAIN; MAHIEUX, 2012). A
HAM/TSP ocorre principalmente em adultos, com uma idade média de 50 anos
(GOTUZZO et al., 2004; MARTIN et al., 2010; MATSUZAKI et al., 2001; OLINDO et
al., 2006, 2018). No entanto, alguns casos raros de HAM/TSP ocorrendo em criangas tém
sido relatados, especialmente no Brasil (PRIMO et al., 2005). A progressdo da doenca
parece ser heterogénea, existindo um subgrupo de pacientes com progressdo rapida
(GOTUZZO etal., 2004; GOUT et al., 1990; KURODA; FUJIYAMA; NAGUMO, 1991;
MARTIN et al., 2010; OLINDO et al., 2005; SATO et al., 2018a).

A carga proviral é considerada isoladamente como principal fator de risco para o
desenvolvimento de HAM/TSP (NAGAI et al., 1998; TAYLOR et al., 1999). Estudos
prévios sugerem que fatores adicionais podem determinar a carga proviral do HTLV-1 e
o risco de HAM/TSP. Na populacéo japonesa, por exemplo, a presenca de dois genes de
HLA-DRB1*0101 e o HLA-B*5401 foram associados a um risco aumentado de
HAM/TSP (ASSONE et al., 2016; TREVINO et al., 2013), enquanto outros foram
associados a uma menor carga proviral e uma diminuicdo da prevaléncia de HAM/TSP
como 0 HLA-A*02 ou HLA-Cw*08 (JEFFERY et al., 2000). Qutros fatores séo
conhecidos por influenciar o risco de desenvolvimento da mielopatia associada ao virus,
como sexo, idade e a via de transmissédo do HTLV-1 (BANGHAM et al., 2015).

Em 1989, foram elaborados os critérios diagnosticos para HAM/TSP da

Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1989) e revisados por Castro-Costa e
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colaboradores em 2006, com a proposta de critérios capazes de diagnosticar HAM/TSP
desde suas manifestacdes iniciais (tabela 1) (CASTRO-COSTA et al., 2006).

Quadro 1. Critérios Diagndsticos Propostos para HAM/TSP (2006)

Niveis de certeza para o diagnéstico de HAM/TSP (CASTRO-COSTA et al., 2006).

Definitivo:

1. Paraparesia espastica progressiva, nao remitente, com prejuizo suficiente da marcha
para ser percebido pelo proprio paciente. Sinais ou sintomas sensitivos podem ou ndo

estar presentes. Quando presentes sdo sutis e ndo causam nivel sensitivo demarcado.
Sinais ou sintomas esfincterianos podem ou n&o estar presentes;

2. Presenca de anticorpos anti HTLV-1 no sangue e LCR, confirmados por Western
blot e/ou PCR positivo para HTLV-1 no sangue e/ou LCR,;

3. Excluséo de outras doencas neuroldgicas que possam se assemelhar a HAM/TSP.

Provavel:

1. Apresentacdo monossintomatica: espasticidade ou hiperreflexia em membros
inferiores ou sinal de Babinski isolado, com ou sem sinais ou sintomas sensitivos, ou
bexiga neurogénica confirmada somente pelo estudo urodindmico;

2. Presenca de anticorpos anti HTLV-1 no sangue e/ou LCR, confirmados por Western
blot e/ou PCR positivo para HTLV-1 no sangue e/ou LCR,;

3. Excluséo de outras doencas neuroldgicas que possam se assemelhar a HAM/TSP.

Possivel:

1. Apresentacéo clinica completa ou incompleta;

2. Presenca de anticorpos anti HTLV-1 no sangue e/ou LCR, confirmados por Western
blot e/ou PCR positivo para HTLV-1 no sangue e/ou LCR,;

3. Nao foram excluidas outras doencas que possam se assemelhar a HAM/TSP.

Os aspectos caracteristicos da HAM/TSP sdo fraqueza ou espasticidade de
membros inferiores de apresentacdo cronica ou subaguda, que inicialmente podem ser
unilaterais, mas invariavelmente se tornam bilaterais e estdo associados a sinais
piramidais (BANGHAM et al., 2015; SOUZA et al., 2012). Durante a evolucdo da
doenca, a disfuncdo urinaria é muito comum, com o aumento da frequéncia urindria, a
urgéncia, a nocturia e, as vezes, a incontinéncia (ARAUJO; SILVA, 2006; CASTRO et
al., 2007; TROISGROS et al., 2017). Os sintomas urinarios sdo geralmente atribuiveis a
hiperatividade da bexiga, mas 15% dos pacientes tém bexiga flacida, com retencdo
urinaria e risco de nefropatia obstrutiva (BANGHAM et al., 2015). Em alguns casos, 0s
sintomas urinarios antecedem a paraparesia (IMAMURA et al., 1991; TANAJURA et al.,
2015). Nos homens, a disfuncao erétil € comum (OLIVEIRA et al., 2010).
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A constipacdo € comum, assim como a dor lombar (ARAUJO, 2015). Sintomas
sensoriais como a parestesia e sensacdo de queimagao nos membros inferiores também
sdo comuns (NASCIMENTO; MARQUES, 2013); no entanto, sinais sensoriais objetivos
sdo incomuns e, quando estdo presentes, geralmente refletem o envolvimento das colunas
posteriores da medula espinhal e estdo associados a diminuicdo da sensacao
proprioceptiva e vibratoria. Um nivel sensorial bem definido é raramente observado em
HAM/TSP. Apesar de ndo revelarem nenhuma caracteristica exclusiva de HAM/TSP, o
exame do liquor e a neuroimagem séo essenciais para excluir outras doencas. A medula
espinhal pode estar edemaciada, normal ou atréfica dependendo do estagio da doenca,

com ou sem alteragdes de sinal na ressonancia magnética (BANGHAM et al., 2015).

O diagnostico diferencial deve ser realizado com outras causas de mielopatia:
processos carénciais (deficiéncia vitamina B12 e folato), infecciosas e parasitarias (sifilis,
HIV, fungos, esquistossomose, neurocisticercose, tuberculose, Doenca de Lyme,
Toxocara canis, Ascaris suum), compressivas (espondiléticas, tumorais), toxicas,
metabdlicas, vasculares, autoimunes (esclerose multipla, paraneoplasicas, colagenoses, e
outras), hereditarias (paraparesia espastica familiar e outras) (CASTRO-COSTA et al.,
2006).

O tratamento sintomatico ainda é a base da terapia de pacientes com HAM/TSP
(FUTSCH; MAHIEUX; DUTARTRE, 2017). Analgésicos, drogas antiespasticas,
laxantes, medicamentos para a bexiga neurogénica, juntamente com um bom programa
de reabilitacdo, sdo opcOes uteis para o tratamento em longo prazo (GESSAIN;
MAHIEUX, 2012). Diversos tratamentos ja foram testados, entretanto com sucesso
clinico muito limitado - terapia com corticosteroides, danazol, vitamina C, interferon alfa,
zidovudina, lamivudina, entre outros (ARAUJO; SILVA, 2006). Sucesso na redugéo do
namero de células infectadas pelo HTLV-1 e dos niveis de marcadores inflamatorios
foram relatados recentemente utilizando o mogamulizumab, um anticorpo monoclonal
humanizado anti-CCR4, entretanto o efeito na resposta clinica precisa ser melhor
esclarecido (SATO et al., 2018b).



15

Bexiga neurogénica e disfuncéo erétil

Virtualmente todos os pacientes com HAM/TSP tem manifestages do sistema
geniturinario, como aumento da frequéncia e urgéncia urinaria, com ou sem
incontinéncia, noctuaria, e disfuncdo erétil (CASTRO et al., 2007; IMAMURA et al.,
1991; TROISGROS et al., 2017). Além disso, uma grande porcentagem de portadores de
HTLV-1 que ndo preenchem os critérios para HAM/TSP definida também apresentam
essas manifestacfes (CASTRO et al., 2007).

Em um estudo com 324 individuos infectados pelo HTLV-1, 78 foram submetidos
ao teste urodinamico. A hiperatividade detrusora (33/63; 52,4%) foi a principal
anormalidade encontrada, seguida por dissinergia vesico-esfincteriana (15/63; 25,4%).
Anormalidades urodindmicas similares aos individuos com HAM/TSP foram
identificadas em individuos inicialmente considerados como portadores de HTLV-1 (DE
CASTRO et al., 2007). Sintomas urindrios podem ser 0s primeiros sintomas da
HAM/TSP, sendo documentadas anos antes do surgimento da paraparesia (CASTRO et
al.,, 2007; IMAMURA et al., 1991; OLIVEIRA; CASTRO; CARVALHO, 2007).
Ademais, 0s pacientes que ndo preenchem os critérios para HAM/TSP definida, mas que
apresentam bexiga neurogénica confirmada pelo estudo urodinamico, séo classificados
como provavel HAM/TSP (CASTRO-COSTA et al., 2006).

A disfungdo erétil (DE) tem sido observada com frequéncia em individuos
infectados pelo HTLV-1 com ou sem evidéncia de mielopatia. Em um estudo que avaliou
a frequéncia de DE em individuos com HTLV-1, constatou-se que a DE estava presente
em todos os pacientes com HAM/TSP definitiva, em 79% dos pacientes com provavel
HAM/TSP e em 35,9% dos portadores de HTLV-1(OLIVEIRA et al., 2010). Embora haja
uma clara relacdo entre o grau de comprometimento neurolégico do HTLV-1 e a
disfuncéo erétil, chama atencdo a ocorréncia da DE em pacientes com HTLV-1 sem
doenca neuroldgica (DE OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2010).

Outras manifestacfes neuroldgicas associadas ao HTLV-1

Do ponto de vista das manifestaces neuroldgicas a HAM/TSP parece ser somente
a "ponta do iceberg" e um espectro de manifestacdes tem sido atribuida a infeccéo pelo
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virus (figura 1) (ARAUJO; SILVA, 2006). As neuropatias periféricas tém sido
consistentemente encontradas em associagdo com a HAM/TSP (KIWAKI et al., 2003). O
quadro clinico é caracterizado principalmente por sensacdo de queimacgao e parestesias,
geralmente associada a reflexos abolidos. A neuropatia periférica isolada sem mielopatia
sintomatica em pacientes com infeccdo pelo HTLV-1 é extremamente rara, e poucos
casos foram relatados na literatura (DOUEN; PRINGLE; GUBERMAN, 1997; LEITE et
al., 2004). Outros tipos de neuropatia também j& foram relatadas em associa¢do a infeccéo
pelo virus, como polirradiculoneuropatia (ARAKAWA et al., 1990), mononeurite
maultipla (KIWAKI et al., 2003) e neuronopatia sensorial (MARTINEZ et al., 2018;
SHIMAZAKI et al., 2002). Leclercq et al relataram um caso de um paciente portador de
HTLV-1, originario das ilhas do Caribe, que desenvolveu paralisia facial bilateral
recorrente (LECLERCQ et al., 2015).

MAH/PET

MAH/PET subclinica

Miopatia Polineuropatia

Disautonomia

ELA ik
e Outros (2)

Déficits cognitivos

Figura 1: O complexo neurolégico do HTLV-1: o modelo do iceberg. Reproduzido de Aradjo;
Silva, 2006.

Desde a descri¢cdo da HAM/TSP em meados dos anos 80, pelo menos 35 casos de
sindrome semelhante a esclerose lateral amiotréofica (ELA) foram relatados (ALFAHAD;
NATH, 2013). Esses individuos apresentam sintomas atipicos de ELA, ou seja, sintomas
autondmicos e / ou sensoriais, além de uma progressdao mais lenta (ARAUJO, 2015;

SILVA et al., 2005). Disautonomia, clinicamente caracterizada por hipotensédo postural,
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mudancas na taxa de variabilidade cardiaca, disfuncao do controle urinario e do suor tém
sido observadas em pacientes com HAM/TSP (ALAMY et al., 2001; KURIYAMA et al.,
2009; RAZA; PYATT, 2006).

A polimiosite (PM) e a miosite por corpusculos de inclusdo tém sido associadas a
infeccdo pelo HTLV-1(DALAKAS, 2006; FERREIRA et al., 2010; GILBERT et al.,
2001; MORGAN et al., 1989). A apresentacdo clinica da PM relacionada ao HTLV-1 é
semelhante a da PM idiopatica, com fraqueza simétrica e proximal e mialgia. Os reflexos
tendinosos profundos séo diminuidos ou abolidos, mas podem ser normais ou mesmo
rapidos em pacientes com HAM/TSP concomitante. Os musculos bulbares sao
clinicamente afetados em um terco dos casos (ARAUJO et al., 2009). Acredita-se que 0
dano muscular ndo esté relacionado a invaséo direta das fibras musculares pelo virus, mas

a um processo imunomediado (OZDEN et al., 2004).

HAM/TSP e infeccdo assintomatica podem estar associadas a déficits cognitivos
leves (SILVA et al., 2003). Dois estudos de corte transversal foram realizados
recentemente para avaliar a performance cognitiva em individuos infectados com HTLV-
1. Ambos encontraram uma maior frequéncia de comprometimento cognitivo nos
individuos infectados do que controles normais (GASCON et al., 2017; RAULINO
GONCALVES et al., 2017). Cabe ressaltar que ndo foram realizadas ressonancias
magnéticas do encéfalo para avaliar a presenca de lesdes em substancia branca. Além
disso, no estudo realizado por Raulino Gongalves et al (2017) a baixa escolaridade dos
individuos avaliados pode ter interferido na performance cognitiva. Morgan e
colaboradores (2007) avaliaram individuos com diagndstico de HAM / TSP e portadores
de HTLV-I. A fungdo cognitiva foi menor no grupo de individuos com HAM / TSP, mas
ndo se correlacionou com o ndmero de lesGes da substancia branca do cérebro na

ressonancia magnética.

O HTLV-1 ndo é amplamente reconhecido como causa de encefalopatia.
Crawshaw et al (2018) publicaram trés novos casos de encefalopatia em individuos
portadores de HAM/TSP, sem outra etiologia aparente, e revisaram outros casos ja
publicados. As caracteristicas clinicas incluiram alteracfes do nivel de consciéncia,
cefaleia, febre / hipotermia, convulsdes e déficit neuroldgico focal. A analise do liquor

evidenciou pleocitose e hiperproteinorraquia; e a ressonancia magnéetica foi normal ou
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evidenciou alterac6es da substancia branca no cérebro e na medula (CRAWSHAW et al.,
2018). Outra associagdo dificil de comprovar € a ataxia cerebelar (ARAUJO; SILVA,
2006), embora sindromes cerebelares tenham sido relatadas como um achado neuroldgico
em pacientes infectados pelo HTLV-1 (CASTILLO et al., 2000; KIRA et al., 1993; TAKI
etal., 2011).

Artropatia associada ao HTLV-1

A infecgdo pelo HTLV-1 foi descrita em associagdo com Vvérias sindromes
reumaticas, como a sindrome de Sjogren e a artrite reumatoide (MOTOKAWA et al.,
1996; NISHIOKA, 1996). O primeiro relato da associa¢do de HTLV-1 e artrite ocorreu
em uma mulher com ATL (TANIGUCHI et al.,, 1988). Em 1989, Nishioka e
colaboradores (NISHIOKA et al., 1989), propuseram uma associagdo entre HTLV-1 e
artropatia crénica inflamatoria, baseando-se na observacdo de linfocitos atipicos
compativeis com células semelhantes a ATL em pacientes com quadro clinico tipico de

oligoartrite crénica, sendo os ombros, punhos e joelhos preferencialmente envolvidos.

A artropatia associada ao HTLV-1 é caracterizada por sinovite cronica
inflamatdria e proliferativa, com acentuado edema articular com lesGes dsseas e
articulares ocasionais (NISHIOKA, 1996). No estudo brasileiro, realizado entre 2003 e
2004, com individuos infectados pelo HTLV-1, 24 pacientes tiveram o diagnéstico de
sindrome de Sjogren provavel (17,5%), 18 pacientes (13,1%) de artrite reumatoide, uma
paciente teve diagndstico de doenca mista do tecido conjuntivo e uma de lapus
eritematoso sistémico (0,7%, respectivamente). Suspeita de artropatia relacionada ao
virus foi encontrada em 22 pacientes (16,1%) (DE CARVALHO et al., 2006). Ha outros
relatos de artropatia em individuos infectados pelo HTLV-1(FRENZEL et al., 2014;
TAKAHASHI et al., 2005), mas ainda é incerto se 0 HTLV-1 causa essa condicao
(BANGHAM, 2018). Enquanto a poliartralgia é muito frequente em individuos
infectados pelo virus, a presenca de artrite é rara (CASKEY et al., 2008). Adicionalmente,
a associacdo da infeccdo pelo HTLV-1 com doengas auto-imunes tem sido contestada e
hoje ja é documentado que esses pacientes ndo apresentam sindrome de Sjogren e sim,
sindrome seca (LIMA et al., 2016).
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Manifestacdes orais da infeccéo pelo HTLV-1

O termo doenca periodontal (DP) engloba uma ampla variedade de condicdes
inflamatorias cronicas da gengiva, 0sso e ligamento. A doenca periodontal comega com
gengivite, uma inflamacao iniciada por bactérias na placa dentaria. A periodontite cronica
ocorre quando a gengivite ndo tratada progride para a perda da gengiva, do 0sso e do
ligamento, o que cria as "bolsas" periodontais profundas que sdo uma caracteristica da
doenca e podem levar a perda do dente (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017). Estudos prévios demonstraram que a salde bucal anormal é uma caracteristica
comum em pacientes infectados pelo HTLV-1 e que esses pacientes tém um aumento
acentuado da prevaléncia de DP (CASKEY et al., 2008; LINS et al., 2012).

A infeccdo pelo HTLV-1 pode ser considerada um potencial fator modificador na
patogénese da DP. Em um estudo prévio, foi observado um aumento da gravidade da
periodontite devido a infeccdo pelo HTLV-1, que pode ser justificada pela interferéncia
indireta na resposta imune, além da interagio com o0s periodontopatdgenos
caracteristicamente associados com DP, como Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, Tannerella forsythia, e Aggregatibacter actinomycetemcomitans e virus, como

Epstein-Barr, herpes simplex virus 1 e citomegalovirus humano (GARLET et al., 2010).

A xerostomia € a sensa¢do subjetiva de boca seca, que pode estar associada a
varias doengas ou alteragdes sistémicas, incluindo a Sindrome de Sjogren (KORN et al.,
2002). E importante ressaltar que as queixas de xerostomia podem n&o estar diretamente
relacionadas a reducdo do fluxo salivar (LINS et al., 2012). A sindrome de Sjogren é uma
doenca autoimune cronica que afeta as glandulas salivares e lacrimais através de um
infiltrado linfocitario, levando a xeroftalmia e xerostomia (FERRO et al., 2017). Estudos
prévios demonstram uma correlacdo entre a infecgcdo pelo HTLV-1 e a sindrome seca,
independentemente da presenca da sindrome de Sjogren (FERRAZ-CHAOUI et al., 2010;
LIMA et al., 2016).

Outras doencas associadas a0 HTLV-1

O HTLV-1, além de ser o agente etiolégico da ATL e da HAM/TSP, ja foi

relacionado a sindromes inflamatdrias sintomaticas em varios 6rgdos, incluindo dermatite
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infecciosa (DE OLIVEIRA et al., 2005; ORTIZ et al., 2015; PRIMO et al., 2005;
STEGLICH et al., 2015), uveite (NAKAO et al., 1999; NAKAO; ABEMATSU;
SAKAMOTO, 2018) e bronquiectasia (EINSIEDEL et al., 2012). Além disso, 0 HTLV-
1 predispde ao desenvolvimento de doencas infecciosas, como a escabiose (BRITES et
al., 2002), a tuberculose (CARVALHO etal., 2018; DE LOURDES BASTOS et al., 2009;
MARINHO et al., 2005) e a estrongiloidiase (GOTUZZO et al., 1999).
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V. MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectivo em individuos com alta e baixa carga proviral com
a finalidade de correlacionar a carga proviral com o desenvolvimento de doenca e a

resposta imune entre 2001 e 2016.
Amostra estudada

Individuos infectados pelo virus HTLV-1 sem evidéncia de mielopatia definida
ou provavel associada e acompanhados no Ambulatério Multidisciplinar de HTLV do
Servico de Imunologia / Hospital Universitario Prof. Edgard Santos/ Universidade
Federal da Bahia (UFBA). Desde 2001, uma coorte de individuos infectados com HTLV-
1, atualmente com 674 individuos, foi sistematicamente acompanhada, com avalia¢fes
anuais por diversas especialidades, entre elas neurologia, urologia, reumatologia,
odontologia, psicologia e enfermagem. Os casos foram definidos como pertencentes ao
grupo de expostos ou ndo expostos. Os sujeitos expostos eram individuos infectados pelo
HTVL-1 com alta carga proviral (maior de 50.000 copias em 10° células)(GRASSI et al.,
2011) por ocasido da admissdo e que ndo apresentaram evidéncias de mielopatia
associada a0 HTLV-1(CASTRO-COSTA et al., 2006). Os controles foram definidos
como individuos infectados pelo HTVL-1 com baixa carga proviral (menor de 50.000

copias em 10° células) sem evidéncia de mielopatia por ocasido da admissdo no estudo.

Foram identificados incialmente 92 individuos acompanhados no ambulatério que
apresentavam alta ou baixa carga proviral que ndo tinham HAM/TSP. Desse total, 22
individuos foram excluidos por ndo poderem ser pareados por sexo e idade, sete por terem
acompanhamento inferior a dois anos, 2 devido apresentarem coinfec¢cdo com HTLV-2 e
um paciente por neurossifilis (diagrama de fluxo). Assim sendo, a amostra final foi de 60
individuos, 30 individuos de casos e 30 individuos controles pareados por idade (x5 anos)

€ Sexo.
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Critérios de Inclusao

e Individuos com diagndéstico da infeccdo pelo HTLV-1 pelo teste de enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) — (Cambridge Biotech Corp., Worceste,
MA,USA); e confirmados por teste de Western-Blot —-HTLV blot (Genelab,
Singapore).

e Idade entre 18 e 60 anos no inicio da coorte.

e Ter carga proviral e producdo de citocinas determinadas em pelo menos duas
ocasides, no inicio e fim do estudo.

e Concordancia em participar do estudo e a assinar o termo de consentimento livre

e esclarecido.

Critérios de exclusao

e Individuos com co-infec¢cdo com HIV, HTLV-2 ou sorologia indeterminada.

e Portadores de mielopatias, esclerose multipla, neurossifilis, neurotuberculose e
neuroesquistossomose. Tais patologias foram excluidas através da historia
clinica, exames laboratoriais e/ou de imagem.

e Tratamento com imunossupressores e/ou corticoides.

e Gravidez.
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92 individuos com
diagnostico de HTLV-1 pelo
teste de ELISA e confirmados
por teste de Western-Blot —
HTLV blot

Excluidos: a) 22
individuos ndo pareados
por sexo e idade, b) 7
por acompanhamento
inferior a dois anos, ¢) 2
co-infectados pelo
HTLV-2 e d)1 por
neurossifilis

Grupo de casos: 30 portadores
com alta carga proviral
(>50.000 copias/10° células)

Grupo controle: 30 portadores
com baixa carga proviral
(<50.000 copias/10° células)
pareados por sexo e idade + 5
anos

Diagrama de fluxo 1: Populacéo estudada
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Coleta de dados e avaliacéo clinica

Desde 2001, os dados clinicos vem sendo coletados usando um questionario
padronizado de coleta de dados (anexo 1 e 2) e armazenados em um banco de dados
eletronico, utilizando-se o sistema Research Eletronic Data Capture (REDcap) (HARRIS
et al., 2009), com informacdes atualizadas semanalmente pelos gerenciadores de dados.
Os dados foram coletados na admissdo e nas consultas subsequentes por meio de
anamnese, exame clinico, exames laboratoriais e / ou radioldgicos. Todos os individuos
participantes da coorte eram convidados a comparecer no ambulatdrio duas vezes ao ano.
As seguintes variaveis foram avaliadas: data de nascimento, sexo, fonte de
encaminhamento, raga, historia de transfusdo sanguinea, comorbidades, presenca de
xerostomia e xeroftalmia, sintomas urinarios e neurolégicos e dores articulares. Todos 0s
sujeitos foram submetidos a exame fisico geral, incluindo o exame neurologico. Duas
escalas sdo utilizadas para classificar os individuos infectados com o HTLV-1. A Escala
de Incapacidade de Kurtzke, do inglés, “Extended Disability Status Scale”
(EDSS)(KURTZKE, 1983), criada para avaliagdo de individuos com esclerose maltipla
(anexo 3), e a escala “Osame Motor Dysfunction Scale” (OMDS) (anexo 4) (YAMANO
et al., 2009). Os desfechos que foram avaliados incluiram a ocorréncia de hiperreflexia
no grau 3 e 4, sinal de Babinski, parestesias em maos e pés, dificuldade para deambular
e correr, sintomas urinarios, disfuncdo erétil nos homens, doenca periodontal e sindrome

seca.
Determinacao da carga proviral

A carga de DNA proviral de HTLV-1 em células sanguineas mononucleares
periféricas (CMSP) foi mensurada por PCR em tempo real, utilizando o detector de
sequéncias ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) como descrito
previamente por Nagai et al.(NAGAI et al., 1998). O DNA foi extraido de 1x10° células
utilizando o Kit de extracdo Puregene DNA Isolation Kit (Gentra, Minneapolis, MN) de
acordo com as instrucdes do fabricante e 100 ng da solugdo de amostra de DNA foi
analisada. O valor da carga proviral foi calculado pela seguinte formula: nimero de copias
de HTLV-1 (pX) por 100 células = (nimero de copias de pX) / (nimero de copias de -
actina/ 2) x 100. Foi utilizada a primeira carga proviral e a Gltima realizada. Os resultados

estdo expressos em mediana e interquartil do nimero de copias em 10® CMSP.
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Deteccéo da producéo de citocinas

A producéo de citocinas (IFN-y, TNF e IL10) em sobrenadante de culturas de
celulas mononucleares do sangue periférico ndo estimuladas foi determinada ap6s 48h de
incubacdo por ocasido da admissao e no final do estudo. Para determinacédo de citocinas
as células mononucleares foram isoladas de sangue venoso por gradiente de densidade
usando ficcol hypaque. As células foram lavadas em solucgdo salina e ressuspensas em
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina e gentamicina. Apos
ajustadas a concentracdo de 3 x 10%/ml, aliquotas de 1 ml foram incubadas em placa de
24 orificios a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 48h sem estimulo. Os sobrenadantes
foram colhidos e congelados para anélise de producédo de citocinas. A determinacgdo de
citocinas pela técnica de ELISA e os resultados s&o apresentados em picograma/ml.

Andlise estatistica

As informacdes coletadas foram inseridas em um banco de dados padronizado e
analisadas utilizando o programa Statistical Package for the Social Science (SPSS) verséo
17 para Windows (disponivel no laboratério de informéatica da Pds-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia). Os individuos foram classificados
em dois grupos para analise: expostos (alta carga proviral) e ndo expostos (baixa carga
proviral). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para determinar a normalidade
nas diferentes variaveis. Devido a distribuicdo das variaveis testadas optou-se por utilizar

testes ndo-paramétricos.

Na analise descritiva calculou-se a mediana e o intervalo interquartil para
avaliacdo das varidveis continuas, e as propor¢des foram utilizadas para descrever as
varidveis categoricas. O Teste U de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as
medianas e o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher para as proporgoes. O teste
de McNemar foi utilizado para comparar frequéncias oriundas de amostras pareadas e 0
teste T de Wilcoxon para comparar dados amostrais em pares. Foi considerado

significante um valor de p < 0,05 (0= 5%).

O coeficiente de correlagdo de Spearman e sua significancia foi utilizado para

avaliar a correlagdo entre os valores da carga proviral e as demais citocinas. As curvas de
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Kaplan-Meier foram utilizadas como curvas de sobrevida e o log-rank teste foi utilizado

para comparar curvas.
Etica em pesquisa

O Comité de Etica da Universidade Federal da Bahia e a Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) aprovaram o projeto de pesquisa registrado sob o nimero

11071. Todos individuos preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido.



Resultados

Estatisticas descritivas gerais e dados epidemiologicos
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Um total de 60 individuos infectados pelo HTLV-1 foram elegiveis para este

estudo e incluidos na anélise. Os dados demograficos, aspectos epidemioldgicos e

clinicos dos individuos infectados pelo HTLV-1 sem HAM/TSP de acordo com a carga

proviral e por ocasido da admisséo sao mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas Demograficas, Aspectos Epidemioldgicos e Clinicos em
Individuos Infectados pelo HTLV-1 sem HAM/TSP Classificados de Acordo com a

Carga Proviral na Admissao

Caracteristicas Carreadores com Carreadores com p
alta carga proviral baixa carga proviral  valor
(n 30) (n 30)
Sexo feminino 20 (66,7%) 20 (66,7%)
Idade em anos na Gltima 55,5 (+11,6) 56,2 (+11,2) 0,81°
avaliacdo (média + desvio
padrao)
Encaminhamento 0,192
Banco de sangue 18 (60%) 24 (80%)
Outras clinicas 1 (3,3%) 0
Parentes 1 (3,3%) 2 (6,7%)
Outros 10 (33,3%) 4 (13,3%)
Transfusdo sanguinea 4 (13,8%) 1 (3,3%) 0,19°
Anos de acompanhamento 11 (8,5 - 13) 11,5(8-12) 0,57¢
(mediana [intervalo
interquartil])
Comorbidades
Diabetes 4 (13,3%) 3 (10%) >0,99°
Hipotireoidismo 3 (10%) 1 (3,3%) 0,61°
Osteoartrite 7 (23,3%) 13 (43,3%) 0,102
Infeccdo pelo Virus B 0 1(3,3%) >0,99°
Infecgéo pelo Virus C 0 1 (3,3%) >0,99°

a Teste de x%; b Teste exato de Fisher; ¢ Teste U de Mann-Whitney
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Houve uma predominancia de individuos do sexo feminino nos dois grupos
estudados e a idade dos pacientes foi também semelhante. Esses individuos foram
principalmente referenciados por bancos de sangue, 60% do total no grupo de individuos
com alta carga proviral e 80% nos individuos com baixa carga proviral. Além disso, uma
proporcéo pequena de individuos foi referenciada por familiares, clinicas neuroldgicas e
outros. Nao houve diferenca entre os grupos com relacdo a historia de transfusdo
sanguinea. Todos eram heterossexuais e negaram o uso de drogas ilicitas.

No geral, os individuos foram acompanhados por um longo periodo de tempo com
mediana de 11 anos (minimo 2 anos - maximo 16 anos). No grupo de portadores com alta
carga proviral, os individuos foram acompanhados com mediana de 11 anos versus 11,5
anos no grupo controle (p 0,57). Ndo houve diferenca com relacdo a presenca de
comorbidades como diabetes, hipotireoidismo, osteoartrite e infeccéo pelo virus B e virus
C.

Manifestacdes clinicas associadas ao HTVL-1

Todos os individuos foram submetidos a exame clinico, odontolégico e
neuroldgico, com a aplicacdo de duas escalas EDSS e OMDS. Todos tiveram pontuacao
igual a zero nas duas escalas. Foram também avaliados com relacdo ao comprometimento
articular e a historia de olho seco e o exame odontoldgico avaliando a ocorréncia de boca
seca e de doenca periodontal. Essas manifestacfes por ocasido da entrada do estudo e na

avaliacdo final nos individuos com alta e baixa carga proviral séo mostrados na tabela 2.
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N&o houve mudanca com relacédo a frequéncia de sintomas urinarios, de sintomas
e sinais neuroldgicos, da frequéncia de dor articular e da queixa de xeroftalmia. A
frequéncia dos individuos que se queixavam de xerostomia aumentou de 3 (10%) para 9
(36%) (p 0,03) no grupo de individuos com alta carga proviral. Na avaliacdo final, os
casos ndo foram significativamente mais propensos do que os controles a relatar queixas
de dificuldade para correr (16.7% versus 20% p 0,74), para deambular (6,7% versus 10%
p >0,99), sintomas uroldgicos (16.7% versus 13,3% p >0,99), parestesias nas méaos
(16,7% versus 13,3% p >0,99) e nos pes (20% versus 13,3% p 0,49). A frequéncia dos
individuos que se queixavam de parestesias em maos na admissao foi maior no grupo de

casos do que nos controles (26,7% versus 6,7%, p 0,04).

Carga proviral do HTLV-1

A anélise comparativa entre a carga proviral basal e na Ultima avaliagdo entre 0 0s

casos e controles é mostrada na tabela 3.

Tabela 3: Analise Comparativa entre a Carga Proviral Basal e na Ultima Avaliagio no
Grupo de Casos e Controles

Carga proviral Carga proviral na p valor?
basal* Gltima avaliagdo™
Portadores com alta 120.848 [79.583,75 71.896 [21.710 — 0,02
carga proviral -192.800,25]4 156.828,75] ¥
Portadores com baixa 4.821 [937 - 6.141[461,5 - >0,99
carga proviral 27.604]4 27.851,5]°

a Teste T de Wilcoxon; An=30; ¥n=26; 0n=25
* Expresso como ndmero de copias de HTLV-1 por 108 células sanguineas mononucleares periféricas;
mediana (intervalo interquartil)

Como era de se esperar a carga proviral por ocasido da admissdao foi maior nos
portadores com alta carga proviral do que nos portadores com baixa carga proviral, p
<0,01. Durante o seguimento, engquanto no grupo com alta carga proviral houve uma
diminuicdo (de 120.848 copias/10°CMSP para 71.896 copias/10°CMSP; p 0,02), ndo
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houve mudanca significativa na carga proviral nos individuos que apresentavam baixa

carga (4.821 na admisséo e 6.141 copias/10°CMSP na Gltima avaliagéo, p >0,99).

Producéo de citocinas

A producdo de citocinas por ocasido da admissdo e na Ultima avaliacdo em
individuos portadores HTLV-1 sem HAM/TSP com alta e baixa carga proviral € mostrada
na figura 2.
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Figura 2a-c. Concentracdo de citocinas em sobrenadantes de culturas de células
mononucleares ndo estimuladas de portadores de HTLV-1 com alta e baixa carga

proviral por ocasido da admissdo no estudo e na ultima avaliag&o.
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Por ocasido da admissao, a producédo de IFN-y e de IL10 foi maior nos portadores
com alta carga proviral do que nos portadores com baixa carga proviral. A producdo de
TNF-a nos individuos com alta carga proviral foi de 381 (140-697pg/ml), sendo maior
que nos portadores com baixa carga [105 (0-619pg/ml)], mas essa diferenca nao teve
significancia estatistica (p 0,06). Nossos dados, avaliando portadores do virus com alta e
baixa carga proviral durante a coorte, mostraram que enquanto ndo houve diferenca na
producéo de interferon-y nos individuos com alta carga proviral durante o periodo da
coorte [1.308 (623-2.308pg/ml) na admissao e 1496 (451-2.307pg/ml) na avaliacao final],
foi observada uma reducéo na producdo de TNF nos individuos com baixa carga proviral
(p <0,02).

Avaliamos também a existéncia de correlacdo entra as citocinas determinadas e a
correlacdo entre as citocinas com a carga proviral. O coeficiente de correlacdo de
Spearman e sua significancia foi utilizado para avaliar a correlagdo das concentracGes

séricas das citocinas IFN-y e TNF (figura 3a-d).
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Figura 3a-d: Correlacdo de Spearman entre as citocinas interferon-y e TNF nos

individuos com alta e baixa carga proviral por ocasido da admisséo e na avaliagdo

final
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Houve uma correlacéo direta entre IFN-y e TNF nos individuos com alta carga
proviral na primeira avaliacdo r 0,45 (p 0,01) e também nos portadores com baixa carga
proviral r 0,641 (p <0,01). Essa correlagcdo se manteve positiva na avaliacao final tanto
nos individuos com alta carga pro r 0,721 p < 0,01 como nos individuos com baixa carga
proviral r 0,605 (p <0,01). A correlagéo entre a producéo de TNF e IL10 em portadores
com alta e baixa carga proviral por ocasido da admissao e na Ultima avaliacdo é mostrada

na figura 4a-d.
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Figura 4a-d: Correlacdo de Spearman entre as citocinas IL-10 e TNF nos individuos

com alta e baixa carga proviral por ocasido da admissao e na avaliacéo final
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Enquanto houve uma correlacdo direta entre TNF-a e IL-10 na avaliagdo inicial (r
0,483 p <0,01), isso ndo foi observado nos individuos com baixa carga (r 0,358 p 0,06).
Por ocasido da ultima avaliacdo houve uma correlagdo positiva tanto nos individuos com
alta carga proviral quando com baixa proviral. A correlacdo entre a producédo de IFN-y e
IL-10 em portadores com alta e baixa carga proviral por ocasido da admissédo e na ultima

avaliacdo é mostrada na figura 5.



36

Figura 5a-d: Correlacdo de Spearman entre as citocinas IFN-y e IL-10 nos
individuos com alta e baixa carga proviral por ocasido da admisséo e na avaliagdo
final
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Enquanto na primeira avaliacdo ndo foi documentada uma correlacdo entre IFN-y
e IL-10 (r = 0,300, p 0,11) nos individuos com alta carga proviral, na avaliacdo final
houve uma forte correlagdo entre IFN-y e IL-10 (r 0,768, p <0,01).

Avaliamos também a existéncia de associagdo entre a producgéo de citocinas e a
carga proviral. Os dados significantes encontrados foram quando correlacionamos a carga

proviral e a producéo de IFN-y e TNF na ultima avaliacdo (figura 6).
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Figura 6: Correlacdo de Spearman entre IFN-y, TNF e a carga proviral nos

individuos com alta e baixa carga proviral na avaliagédo final
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As curvas individuais de Kaplan-Meier e testes log-rank de comparacdo para 0s
principais sintomas sdo apresentados na figura 7. Manifestagdes clinicas s6 foram
modificadas ap6s um periodo longo de acompanhamento e ndo houve diferenca entre os
sintomas urinarios, dificuldade para andar e correr, parestesias em maos e pés e

hiperreflexia biciptal e patelar.



Figura 7: Curvas de Kaplan-Meier para os principais sintomas nos individuos
infectados pelo HTLV-1, conforme carga proviral na admisséo.
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VI. DISCUSSAO

A carga proviral é considerada isoladamente como principal fator de risco para o
desenvolvimento da mielopatia associada ao HTLV-1. Varios estudos tém documentado
que a carga proviral em pacientes com HAM/TSP é mais elevada do que em portadores
do virus (GRASSI et al., 2011; MATSUZAKI et al., 2001; NAGAI etal., 1998; OLINDO
et al., 2005). Adicionalmente estudos mais recentes tém mostrado que diferente do
conceito tradicional que a infeccdo pelo HTLV-1 € associada com baixa morbidade, a
maioria dos individuos infectados por esse virus apresentam sintomas relacionados com
o sistema neuroldgico (BISWAS et al., 2009; CASKEY et al., 2008; TANAJURA et al.,
2015) e com outros aparelhos e sistemas, como maior frequéncia de disturbios urinarios
caracteristicos de bexiga neurogénica (CASTRO et al., 2007; TROISGROS et al., 2017),
maior frequéncia de disfuncdo erétil (DE OLIVEIRA et al., 2017), xerostomia,
xeroftalmia (LIMA et al., 2016), poliartropatia (FRENZEL et al., 2014) e doenca
periodontal (GARLET et al., 2010). A despeito da associacdo entre alta carga proviral e
a HAM/TSP, bexiga neurogénica e dermatite infecciosa (NAGAI et al.,, 1998;
NASCIMENTO et al., 2009; PRIMO et al., 2009; SANTOS et al., 2012) é conhecido
uma subpopulacdo de individuos infectados pelo virus que ndo apresentam doenca
neuroldgica (DEMONTIS; HILBURN; TAYLOR, 2013; GRASSI et al., 2011,
MARTINS et al., 2017).

Um outro marcador de comprometimento neuroldgico associado a infeccdo pelo
HTLV-1 é a produgdo exagerada de citocinas pro-inflamatorias. Pacientes com
HAM/TSP apresentam concentracdes mais elevadas de citocinas pro-inflamatérias como
IFN-y e TNF, CXCL9, CXCL10, IL-1 beta e IL-6 (DOMINGOS et al., 2017;
GUERREIRO et al., 2006; SOUZA et al., 2012). Com a finalidade de melhor entender a
importancia da carga proviral e das alteracdes imunologicas no desenvolvimento de
sintomas associados ao HTLV-1 em portadores do virus, comparamos em um estudo de
coorte as manifestagdes neuroldgicas e clinicas e a resposta imune em individuos
infectados pelo HTLV-1 sem HAM/TSP que por ocasido da admissdo do estudo
apresentavam alta ou baixa carga proviral.

Aproximadamente 1 a 4% dos individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolvem
HAM/TSP, dependendo da etnia (BANGHAM, 2018). A idade de inicio da mielopatia
associada ao HTLV-1 esta em torno de 50 anos (GOTUZZO et al., 2004; MARTIN et al.,
2010; MATSUZAKI et al., 2001; OLINDO et al., 2006, 2018). Os dois grupos de
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portadores de HTLV-1 do presente estudo apresentaram perfil demografico e
epidemiol6gico semelhante, com uma idade média superior a 50 anos na ultima avaliag&o,
e nos 2 - 16 anos de acompanhamento, ndo apresentaram evidéncias de HAM/TSP.
Admite-se que a transfusao sanguinea € um fator associado a HAM/TSP (GOUT et al.,
1990; KURODA et al., 1992). Coinfec¢des podem também modificar a evolucao clinica
dos individuos infectados pelo HTLV-1 (BEILKE et al., 2004; TURPIN et al., 2018). No
nosso estudo, esses aspectos foram comparados nos dois grupos ndo demonstrando

diferenca da historia de transfusdo sanguinea, nem na existéncia de coinfecgoes.

No estudo realizado por Biswas e colaboradores (BISWAS et al., 2009) com
infectados com HTLV-1 e HTLV-2, sem mielopatia associada, comparados com
controles soronegativos foi mostrado que os infectados com HTLV-1 tiveram a
ocorréncia maior de sintomas neurologicos, como fragueza em membros inferiores,
hiperreflexia, sinal de Babinski e alteracédo da sensibilidade vibratéria, do que os ultimos.
Sintomas urinarios também foram mais prevalentes em grupos de HTLV-1 e HTLV-2.
Em estudo transversal prévio comparando sintomas em individuos infectados pelo
HTLV-1 e doadores sadios, foi evidenciado que individuos soropositivos eram mais
propensos a apresentar fragueza em membros, parestesias, sintomas urindrios,
hiperreflexia, sinal de Babinski e disfuncdo erétil (CASKEY et al., 2008).

Tanajura e colaboradores (TANAJURA et al., 2015) também observaram que
muitos portadores de HTLV-1 apresentam queixas neurolégicas relacionadas as
manifestacGes sensoriais, como parestesias em maos e pés, dificuldade para deambular
ou correr e sintomas urinarios. Cabe ressaltar que no trabalho citado individuos
classificados inicialmente como assintomaticos, mas que apresentavam queixas urinarias
caracteristicas de bexiga neurogénica poderiam ter o diagndstico de provavel HAM/TSP.
No nosso estudo, houve uma baixa incidéncia de sintomas neuroldgicos e urinarios auto-
reportados, sendo afastado ap6s avaliagdo com neurologista e urologista o diagnostico de
HAM/TSP provavel e definida. Na analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier,
Tanajura e colaboradores (2015), também demonstraram que, de acordo com a piora de
pelo menos 1 ponto na escala de EDSS, individuos do sexo feminino e individuos com
alta carga proviral tiveram uma pior sobrevida. No presente estudo, apesar da observagéo
de que as manifestacBes clinicas foram modificadas apo6s um periodo longo de

acompanhamento, ndo houve diferenca entre os sintomas urinarios e neurologicos.
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Além das queixas urinarias e neuroldgicas avaliamos no presente estudo se houve
diferenca entre os grupos com relagéo a poliartralgia, xerostomia, xeroftalmia e doenca
periodontal. Todas essas manifestagfes foram semelhantes nos dois grupos por ocasiao
da admissao, exceto pela maior frequéncia de parestesias em maos no grupo de individuos
com alta CPV quando comparados com 0 grupo controle e pela maior presenca de
xerostomia no grupo com alta carga proviral durante o0 acompanhamento. Apesar de ter
sido reportada previamente em outros estudos com a mesma base populacional
(CASKEY et al., 2008; POETKER et al., 2011; TANAJURA et al., 2015), a frequéncia
de parestesias em mdos € dificil de se justificar. Os participantes do estudo poderiam ter
sido mais propensos a relatar um sintoma que julgavam estar relacionados a infeccao pelo
virus, outra possibilidade seria a presenca de etiologias alternativas ou fatores adicionais,
como a sindrome do tdnel do carpo. Estudos de conducéo nervosa precisam ser realizados

para elucidacédo deste achado.

Estudos prévios comparando portadores de HTLV-1 e controles soronegativos
encontraram uma maior frequéncia de xerostomia nos individuos infectados pelo virus,
entretanto a carga proviral ndo foi avaliada (CASKEY et al., 2008; POETKER et al.,
2011). Em um estudo transversal comparando carga viral entre individuos infectados pelo
HTLV-1 com ou sem sindrome seca e sem mielopatia associada, ndao foi encontrada uma
diferenca entre a carga proviral nos grupos (LIMA et al., 2016). No entanto, no presente
estudo, encontramos uma maior frequéncia de xerostomia no grupo com alta carga

proviral durante 0 acompanhamento.

Diferencas significativas da carga proviral tem sido observadas entre carreadores
e individuos sintomaticos, incluindo pacientes com HAM/TSP, em estudos transversais
prévios (COELHO-DOS-REIS et al., 2013; KAMIHIRA et al., 2003; LEZIN et al., 2005;
MANNS et al., 1999; NAGAI et al., 1998; ROSA et al., 2018; STARLING et al., 2013).
Em nosso estudo foram identificados incialmente 92 individuos acompanhados no
ambulatorio que apresentavam alta ou baixa carga proviral sem evidéncia de mielopatia,
sendo incluidos na analise 60 pacientes, 30 desses individuos com alta carga proviral.
Demontis e colaboradores (DEMONTIS; HILBURN; TAYLOR, 2013) demonstraram
em estudo anterior uma diminuicdo significativa da carga proviral entre a primeira e a
ultima avaliacdo em portadores de HTLV-1, entretanto os individuos ndo foram

estratificados conforme a carga proviral inicial para analise.
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Ao contrario do observado em estudos prévios, nos quais foram demonstradas
uma relativa estabilidade da carga proviral ao longo do periodo de acompanhamento
(KWAAN et al., 2006; MARTINS et al., 2017; NILLA OLAVARRIA et al., 2012;
TAKENOUCHI et al.,, 2003; TAYLOR et al.,, 1999), no nosso estudo houve uma
diferenca significativa entre o valor da carga proviral na admissdo (mediana 120.848
cOpias/10°PBMC) e na Gltima avaliagdo (71.896 copias/10°PBMC; p 0,02) nos individuos
com alta carga proviral por ocasido da admissdo, fato ndo observado nos individuos com
baixa carga proviral. Cabe ressaltar que nenhum dos individuos fizeram uso de
imunossupressores ou corticoides, bem como ndo estavam em uso de medicacdes que
podem ter um efeito supressivo no sistema imune, como valproato (GILLET et al., 2007;
QUEIROZ; MULLEN, 1992) e alguns antidepressivos (EYRE et al., 2016). Embora ndo
seja possivel afastar que a reducdo da carga proviral represente apenas uma variacao que
possa ocorrer durante a infeccdo, € possivel que a reducéo observada nos portadores com

alta carga proviral represente uma capacidade de controlar a infeccao.

Apesar do aumento na carga proviral ja ter sido observada antes da progressédo
para leucemia/linfoma de células T do adulto em estudo prévio (OKAYAMA et al., 2004)
e ter sido considerado um marcador de progressdao da HAM/TSP (MATSUZAKI et al.,
2001; OLINDO et al., 2005), ndo se sabe ao certo se 0 aumento da carga proviral € o
resultado ou a causa do desenvolvimento das doencas associadas ao HTLV-1. Ademais,
foi observado em um estudo, que em geral, ndo houve um aumento progressivo da carga
proviral antes do desenvolvimento de HAM/TSP, entretanto foram avaliados apenas 6
pacientes (MARTINS et al., 2017). A alta carga proviral leva a ativacdo das células T que
contribuem para a passagem das células atraves da barreira hematoencefalica. Estudos
recentes mostraram que as células da glia infectadas na medula espinhal produzem
concentracdes mais elevados de CXCL10 (ANDO et al., 2013; SATO et al., 2013), uma
citocina conhecida por recrutar células T para o sitio de inflamag&o. E conhecido que o0s
pacientes com HAM/TSP tem carga proviral maior que os portadores do virus e que essa
carga podera ter uma grande variacdo (NILLA OLAVARRIA et al., 2012). Um estudo
anterior mostrou que uma carga proviral superior a 50.000 copias para 10° / linfécitos é
um bom preditor para o diagndstico de HAM/TSP (GRASSI et al., 2011).

Sabe-se que a HAM/TSP é uma manifestagdo tardia de infeccdo pelo HTLV-1
ocorrendo geralmente apds a quarta década. No entanto, criancas que tiveram historia

prévia de dermatite infecciosa desenvolvem HAM/TSP durante a adolescéncia ou quando
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adultos jovens (DE OLIVEIRA et al., 2005). A documentacdo de que criangcas com
dermatite infecciosa sem evidéncia de HAM/TSP apresentam carga proviral e citocinas
pro-inflamatorias tdo elevadas quanto pacientes com mielopatia da suporte para o
importante papel da alta carga proviral do HTLV-1 na inducéo da progressao precoce dos
portadores de HTLV-1 para HAM/TSP. No entanto, no presente estudo portadores de
HTLV-1 com alta carga proviral e acompanhados por longo periodo ndo apresentaram
uma maior frequéncia de doencas clinicas ou neurolégicas que portadores do HTLV-1

com baixa carga proviral.

Estudos prévios sugerem que fatores adicionais podem determinar a carga proviral
do HTLV-1 e o risco de HAM/TSP. Na populacéo japonesa, por exemplo, a presenca de
dois genes de HLA classe 1 (HLA-A*02 ou HLA-Cw*08) foi associada a um menor carga
proviral e diminuicdo da prevaléncia de HAM/TSP (ARAUJO, 2015; ASSONE et al.,
2016; JEFFERY et al., 2000), enquanto outros foram associados a um risco aumentado
como 0 HLA-DRB1*0101 e o HLA-B*5401 (ASSONE et al., 2016; TREVINO et al.,
2013). Estudo recente sugere que o polimorfismo do gene IFN-y +874 T/A em portadores
do virus pode estar associado a progressdo para sintomas e doencas relacionadas ao
HTLV-1(QUEIROZ et al., 2018), fatores néo investigados na nossa coorte.

O perfil Thl predomina na resposta imune a infeccdo pelo HTLV-1, com
producdo de citocinas como IFN-y e TNF, além de IL-6 e quimiocinas como CCL3 e
CCL4 (NECO et al., 2017). Como o HTLV-1 infecta predominantemente células T e tem
a capacidade de induzir a proliferacdo e ativacdo celular, os individuos infectados pelo
HTLV-1 produzem citocinas mesmo em culturas de células ndo estimuladas. Células
mononucleares de portadores produzem altos niveis de citocinas regulatérias como a IL-
10 quando comparados com individuos soronegativos (CARVALHO et al., 2001). A alta
producdo de IL-10 em individuos assintomaticos e a capacidade de modular a resposta
imune com reducdo da resposta inflamatoria pode explicar o estado clinico desses
individuos (SOUZA et al., 2012). Existem muitos estudos mostrando que a concentragdo
de citocinas pro-inflamatdrias no soro e no sobrenadantes de CMSP s&o mais elevados
em pacientes com HAM/TSP que portadores de HTLV-1 (GRASSI et al.,, 2011;
MATSUZAKI et al., 2001; NAGAI et al., 1998; OLINDO et al., 2005). Porém, além da
producdo elevada de citocinas pro-inflamatorias, pacientes com mielopatia exibem uma
capacidade reduzida de modular a resposta de células T. Enquanto tanto a IL-10 quanto

a TGF-PB reduzem a producdo de IFN-y ¢ TNF em portadores de HTLV-1, a resposta
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imunoldgica ndo é afetada por citocinas ou seus antagonistas nos individuos com
HAM/TSP (SANTOS et al., 2006). E importante avaliar se nos portadores de HTLV-1
com alta carga proviral a resposta imunolégica mediada pelas células T € modulada pela
IL-10.

No nosso estudo houve uma grande variagdo na producdo de IFN-y nos grupos,
havendo concentracGes semelhantes entre alguns individuos com alta e baixa carga
proviral, mas a mediana da producéo dessa citocina no grupo com alta carga proviral foi
maior que o observado nos individuos com baixa carga proviral tanto por ocasido da
admissdo quanto na avaliacao final. Foi observado uma sobreposicao de valores de IFN-
y em portadores em compara¢do com individuos com HAM/TSP em estudos prévios
realizados com a mesma base populacional, embora a producao de IFN-y tenha sido maior
nos pacientes com HAM/TSP do que em portadores (SANTOS et al., 2004, 2006). O
IFN-y esta envolvido em varios mecanismos da resposta imune mediada por células T
CD4+ ou T CD8+ em individuos infectados pelo HTLV-1 (STARLING et al., 2013). O
fato de portadores de HTLV-1 com anormalidades imunoldgicas semelhantes a pacientes
com HAM/TSP nédo desenvolverem a doenca pode ser devido a mecanismos reguladores
in vivo que diminuam a proliferacéo e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias (SANTOS
et al., 2006).

O IFN-y é frequentemente expresso em lesfes ativas-cronicas, além de poder
ativar mondcitos e macréfagos de modo que eles produzem mais mediadores que
contribuem para a amplificacdo da resposta imune in situ (UMEHARA et al., 1994). Seu
papel em células residentes no SNC permanece menos explorado. Alias, véarios estudos
tém questionado o papel apenas patogénico do IFN-y, e evidéncias acumulativas atribuem
a ele um papel protetor em doengas autoimunes como a esclerose mdaltipla. O IFN-y
também pode exercer efeitos opostos na fungdo e integridade da barreira
hematoencefalica e da barreira sanguinea da medula espinhal (OTTUM et al., 2015). Nas
células infectadas pelo HTLV-1 no SNC a inflamacéo crénica seria resultado de um
feedback positivo, no qual a produgdo de IFN-y induz os astrocitos a secretar CXCL10,
que recruta mais células infectadas para a area via CXCR3 (ANDO et al., 2013). Foi
evidenciado que astrocitos reativos “Al” contribuem para a morte de neur6nios e
oligodendrocitos. A microglia ativada, induzida provavelmente por mudancas na ativagdo
classica (IFN-y/LPS) e alternativa (IL4/IL-10) leva a ativacdo dos astrécitos Al

secretando Il-1a, TNF e Clg. Os astrocitos Al perdem a capacidade de promover a
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sobrevivéncia neuronal e induzem a morte de neurdnios e oligodendrdécitos, sugerindo o0s
efeitos sinérgicos da microglia e dos astrocitos nas doencas relacionadas a
neuroinflamacéo (LIDDELOW et al., 2017).

A andlise da existéncia de correlagdo entre a carga proviral e as citocinas nos dois
grupos estudados mostrou perfis distintos. Enquanto os portadores de baixa carga proviral
apresentaram uma correlagéo direta entre a producdo de IFN-y e TNF e a carga proviral
na ultima avalia¢do, no grupo de individuos com alta carga proviral essa correlacdo ndo
foi observada. A existéncia de uma correlagcdo entre carga proviral e a producdo de
citocinas foi observada em outros estudos (LIMA et al., 2016; STARLING et al., 2013).
E possivel que enquanto em individuos com baixa carga proviral exista uma maior
interferéncia com relagdo a producéo de citocinas, nos individuos com alta carga proviral,
onde um grande nimero de citocinas podem estar elevadas, a relacdo entre a maior
inflamacdo e a carga proviral ndo influencia uma producdo esperada de citocinas

inflamatorias.

Vérios estudos demonstraram uma producdo de TNF em individuos
assintomaticos e pacientes com HAM/TSP (SANTOS et al., 2004; STARLING et al.,
2013, 2015). Esta citocina estimula a secrecdo de quimiocinas e outras citocinas,
suprimindo a atividade de células T reguladoras (NECO et al., 2017). Além disso, em
conformidade com estudo prévio (BRITO-MELO et al., 2007), foi observado uma
correlacdo direta entre os niveis de TNF e IL-10. A IL-10 é uma importante citocina
imunorreguladora que inibe a resposta imune tanto do tipo 1 quanto do tipo 2. No nosso
estudo, foi evidenciado uma correlagéo positiva e direta entra IL-10 e IFN-y na altima
avaliacdo no grupo de individuos com alta carga proviral. Foi relatado que a IL-10 é capaz
de modular a produgéo de IFN- y em individuos portadores de HTLV-1 (CARVALHO et
al., 2001). Espindola e colaboradores sugerem que a alta taxa de expresséo de IFN-y / IL-
10 em pacientes com alta carga proviral, podem auxiliar na identificacdo de portadores
com alto risco de desenvolver HAM/TSP (ESPINDOLA et al., 2015).

Nosso estudo tem algumas limitacdes. A amostra de 60 individuos infectados com
0 virus pode ser considerada pequena e ndo pode ser afastado que se o grupo de portadores
de HTLV-1 fosse acompanhados por um periodo maior de tempo, o desenvolvimento de
doencas associadas poderia ocorrer no grupo de individuos com alta carga proviral.
Todavia a reducdo da carga proviral no grupo de individuos com alta carga na admisséo
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e a ndo ocorréncia de tal fato no outro grupo da apoio a ideia que a despeito da carga
proviral e uma resposta inflamatdria exagerada, outros fatores entejam envolvidos na

protecdo da infeccdo pelo HTLV-1 e no desenvolvimento de HAM/TSP.
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VII. CONCLUSAO

Os participantes deste estudo foram seguidos por um longo periodo. Ao contrario
do observado em estudos prévios nos quais a carga proviral manteve uma certa
estabilidade ao longo dos anos, no nosso estudo foi observado uma queda na carga
proviral no grupo de individuos com alta carga proviral. A auséncia de desenvolvimento
de HAM/TSP definitiva ou provavel em individuos infectados pelo HTLV-1 com alta
carga proviral indica que outros fatores que ndo os niveis da carga proviral possam
contribuir para o desenvolvimento de doengas associadas ao HTLV-1 ou que mecanismos
de defesa capazes de reduzir a infeccdo viral podem ser desenvolvidos durante a infeccédo
pelo HTLV-1

A existéncia de uma correlacéo direta entre as citocinas pro-inflamatorias (IFN-y
e TNF) com a citocina anti-inflamatoria (IL10) durante o acompanhamento pode ter
contribuido para a auséncia de observacdo de doenca nos portadores com alta carga
proviral. A despeito da correlacdo direta entre carga proviral e producgéo de citocinas pro-
inflamatorias foi observada uma grande sobreposi¢cdo dos valores relacionados com a
producdo das citocinas pré-inflamatorias IFN-y ¢ TNF em infectados com alta e baixa
carga proviral, indicando que outros fatores além da ativacdo celular e a producéo
exagerada de citocinas pré-inflamatorias contribuem para a passagem de células para o
SNC.
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ViIl. SUMMARY

Introduction. The human T cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) associated
myelopathy/ Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) is the main neurologic disease
caused by HTLV-1 but other neurologic and clinic manifestations associated to the virus
are documented in more than 50% of infected subjects. A high proviral load (PVL) is
recognized as a risk factor for HAM but there is a lack of prospective studies evaluating
if HTLV-1 carriers with high PVL are at risk to develop HAM/TSP or other HTLV-1
related diseases. In this study we compare the incidence of clinic manifestations and the
cytokine levels in HTLV-1 carries with high and low proviral load. Methods.
Participants were 30 HTLV-1 high PVL carriers (> 50,000 copies/10°PBMC) and equal
number of subjects with PVL lower than 50,000 copies/10°PBMC. They were followed
by 3 to 16 years (median of 11 years). The PVL was measured by real time PCR and IFN-
vy, TNF and IL-10 levels were quantified by Elisa in supernatants of unstimulated
mononuclear cells at entry and at the end of the follow-up. Abnormalities in the
neurologic examination, development of HAM/TSP, urinary dysfunction, erectile
dysfunction, periodontal disease and the occurrence of sicca syndrome were recorded
annually. Results. Among the self-reported symptoms in the initial evaluation, only the
presence of paresthesia on hands was more frequent in the group with high PVL (p .04).
The production of IFN-y was higher in the group with high PVL group (median 1308
versus 686pg/ml, p<.011) when compared to the control group in the first assessment.
During the follow-up there was a decreasing in the proviral load only among the cases.
Moreover, there was no difference in the occurrence of urinary or erectile dysfunction,
periodontal disease, sicca syndrome, neurologic signs between the two groups and non-
patients developed HAM/TSP. Conclusion. HTLV-1 carries with high proviral load and
with exaggerated inflammatory response may not progressed to HAM/TSP, indicating
that other factors in addition to the proviral load are involved in the passage of HTLV-1
infected cells from the blood to the central nervous system.

Keywords: HTLV-1 associated myelopathy; HTLV-1; proviral load; HTLV-1 carriers;
myelopathy
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ANEXO |
Servico de Imunologia - Ambulatério Multidisciplinar de HTLV-1

Questionario de admissao na coorte de HTLV-1
I- Identificacéo

1-Nome:

2-Registro da Pesquisa: ] 3- Data da entrevista I
4-Registro do HUPES: I O

5-Origem: O Banco de Sangue
O Clinica Neurologica
O Outras clinicas
O Familiar
O Pré-natal
O Outros

6-Sexo: O Feminino / O Masculino

7-ldade: anos 8- Data de nascimento: / /

9-Estado civil: O Solteiro
O Casado ou morando junto

O Divorciado ou separado

O Viuvo

10-Naturalidade: UF
11-Endereco Atual:

Cidade CEP|_ || || I-1| || UF
12-Telefones para contato:
Telefonel () Telefone2 ()

13-Raga: O Branca / O Mulata / O Negra / O Outra
14- Atividade Profissional (Trabalho) :

15- Familiar acompanhando nesse ambulatorio? O Sim/ O Nao

Se sim, quem:
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11- Ficha Epidemioldgica

1- Nivel de Escolaridade: O Analfabeto
O Primeiro Grau
O Segundo Grau
O Terceiro Grau

O Nao informado Até que série estudou?

2- NUmero de pessoas que moram na sua casa:

3- Renda Familiar: O Menos que um salario minimo
O Um salario minimo
O Entre dois e quatro salarios minimos
O Entre cinco e dez salarios minimos
O Mais que dez salarios minimos
O Nao sabe

4- Ja viveu fora do Brasil? O Sim /O Nao

Locais fora do Brasil:

5- Vocé ja recebeu transfusdo de sangue? O Sim / O Nao / O Sem Informagao
Se sim, quantas transfusdes O Uma O 2-4 vezes O mais que 4 vezes
Em que ano ocorreu sua primeira transfusao:
6- Voce tem alguma tatuagem? O Sim/ O Nao
7- Vocé foi amamentado na Infancia? O Sim / O Nao / O ndo sabe
Com que idade vocé deixou de ser amamentado? O menos de 6 meses
O 6 meses a 1 ano
O 1a2anos
O 2 a3 anos
O mais de 3 anos
O nao sabe
8- Atividade Sexual (Ja teve relagdes sexuais com algum homem? com alguma mulher?)
O Nao Tem
O Heterossexual
O Homossexual
O Bissexual
O Sem Informacéo
9-Faz uso de preservativo? O Niao usa
O Usa eventualmente

O Usa frequentemente



10-Voce ja utilizou drogas injetaveis? O Sim /O Nao/ O Sem Informagao

I11- Ficha de Comorbidades

1-Vocé tem ou ja teve alguma dessas doencas?

SIM NAO

Diabetes (DM) 0] o)
Hipertensdo Arterial (HAS) 0] 0O
Hipotireoidismo 0] o)
Anemia Falciforme 0] O
Tuberculose 0] O
Insuficiéncia renal com dialise 0] 0O
Cancer 0] O qual:
Transplante 0] O qual:

2-VVocé bebe bebida alcodlica? O Sim/ O Nio
3-Vocé fuma? O Sim / O Nao

IV — Questionario Clinico Geral Data da entrevista / /

1. Vocé estd em uso de algum medicamento? O Sim /O Nao
Med1:
Med2:
Med3:
Med4:
Med5:

2. Em média quantas vezes por dia vocé urina? O. Menos que 4 vezes
0.4 a6 vezes
0.7 a 10 vezes
0. Mais que 10 vezes

O. Néo informado

3. Vocé levanta a noite para urinar habitualmente? O Sim / O Ndo / O Sem Informagao
4. Se sim, em média, quantas vezes por noite vocé levanta para urinar? O. De 1 a 2 vezes
O. De 3 a 4 vezes
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0. Mais que 4 vezes

5. Quando vocé tem vontade de urinar tem que ir correndo ao banheiro porque nao consegue

controlar a bexiga? O Sim / O Nio / O Sem Informagio
6.Vocé perde urina na roupa? O Sim / O Néo / O Sem Informagao

Se sim, provocado por esfor¢o ou ndo? O provocado por esfor¢o / O sem esforgo

7. Vocé faz forca para esvaziar a bexiga? O Sim / O Nio / O Sem Informagio
8. VVocé sente dor ou ardor ao urinar? O Sim / O Nido / O Sem Informagao

9. Nos ultimos 12 meses:
a. Vocé sentiu fraqueza nos bracos que durou mais que uma semana? O Sim /O N&o

b. Vocé sentiu fragueza nas pernas que durou mais que uma semana? O Sim/ O Néo

c. Vogeé sentiu alguma dificuldade para andar? O Sim/ O Nao
d. Vocé sentiu alguma dificuldade para correr? O Sim / O Néo
e. Vocé tem sentido dorméncia ou formigamento em suas maos? O Sim / O Néo
f. Vocé tem sentido dorméncia ou formigamento nos seus pés? O Sim / O Néo
10. Vocé ja teve a sensacdo de areia nos olhos? O Sim / O Néo
11. vocé sente falta de lagrimas/olhos secos? O Sim/ O Néo
12. VVocé tem sensacdo de boca seca? O Sim/ O Nao
13. Vocé tem sangramento nas gengivas? O Sim/ O Néo

V - Avaliacgéo Sorologica

1-WB HTLV: O negativo
O HTLV-1
O HTLV-2
O HTLV-1/2
O indeterminado

O soro positivo para HTLV

2- Anti-HIV : O Negativo / O Positivo / O ndo realizado
3- AgHBs (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O nao realizado
4- Anti-HBc total (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O ndo realizado
5- Anti-HBs (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O ndo realizado

Se positivo, titulo: /|| ||
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6- Anti-HBC (Hepatite C) O Negativo / O Positivo / O nao realizado

7- VDRL (Sifilis) O Negativo / O Positivo / O nao realizado
Se positivo, titulo: /||| ||

8- Doenca de Chagas O Negativo / O Positivo / O nao realizado

9- Realizou exame de Liquor:
O Sim / O Néo Data: / /

Leucdcitos (LCR): || | | | _|células

Proteinas (LCR): |_|_| | _|mg

Glicose (LCR): | Jo/dl

HTLV no liquor: O Negativo / O Positivo / O nao realizado

VI — Avaliacéo Laboratorial anual:

1- Hemograma:

hematécrito (HCT) || |, || _|%
hemoglobina (HB) |__ ||, |__|__| go/dI
leucdcitos ||| |_|_|células
bastdes L] |%
segmentados L] | %
linfocitos L%
linf. atipicos L |%
eosindfilos L L%
monaocitos ]| %
baséfilos %
plaquetas ||| _|x1000

2- Sumario de Urina
Leucocitos: O numerosos / O raros

N° de cels /campo: (se numerosos =100, se raros ou sem alteracGes= 0)

Fator reumatoide ( Se > 1:20=P, se < 1:20=N): O Negativo / O Positivo / O nio realizado
PCR (Se > 6 =P, se <6=N): O Negativo / O Positivo / O nao realizado
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PCR quantitativo:

Fator anti-nupleo (FAN): O Negativo / O Positivo / O nao realizado
VHS:

3- Parasitologico de fezes

1* amostra: O Negativo / O Positivo / O nao realizado Data: / /
2% amostra: O Negativo / O Positivo / O nao realizado Data: / /
3* amostra: O Negativo / O Positivo / O ndo realizado Data: / /
Se positivo:

O Strongiloides stercoralis O Entamoeba hystolitica

O Schistosoma mansoni O Entamoeba nana

O Ascaris lumbricoides O Enterobius vermicularis

O Ancylostomo duodenalis O L. butschili

O Trichiuras trichiurus O Giardia lamblia

VII- Ficha Reumatoldgica

1.Nos ultimos 12 meses vocé teve dores em alguma de suas articulagdes que duraram mais que

uma semana? O Sim/ O Nado . Se sim: O monoarticular / O Oligoarticular / O Poliarticular

2 Presenga de sinovite? O Sim / O Nao

ombro D () ombro E ()
cotovelo D () cotovelo E ()
punho D () punho E ()
mdo D () mao E ()
quadril D () quadril E ()
joelho D () joelho E ()
tornozeloD () tornozeloE ()
pe D () pé E ()
3. Presenca de rigidez articular: O Sim / O Nao
ombro D () ombro E ()
cotovelo D () cotovelo E ()
punho D () punho E ()
mdo D () mao E ()
quadril D () quadril E ()



joelho D () joelho E ()
tornozeloD ( ) tornozelo E ()
pe D () pe E ()

4. Presenca de deformidade articular: O Sim/ O Nao

ombro D () ombro E ()
cotovelo D () cotovelo E ()
punho D () punho E ()
mdo D () mao E ()
quadril D () quadril E ()
joelho D () joelho E ()
tornozeloD () tornozeloE ()
pe D () pé E ()

5. Diminuicdo da mobilidade articular? O Sim /O Nao
6. Doenca articular associada ao HTLV? O Sim/ O Nao / O Suspeita

VIIL_ - Ficha Neuroldgica

1. — Escala EDSS

Funcdes Piramidais ( ) Funcdes Vesicais

Funcdes Cerebelares ( ) Funcdes Intestinais

Funcdes de Tronco cerebral ( ) Funcdes Visuais

Funcdes Sensitivas ( ) Funcbes Mentais
Outras funcdes

2- Escala EDSS (0-10) ( )

3- Escala OSAME (0-13) ( )

4- Ambulatorial (tempo / 8m) ( )

5- Escala Espasticidade (Escala de Ashworth modificada)

O To6nus muscular normal

O Aumento leve do tonus mucular, sinal do canivete (resisténcia inicial e facilita no final)

—_~ N AN~~~
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O Aumento leve do ténus muscular (resisténcia maior inicial e resisténcia minima no restante)

O Aumento acentuado do tonus muscular na maior parte da extensdo do movimento, mas

facilmente movimentada passivamente

O Aumento acentuado do tonus muscular na maior parte da extensdo do movimento, com



movimento passivo dificultado

O postura viciosa da parte afetada

6. Escala motora (graus: 0 a5 em cada segmento)

Superior proximalD () Superior proximal E (
Superior distal D ( ) Superior distal E
Inferior proximal D () Inferior proximal E  (
Inferior distal D ( ) Inferior distal

7. Reflexos Profundos (graus 0 a 4)

biceps D ( ) biceps E (
triceps D ( ) triceps E (
braquiorradial D ( ) braquiorradial E  (
patelar D ( ) patelar E (
aquileo D ( ) aquileo E (

Cuténeo - plantar D: O flexor / O extensor/ O indiferente

Cuténeo - plantar E: O flexor / O extensor / O indiferente

8- Classificagdo Neuroldgica:

O Assintomatico

O Provavel HAM/TSP (O Bexiga neurogénica O Espasticidade O Hiperreflexia em membros

inferiores O Sinal de Babinski)
O HAM/TSP

O Outras manifestagdes neurologicas

9- Se outras manifestacdes neuroldgicas:
O Polineuropatica

O Radiculopatia

O Miopatia

O Deméncia

O Outras manifestagdes:




IX- Ficha Disfuncéo Erétil — (Para homens)
1. Vocé apresenta diminuicdo ou perda de libido: O Sim / O Nio

2. Vocé faz uso de medicacdo para disfuncéo erétil? O Sim/ O Nao

3. Utilizando as categorias a seguir, como vocé se descreve:

O. Sempre capaz de ter e manter uma ere¢do boa o suficiente para uma relacdo sexual

0. Geralmente capaz de ter e manter uma erecdo boa o suficiente para uma relagdo sexual
O. As vezes capaz de ter e manter uma ere¢io boa o suficiente para uma relagdo sexual

O. Nunca capaz de ter e manter uma ere¢éo boa o suficiente para uma relagdo sexual

4. Vocé possui atividade sexual ativa (nos ultimos 6 meses)? O Sim / O Nao

Apenas se sim, Continuar as questfes abaixo.

5.Questionario IIEF-5

A. Qual foi o seu nivel de confianga em obter uma ere¢do?

() 1=Muito baixa

()2 =Baixa

()3 =Moderada

( )4 =Ala

()5 =Muito Alta

B. Suas ere¢des foram duras o suficiente para conseguir penetracéo?
() 1=Quase nunca ou nunca

() 2 =Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)

() 3= Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
()4 =. Amaioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
(' ) 5=. Quase sempre ou sempre

C. Foi capaz de manter a erecdo apdés ter penetrado sua parceira?
) 1 = Quase nunca ou nunca

) 2 = Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)

(

(

() 3= Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
() 4= A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
(

) 5 = Quase sempre ou sempre
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D. Durante a relagdo sexual, quanto foi dificil para manter a erecéo até o fim da relacéo sexual?

e e e T

/—\/—\/—\/—\Am

) 1 =. Extremamente dificil
) 2 =. Muito dificil

) 3 =. Dificil

) 4 =. Pouco dificil

) 5 =.Nao foi dificil

. Suas relagdes sexuais foram satisfatdrias nas Ultimas quatro semanas?

) 1 =. Quase nunca ou nunca

) 2 =. Poucas vezes (muito menos gque a metade das vezes)

) 3 =. Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)

) 4 =. A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)

) 5 =. Quase sempre ou sempre

Obs: Escore IIEF-5 sera gerado no RedCap

X - Ficha Uroldgica

1- Tratamentos no Gltimo ano para bexiga hiperativa? O Sim /O Nao

2- Se sim: Oxibutinina O Sim / O Nao
Propantelina O Sim / O Nao
Toxina botulinica O Sim / O Néo
Eletroestimulacéo O Sim/ O Nao

Cateterismo vesical O Sim/ O Nao

Cirurgia uroldgica O Sim / O Nao

3-Escore de sintomas de Bexiga hiperativa (OABSS- 2006)

a. Quantas vezes vocé urina do momento que acorda até a hora de dormir?
( )1=. até7vezes
( )2=. 8-14 vezes
() 3=. mais que 15 vezes
b. Quantas vezes vocé acorda a noite para urinar, do momento que vai dormir até o
amanhecer?
(' )0=. nenhuma
( )1=. 1lvez
( )2=. 2vezes

() 3=. 3vezes ou mais
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c. Quantas vezes vocé sente um desejo subito para urinar, que é dificil de segurar?

e e N e e

) 0 =. nenhuma

) 1 =. Menos de 01 vez/semana
) 2 =. Mais de 01 vez/semana

) 3=. Cercade 01 vez/dia

) 3=. 2-4 vez/dia

) 3 =. Mais que 5 vez/dia

d. Quantas vezes vocé perde urina por ndo conseguir conter o desejo subito de urinar?

e T R e e

) 0 =. nenhuma

) 1 =. Menos de 01 vez/semana
) 2 =. Mais de 01 vez/semana

) 3=. Cerca de 01 vez/dia

) 3=. 2-4 vez/dia

) 3 =. Mais que 5 vez/dia

Obs: Escore OABSS sera gerado no RedCap

4. Diagndstico urolégico:

O assintomatico

O Bexiga hiperativa

O Bexiga hiperativa intermitente

O outro diagnostico. Qual:

Ficha de Avaliacdo Urodinamica

1. Cistometria

a.

o —

S@ "o a0 T

Sensibilidade:

aumentada

Capacidade vesical funcional:
CCM:

Complacéncia:
Hiperatividade detrusora:

Vol. da 12 contragdo detrusora involuntaria(CDI):

DLPP:

PDet na primeira CDI:

PDet méaxima na vigéncia de CDI:
Perdas aos esforcos associadas:

Data do exame: / /

O diminuida / O normal / O

| _fml

| [ml
O diminuida / O normal

O Sim / O Nao

- |ml

| |_|_|]cm/H0

||| |_|cm/H0

|| |_|_|cm/H0O
O Sim / O Nao
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2. Estudo miccional

a. Volume urinado: | |ml

b. Residuo p6és miccional: L |ml

c. PDet de abertura: ||| | _|cm/H0
d. PDet maxima: ||| | _|cm/H0
e. Qmax: L ||| _|ml/s

f.  Déficit de contracdo: O Sim/ O Néo
g. Obstrucdo: O Sim/ O Nao

3. Diagnosticos possiveis

O sem alteraces

O Hiperatividade detrusora

O Obstrucdo infra vesical

O Dissinergia vesico esfincteriana
O Hipocontratilidade

O Acontratilidade



XI- Ficha Tuberculose Data: / /

1- Passado de tuberculose? O Sim / O Nio
Se sim:

a. Quantas vezes teve diagndstico de tuberculose? O 1 vez/ O 2 vezes / > 2 vezes
b. Quando foi o primeiro episodio de tuberculose? O <5 anos
O > 5 anos < 10 anos

O > 10 anos < 20 anos

0> 20 anos

c. Localizagao: O Pulmonar / O Nao Extra-pulmonar

2 -Sintomas durante o episodio de tuberculose:

a. Febre O Sim / O Nao
b. Tosse O Sim/ O Nao
c. Expectoracéo O Sim / O Nao
d. Escarro purulento O Sim/ O Nao
e. Escarro com sangue (Hemoptise) O Sim/ O Nao
f.  Anorexia O Sim / O Nao
g. Astenia O Sim/ O Nao
h. Falta de ar (dispneia) O Sim/ O Nao
i. Dor toracica O Sim / O Nao
j. Perda de peso O Sim/ O Nao

2- Atualmente tem algumas destas manifestacGes respiratoria? O Sim / O Nao

Se sim:
a. Tosse O Sim/ O Nao
b. Expectoracéo O Sim/ O Nao
c. Escarro purulento O Sim / O Nao
d. Escarro com sangue (Hemoptise) O Sim/ O Nao
e. Falta de ar (dispneia) O Sim / O Nao
f. Dor torécica O Sim / O Nao
g. Nodulos subcutaneos O Sim / O Nao

3- Dados laboratoriais

a. PPD O <5 mm
O>5mm< 10 mm

O>10 mm O nio realizado

b. PPD guantitativo: mm



C.

BAAR de escarro: O Negativo / O Positivo / O nao realizado

4-Dados radiolégicos
a. Raio X de térax: O Normal / O alterado / O néo realizado

I—ATTSQ@e 00T

Se alterado:

N° de lobos envolvidos:
Lateralidade das lesdes:
Cavidades:
Bronquiectasias:
Atelectasias:

Fibrose

Espessamento Pleural
Destruicdo parenquimatosa
Noédulo residual
Linfonodo calcificado
Infiltrado alveolar

. Infiltrado intersticial

5. Alocagdo no grupo do estudo:

O 11lobo/ O 2 lobos /O 3 lobos
O unilateral D / O Unilateral E / O bilateral
O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

O Sim / O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

O Sim / O Nao

O Sim/ O Nao

O Sem tuberculose
O tuberculose latente (TBL)

O tuberculose

XllI-Avaliacdo Odontolégica (mediante exame odontol6gico)

Data:

/

Presenca de mucosa seca?

Presenca de gengivite?

Presenca de periodontite?

Periodontite crbnica:

Presenca de Sindrome Seca?

O ausente
O leve
O moderada

O grave

O Sim/ O Nao
O Sim/ O Nao
O Sim / O Nao

O Sim/ O Niao
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ANEXO IlI

Servico de Imunologia - Ambulatério Multidisciplinar de HTLV-1

Questionario de retornos anuais
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I-1dentificacéo Numero do retorno: |__|_|
1-Nome:
2-Registro da Pesquisa: || | | | 3- Data da entrevista /

4-Registro do HUPES: 1 T I

5-ldade: |__|__| anos

6-Endereco Atual:

Cidade CEP |_[_|_ || |-|_|_|_|UF
7-Telefones para contato:
Telefonel ( ) Telefone2 ()
8- Familiar acompanhando nesse ambulatério? O Sim / O Nao
Se sim, quem:
Il — Questionario Clinico Geral
1.No ultimo ano vocé teve alguma doenca nova? O Sim/ O Nao
Se sim, qual:
2.No ultimo ano vocé teve algum episddio de infeccéo urinaria? O Sim/ O Nao

Se sim, quantos:

3. Vocé estd em uso de algum medicamento? O Sim /O Nao
Med1:
Med2:
Med3:
Med4:
Med5:




4. Em média quantas vezes por dia vocé urina? O. Menos que 4 vezes
0. 4 a 6 vezes
0.7 a 10 vezes
O. Mais que 10 vezes

0. Nao informado
5. Vocé levanta a noite para urinar habitualmente? O Sim / O Nao / O Sem Informacao
6. Se sim, em média, quantas vezes por noite vocé levanta para urinar? O. De 1 a 2 vezes
O. De 3 a 4 vezes

0. Mais que 4 vezes

7. Quando vocé tem vontade de urinar tem que ir correndo ao banheiro porque ndo consegue

controlar a bexiga? O Sim/ O Nao / O Sem Informagao
8.Vocé perde urina na roupa? O Sim / O Nao / O Sem Informagao

Se sim, provocado por esforgo ou ndo? O provocado por esfor¢o / O sem esforgo

9. Vocé faz forga para esvaziar a bexiga? O Sim/ O Nao / O Sem Informagio
10. Vocé sente dor ou ardor ao urinar? O Sim / O Nao / O Sem Informagéo

11. Nos ultimos 12 meses:
a.Vocé sentiu fraqueza nos bragos que durou mais que uma semana? O Sim / O Nao

b.Vocé sentiu fragqueza nas pernas que durou mais que uma semana? O Sim / O Nao

c.Vogé sentiu alguma dificuldade para andar? O Sim/ O Néo
d.Vocé sentiu alguma dificuldade para correr? O Sim/ O Nao
e.VVocé tem sentido dorméncia ou formigamento em suas méaos? O Sim/ O Nao
f.Vocé tem sentido dorméncia ou formigamento nos seus pés? O Sim / O Néo
12. VVocé j& teve a sensacao de areia nos olhos? O Sim/ O Nao
13. Vocé sente falta de lagrimas/olhos secos? O Sim / O Néo
14. Vocé tem sensacdo de boca seca? O Sim / O Néo
15. Vocé tem sangramento nas gengivas? O Sim / O Nio

V - Avaliacdo Sorolbgica
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1-WB HTLV: O negativo
O HTLV-1
O HTLV-2
O HTLV-1/2
O indeterminado

O soro positivo para HTLV

2- Anti-HIV : O Negativo / O Positivo / O nao realizado

3- AgHBs (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O nao realizado

4- Anti-HBc total (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O nao realizado

5- Anti-HBs (Hepatite B) O Negativo / O Positivo / O nao realizado
Se positivo, titulo: 1/|__ | | ||

6- Anti-HBC (Hepatite C) O Negativo / O Positivo / O nao realizado

7- VDRL (Sifilis) O Negativo / O Positivo / O néo realizado

Se positivo, titulo: /|| | ||

8- Doenga de Chagas O Negativo / O Positivo / O nao realizado

9- Realizou exame de Liquor:
O Sim / O Nao Data: / /

Leucécitos (LCR): || | | | _|células

Proteinas (LCR): |_|_| | _|mg

Glicose (LCR): L |grdl

HTLV no liquor: O Negativo / O Positivo / O ndo realizado

VI — Avaliacédo Laboratorial anual:

1- Hemograma:

hematécrito (HCT) |||, |_|_|%
hemoglobina (HB) |__|__|, |_|__| o/dI
leucécitos || ||| _|células
bastdes L%
segmentados ]| %
linfocitos ]| %

linf. atipicos L%
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eosindfilos L L%
monaocitos %
basofilos L%
plaquetas ||| _|x1000

2- Sumério de Urina

Leucocitos: O numerosos / O raros

N° de cels /campo: (se numerosos =100, se raros ou sem altera¢Ges= 0)

Fator reumatoide ( Se > 1:20=P, se < 1:20=N): O Negativo / O Positivo / O nao realizado

PCR (Se > 6 =P, se <6=N):

PCR quantitativo: b
Fator anti-nupleo (FAN):

VHS:

3- Parasitologico de fezes

O Negativo / O Positivo / O nao realizado

O Negativo / O Positivo / O nio realizado

1* amostra: O Negativo / O Positivo / O ndo realizado Data: / /
2* amostra: O Negativo / O Positivo / O nao realizado Data: / /
3* amostra: O Negativo / O Positivo / O ndo realizado Data: / /

Se positivo, qual/quais parasito(s):
O Strongiloides stercoralis

O Schistosoma mansoni

O Ascaris lumbricoides

O Ancylostomo duodenalis

O Trichiuras trichiurus

VII- Ficha Reumatoldgica

O Entamoeba hystolitica
O Entamoeba nana

O Enterobius vermicularis
O L butschili

O Giardia lamblia
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1.Nos ultimos 12 meses voceé teve dores em alguma de suas articulagcdes que duraram mais que

uma semana? O Sim/ O Ndo . Se sim: O monoarticular / O Oligoarticular / O Poliarticular

2 Presenca de sinovite? O Sim/ O Néao

ombro D () ombro E

cotovelo D () cotovelo E

punho D () punho E
()

méo D maéo E

A~ A~ A/~
~— N N



quadril D ()
joelho D ()

tornozeloD ()
pe D ()

3. Presenca de rigidez articular:

ombro D ()
cotovelo D ()
punho D ()
méo D ()
quadril D ()

joelho D ()
tornozeloD ()
peD ()

quadril E
joelho E
tornozelo E

pé E

ombro E
cotovelo E
punho E
mdo E
quadril E

joelho E
tornozelo E

pé E

(
(
(
(
(
(
(
(

O Sim/ O Nao

N N N N N N N N

4. Presenca de deformidade articular: O Sim/ O Nao

ombro D
cotovelo D

(

(

punho D (
méao D (
(

N~ N N~ ~—~r

quadril D

joelho D ()
tornozeloD ()
pe D ()

ombro E
cotovelo E
punho E
mdo E
quadril E
joelho E
tornozelo E

pé E

5. Diminuic¢do da mobilidade articular?

6. Doenca articular associada ao HTLV?

VIII_ - Ficha Neuroldgica

1. — Escala EDSS
Funcdes Piramidais

Funcdes Cerebelares

Funcbes de Tronco cerebral

Funcgbes Sensitivas

~ A~~~

~— N N

N N N N N N N N

O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao / O Suspeita

Funcdes Vesicais
Funcdes Intestinais
Funcdes Visuais
Funcgdes Mentais

Outras funcbes

~ N AN~

84
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2- Pontuacdo Escala EDSS (0-10) ( )
3- Escala OSAME (0-13) ()
4- Ambulatorial (tempo / 8m) ( )

5- Escala Espasticidade (Escala de Ashworth modificada)

O Toénus muscular normal

O Aumento leve do ténus muscular, sinal do canivete (resisténcia inicial e facilita no final)

O Aumento leve do tonus muscular (resisténcia maior inicial e resisténcia minima no restante)

O Aumento acentuado do tonus muscular na maior parte da extensao do movimento, mas
facilmente movimentada passivamente

O Aumento acentuado do tonus muscular na maior parte da extensdao do movimento, com
movimento passivo dificultado

O postura viciosa da parte afetada

6. Escala motora (graus: 0 a5 em cada segmento)

Superior proximal D () Superior proximal E ()
Superior distal D () Superiordistal E ()
Inferior proximalD () Inferior proximalE ()
Inferior distal D ( ) Inferior distal E ()

7. Reflexos Profundos (graus 0 a 4)

biceps D ( ) biceps E ( )

triceps D ( ) triceps E ( )
braquiorradial D ( ) braquiorradial E  ( )
patelar D ( ) patelar E ( )
aquileo D ( ) aquileo E ( )

Cuténeo - plantar D: O flexor / O extensor / O indiferente

Cuténeo - plantar E: O flexor / O extensor / O indiferente

8- Classificagdo Neuroldgica:

O Assintomatico

O Provavel HAM/TSP (O Bexiga neurogénica O Espasticidade O Hiperreflexia em membros
inferiores O Sinal de Babinski)

O HAM/TSP

O Outras manifestagdes neurologicas

9- Se outras manifestacdes neuroldgicas:

O Polineuropatica

O Radiculopatia
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O miopatia
O demencia

O Outras manifestagdes:

IX- Ficha Disfunc¢ao Erétil — (Para homens)

1. Vocé apresenta diminuicdo ou perda de libido: O Sim / O Nio

2. Vocé faz uso de medicacdo para disfuncéo erétil? O Sim / O Nio

3. Utilizando as categorias a seguir, como vVoceé se descreve:

0. Sempre capaz de ter e manter uma ere¢do boa o suficiente para uma relagdo sexual

0. Geralmente capaz de ter ¢ manter uma erecdo boa o suficiente para uma relagdo sexual
0. As vezes capaz de ter e manter uma erecio boa o suficiente para uma relagio sexual

0. Nunca capaz de ter e manter uma eregdo boa o suficiente para uma relagdo sexual

4. Vocé possui atividade sexual ativa (nos ultimos 6 meses)? O Sim / O Nao
Apenas se sim, Continuar as questfes abaixo.

5.Questionario IHEF-5

A. Qual foi o seu nivel de confianga em obter uma ere¢do?

() 1= Muito baixa

( )2 =Baixa

()3 =Moderada

( )4 =Ala

()5 =Muito Alta

B. Suas erecdes foram duras o suficiente para conseguir penetragdo?
() 1=Quase nunca ou nunca

() 2=Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)

() 3= Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
()4 =. Amaioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
() 5=. Quase sempre ou sempre

C. Foi capaz de manter a erecao apds ter penetrado sua parceira?
() 1=Quase nunca ou nunca

() 2=Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
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() 3= Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
() 4= A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)

() 5=Quase sempre ou sempre

D. Durante a relacao sexual, quanto foi dificil para manter a erecéo até o fim da relacdo sexual?

() 1=. Extremamente dificil

() 2=. Muito dificil

() 3=. Dificil

() 4 =. Pouco dificil

()5 =.Ndo foi dificil

E. Suas relagbes sexuais foram satisfatdrias nas Ultimas quatro semanas?
() 1=.Quase nunca ou nunca

() 2=.Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)

() 3=. Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
()4 =. Amaioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
(' ) 5=. Quase sempre ou sempre

Obs: Escore IIEF-5 sera gerado no RedCap

X - Ficha Urol6gica

1- Tratamentos no Gltimo ano para bexiga hiperativa? O Sim/ O Nao

2- Se sim: Oxibutinina O Sim / O Nao
Propantelina O Sim / O Nao
Toxina botulinica O Sim/ O Nao
Eletroestimulacao O Sim/ O Nao

Cateterismo vesical O Sim / O Nio

Cirurgia uroldgica O Sim / O Nao

3-Escore de sintomas de Bexiga hiperativa (OABSS- 2006)
e. Quantas vezes vocé urina do momento que acorda até a hora de dormir?
( )1= até7 vezes
( )2=. 8-14 vezes

() 3=. mais que 15 vezes
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f.  Quantas vezes vocé acorda a noite para urinar, do momento que vai dormir até o

amanhecer?

() 0=. nenhuma
( )1=. 1lvez

( )2=. 2vezes

() 3=. 3vezes ou mais

g. Quantas vezes vocé sente um desejo subito para urinar, que é dificil de segurar?

) 0 =. nenhuma

) 1 =. Menos de 01 vez/semana
) 2 =. Mais de 01 vez/semana

) 3=. Cerca de 01 vez/dia

) 3=. 2-4 vez/dia

) 3 =. Mais que 5 vez/dia

e T R e T )

h. Quantas vezes vocé perde urina por ndo conseguir conter o desejo subito de urinar?

) 0 =. nenhuma

) 1 =. Menos de 01 vez/semana
) 2 =. Mais de 01 vez/semana

) 3=. Cercade 01 vez/dia

) 3 =. 2-4 vez/dia

) 3 =. Mais que 5 vez/dia

e e e e e

Obs: Escore OABSS sera gerado no RedCap

4. Diagnostico uroldgico:

O assintomatico
O Bexiga hiperativa
O Bexiga hiperativa intermitente

O outro diagnostico. Qual:

Ficha de Avaliagcdo Urodinamica

4. Cistometria
a. Sensibilidade:
aumentada

b. Capacidade vesical funcional:

c. CCM:

Data do exame: / /

O diminuida / O normal / O

L |_fml
L _fml



i.
J-

d
e
f.
9
h

Complacéncia:
Hiperatividade detrusora:

Vol. da 1? contracéo detrusora involuntaria(CDI):

DLPP:
PDet na primeira CDI:

PDet méaxima na vigéncia de CDI:
Perdas aos esforcos associadas:

5. Estudo miccional

a.
b.
C.

d
e
f.
9

Volume urinado:
Residuo p6s miccional:
PDet de abertura:

PDet maxima:

Qmax:

Déficit de contragéo:
Obstrugéo:

6. Diagnosticos possiveis

O sem alteraces
O Hiperatividade detrusora
O Obstrucdo infra vesical

O Dissinergia vesico esfincteriana

O Hipocontratilidade
O Acontratilidade
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O diminuida / O normal
O Sim / O Nao
|__[ml
|| | _|cm/H0
||| | _|cm/H0
||| cm/H0O
O Sim / O Nao

[ _[ml
[ _[ml
||| | _|cm/H0
||| | _|cm/H0
|__|_[_[ml/s
O Sim / O Nao
O Sim / O Nao



XI- Ficha Tuberculose Data: / /

4- Passado de tuberculose? O Sim / O Nio
Se sim:

d. Quantas vezes teve diagnoéstico de tuberculose? O 1 vez/ O 2 vezes / > 2 vezes
e. Quando foi o primeiro episddio de tuberculose? O <5 anos
O > 5 anos < 10 anos

O > 10 anos < 20 anos

0> 20 anos

f.  Localizagdo: O Pulmonar / O Ndo Extra-pulmonar

2 -Sintomas durante o episodio de tuberculose:

k. Febre O Sim / O Nao
I. Tosse O Sim / O Nao
m. Expectoracdo O Sim/ O Nao
n. Escarro purulento O Sim / O Nao
0. Escarro com sangue (Hemoptise) O Sim/ O Nao
p. Anorexia O Sim / O Nao
g. Astenia O Sim/ O Nao
r. Falta de ar (dispneia) O Sim / O Nao
s. Dor torécica O Sim / O Nao
t. Perdade peso O Sim / O Nao

5- Atualmente tem algumas destas manifestacdes respiratoria? O Sim/ O Nio

Se sim:
h. Tosse O Sim/ O Nao
i. Expectoracéo O Sim / O Nao
j. Escarro purulento O Sim / O Nao
k. Escarro com sangue (Hemoptise) O Sim/ O Nao
|. Falta de ar (dispneia) O Sim / O Nao
m. Dor toracica O Sim/ O Nao
n. Nodulos subcutaneos O Sim / O Nao

6- Dados laboratoriais

d. PPD O <5 mm
O>5mm< 10 mm

0O>10mm

O ndo realizado



e.

f.

PPD quantitativo: mm

BAAR de escarro: O Negativo / O Positivo / O nao realizado

4-Dados radiolégicos

a. Raio X de torax: O Normal / O alterado / O ndo realizado

ImARTTSQ 00T

Se alterado:

Ne de lobos envolvidos:
Lateralidade das lesdes:
Cavidades:
Bronquiectasias:
Atelectasias:

Fibrose

Espessamento Pleural
Destruicéo parenquimatosa
Nédulo residual
Linfonodo calcificado
Infiltrado alveolar

. Infiltrado intersticial

5. Alocagédo no grupo do estudo:

O 1 1lobo/ O 2 lobos/ O 3 lobos
O unilateral D / O Unilateral E / O bilateral
O Sim / O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

O Sim / O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim/ O Néo

O Sim/ O Nao

O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

O Sem tuberculose
O tuberculose latente (TBL)

O tuberculose

XllI-Avaliacdo Odontolégica (mediante exame odontol6gico)

Data:

/

10- Presenca de Sindrome Seca?

Presenca de mucosa seca?

Presenca de gengivite?

Presenca de periodontite?

Periodontite crbnica:

O ausente
O leve
O moderada

O grave

O Sim/ O Nao
O Sim/ O Niao
O Sim/ O Nao

O Sim / O Nao

91
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ANEXO I11

ESCALA EXPANDIDA DO ESTADO DE INCAPACIDADE - EDSS
ESCORE EDSS

FUNCOES PIRAMIDAIS:

0. Normal.

1. Sinais anormais sem incapacidade motora.

2. Incapacidade minima.

3. Paraparesia ou hemiparesia discreta ou moderada; monoparesia grave.
4. Paraparesia ou hemiparesia acentuada; tetraparesia moderada; ou monoplegia.
5. Paraplegia, hemiplegia ou acentuada tetraparesia.

6. Tetraplegia.

V. Desconhecido.

FUNQ@ES CEREBELARES:

0. Normal.

1. Sinais anormais sem incapacidade motora.

2. Ataxia discreta em qualquer membro.

3. Ataxia moderada do tronco ou de membros.

4. Ataxia severa dos quatro membros.

5. Incapacidade de realizar movimentos coordenados devido a ataxia.
V. Desconhecido.

FUNCOES DO TRONCO CEREBRAL:

0. Normal.

1. Somente sinais anormais.

2. Nistagmo moderado ou outra incapacidade leve.

3. Nistagmo grave, acentuada paresia da musculatura extra-ocular ou incapacidade

moderada de outros nervos cranianos.

4. Disartria acentuada ou outra incapacidade acentuada.
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5. Incapacidade de deglutir ou falar.

V. Desconhecido.

FUNCOES MENTAIS:

0. Normal.

1. Alteragdo apenas do humor (ndo altera o indice de incapacidade).

2. Leve comprometimento mental.

3. Moderado comprometimento mental.

4. Acentuado comprometimento mental (moderada sindrome cerebral cronica).
5. Deméncia ou grave sindrome cronica.

V. Desconhecido.

FUNCOES SENSITIVAS:

0. Normal.

1. Sensibilidade vibratoria ou estereognosia diminuida, somente em um ou dois membros.

2. Diminuicdo leve da sensibilidade tatil ou dolorosa ou de posicdo, e/ou diminuicdo
moderada da sensibilidade vibratria em um ou dois membros; ou diminuigdo somente

da vibratdria (com ou sem estereognosia) em trés ou quatro membros.

3. Diminuicdo moderada da sensibilidade tatil ou dolorosa ou de posicéo, e/ou perda da
sensibilidade vibratoria em um ou dois membros; ou leve diminui¢do da sensibilidade
tatil dolorosa e/ou diminuicdo moderada da sensibilidade proprioceptiva, em trés ou

quatro membros.

4. Diminuigéo acentuada da sensibilidade tatil ou dolorosa e/ou perda da sensibilidade
proprioceptiva em um a dois membros; ou diminuicdo moderada da sensibilidade tatil
dolorosa e/ou diminuigdo severa da sensibilidade proprioceptiva em mais de dois

membros.

5. Perda da sensibilidade de um ou dois membros; ou moderada diminuicdo de
sensibilidade tatil ou dolorosa e/ou perda da sensibilidade proprioceptiva na maior parte

do corpo abaixo da linha da cabega.
6. Perda da sensibilidade abaixo da cabeca.

V. Desconhecido.
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FUNCOES VESICAIS:

0. Normal.

1. Sintomas urinérios sem incontinéncia.

2. Incontinéncia menor ou uma vez por semana.

3. Incontinéncia mais de uma vez por semana.

4. Incontinéncia diaria ou mais que 01 vez por dia.
5. Cateterizacdo continua.

6. Grau 5 para bexiga e grau 5 para disfuncéo retal.
V. Desconhecido.

FUNCOES INTESTINAIS:

0. Normal.

1. < obstipacao diaria e sem incontinéncia.

2. Obstipacéo diaria e sem incontinéncia.

3. Incontinéncia < uma vez por semana.

4. Incontinéncia > uma vez por semana e nao diaria.
5. Sem controle de esfincter retal.

6. Grau 5 para bexiga e grau 5 para disfuncéo retal.
V Desconhecido.

FUNCOES VISUAIS:

0. Normal.

1. Escotoma com acuidade visual (corrigida) igual ou melhor que 20/30.
2. Pior olho com escotoma com acuidade visual méaxima (corrigida) de 20/30 a 20/59.

3. Pior olho com amplo escotoma, ou diminuicdo moderada nos campos, porém com

acuidade visual maxima (corrigida) de 20/60 a 20/99.

4. Pior olho com diminuigdo acentuada nos campos e acuidade visual maxima (corrigida)
de 20/100 a 20/200; ou grau 3 com acuidade visual do melhor olho igual ou menor que
20/60.
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5. Pior olho com acuidade visual maxima (corrigida) menor que 20/200; ou grau 4 com

acuidade visual do melhor olho igual ou menor que 20/60.

6. Grau 5 com acuidade visual do melhor olho igual ou menor que 20/60.

V. Desconhecido.

X. E adicionado aos graus de 0 a 6 se existir palidez temporal.

ESCALA DE INCAPACIDADE FUNCIONAL AMPLIADA (EDSS)

(KURTZKE, 1965; KURTZKE, 1983)

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

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

2,5. Incapacidade em dois SF (dois SF grau 2; outros graus 0 ou 1).

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

completamente ambulatorial.

3,5. Deambulacéo plena, com incapacidade moderada em um SF (um SF grau 3) e um ou

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

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

caminhar cerca de 500 metros sem ajuda ou descanso.

4,5. Deambulagdo plena sem ajuda; ativo durante grande parte do dia; capaz de trabalhar
por um dia inteiro; porém, pode apresentar alguma limitacdo da atividade completa ou
precisar de um pouco de ajuda; caracteriza-se por incapacidade relativamente grave,
geralmente consistindo de um SF grau 4 (outros 0 ou 1), ou combinacdes de graus
menores excedendo os limites das etapas anteriores; capaz de caminhar cerca de 300

metros sem ajuda ou descanso.

5,0. Deambulacdo sem ajuda ou descanso para caminhar cerca de 200 metros;
incapacidade grave o suficiente para comprometer as atividades diarias (por exemplo,

trabalhar o dia inteiro sem dispositivos especiais); os equivalentes comuns do SF sdo de
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grau 5, isoladamente (outros 0 ou 1), ou combinacGes de graus menores, geralmente

excedendo os limites da etapa 4,0.

5,5. Deambulacdo sem ajuda ou descanso para caminhar por 100 metros; incapacidade
grave o suficiente para impedir a realizacdo de atividades diarias; os equivalentes comuns
do SF sdo de grau 5, isoladamente (outros 0 ou 1), ou combinacGes de graus menores,

geralmente excedendo os limites da etapa 4,0.

6,0. Assisténcia intermitente ou com auxilio unilateral constante (bengala, muleta ou
suporte) para caminhar cerca de 100 metros com ou sem descanso; 0s equivalentes

comuns do SF sdo combinacdes com mais de 2 SF grau 3+.

6,5. Assisténcia bilateral constante (bengala, muleta, suporte) para caminhar cerca de 20
metros sem descanso; 0s equivalentes comuns do SF sdo combinag¢fes com mais de dois

SF grau 3 +.

7,0. Incapacidade para caminhar além de cerca de 5 metros, mesmo com auxilio; restrito
a cadeira de rodas; capaz de conduzir a cadeira de rodas comum sem auxilio, além de
entrar e sair da cadeira sem ajuda; consegue permanecer em atividade, na cadeira de
rodas, por cerca de 12 horas por dia; os equivalentes comuns do SF sdo combinacGes com

mais de um SF grau 4+; muito raramente, funcdo piramidal grau 5 isoladamente.

7,5. Incapacidade para dar mais do que alguns passos; confinamento a cadeira de rodas;
pode precisar de ajuda para sair e sentar na cadeira; capaz de conduzir a cadeira sem
ajuda, mas ndo consegue permanecer na cadeira de rodas comum o dia inteiro; precisa de
cadeira de rodas motorizada; os equivalentes comuns do SF sdo combina¢fes com mais

de um SF grau 4+.

8,0. Restrito ao leito ou a cadeira, ou consegue se locomover com a cadeira de rodas,
porém ndo consegue ficar fora da cama por muito tempo; consegue realizar algumas
fungdes para cuidar da sua propria higiene e mantém o uso dos bracos; os equivalentes

comuns do SF sdo combinagdes com grau 4+ em diferentes sistemas.

8,5. Essencialmente confinado a cama na maior parte do dia; consegue realizar algumas
funcbes para cuidar de sua propria higiene e mantém algum uso dos bragos; 0s

equivalentes comuns do SF sdo combinagdes com grau 4+ em diferentes sistemas.
9,0. Paciente acamado e desamparado; consegue se comunicar e comer; 0S

equivalentes comuns do SF sdo combinacgdes, em sua maioria, do grau 4+
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9,5. Paciente totalmente desamparado e acamado; incapaz de se comunicar com eficacia
ou comer/ engolir; os equivalentes comuns do SF sdo combinagdes, quase todos do grau
4+,

10. Morte devida a complicacGes da Esclerose Multipla.

Referéncia: Kurtzke. Neurology 1983; 33:1444-52.



ANEXO IV

ESCALA DE INCAPACIDADE MOTORA DE OSAME (OMDS)

(IZUMO et al., 1996)

0.
1.

8.
9.

anda e corre normalmente.

Marcha normal, mas corre lentamente.

. Marcha anormal.

. Marcha anormal e ndo consegue correr.

. Necessita de apoio em escadas.

. Necessita de apoio em uma das maos para andar.
. Necessita de apoio bilateral para andar.

. Necessita de apoio bilateral para andar, mas € limitado a 10 metros.

Necessita de apoio bilateral para andar, mas é limitado a 5 metros.

N&o consegue andar, mas pode engatinhar com a ajuda das méos e joelhos.

10. Rasteja com as maos.

11. Nao consegue rastejar, mas pode se virar na cama.

12. Ndo se vira, mas pode movimentar os dedos dos pés acamado e imovel.

13. Completamente restrito ao leito
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ANEXO V

PARECER N° 159/2005

Registro CONEP: 11071 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro CEP: 149 Processo n® 25000.158231/2004-74
Projeto de Pesquisa: “Resposta imunoldgica e expressdo da doenga na infecgéo
pelo HTLV-1. *

Pésquisador Responsével: Dr. Edgar Marcelino de Carvalho Filho

Instituigdo: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos/Universidade Federal da
Bahia ~ HUPES/UFBA. CEP Centro de Pesquisas Gongalo Moniz- CPqGM/
FIOCRUZ - Salvador/Bahia

Area Temética Especial: Cooperagéo estrangeira

Ao se proceder & andlise do projeto de pesquisa em questdo, em
resposta ao Parecer n® 2472/04, cabem as seguintes consideragdes:

a) as informagdes enviadas relativas atendem, de forma geral, aos
aspectos fundamentais da Res. CNS 196/96 sobre diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

b) o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da
instituigdo supracitada.

c) Entretanto, nos Temos de Consentimento Livre e Esclarecido de
n™ 01 e 02 relativos & coleta de sangue e suas implicagbes no item que trata sobre
Riscos e Beneficios, n&o foi atendida & pendéncia do parecer anterior, tendo sido
acrescido apenas a medida de secregdo da saliva.

d) No item referente a Confidencialidade, deve ser adequada nos
termos da legislacdo brasileira, ou seja: Constituigdo Federal Brasileira de 1988
{arts. 5° @ 21); Cédigo Civil (arts. 20 e 21); Cédigo Penal (arts. 153 e 154); Cédigo de
Processo Civil (arts. 347, 363 e 406); Cédigo de Defesa ao Consumidor (arts. 43 e
44); Medida Provisoria n° 2.200-2; Resolugdes da ANS (Lei n® 9.961 de 28/01/2000)
em particular a de n® 21; Cédigo de Etica Médica CFM (arts. 11, 70, 102, 103,
105,108 e 108); Resolugbes do CFM n°s 1.605/2000, 1.638/2002, 1.642/2002;
Padrbes de acreditagbes hospitalares do Consércio Brasileiro de Acreditagdo, em
particular GI. 2 e Gl 7.1.2. Considera-se, ainda, essencial, para a preservagéio e
proteg@o do sujeito da pesquisa, a anuéncia do médico responsével pelo paciente e
da autoridade responsével pelos prontudrios. Desta forma ndo basta a citagdo dos
que teriam acesso, mas deve estar explicito o cumprimento da legislacéo brasileira

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se

pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto, com a recomendacéo acima
citada, devendo esta ser acompanhada pelo CEP, para posterior inicio da

pesquisa.
Situagéo: Projeto aprovado com recomendagéo

Brasilia, 28 de janeiro de 2005. 9& 8 :

/' WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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ANEXO VI - ARTIGO PARA PUBLICACAO

Neurologic, Clinical Profile and Immunologic Response in a Cohort of

HTLV-1 Carriers with High Proviral Loads

Sheila N. Ferraz?, Gabriela F. Costa®, José Abrado Carneiro Neto?, Thiago Hebert?,
Cassius J. V. de Oliveira?, Mariele Guerra?, Livia M. A. Oliveira?, Edgar M.

Carvalho?¢d

a Immunology Service, Professor Edgard Santos University Hospital, Federal University
of Bahia, Salvador

b Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, Salvador, Bahia, Brazil

¢ Instituto Gongalo Moniz, Funda¢do Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia, Brazil

d National Institute of Science and Technology in Tropical Diseases (INCT-DT), CNPq,

Brazil.

Abstract

A high proviral load (PVL) is recognized as a risk factor for HTLV-1-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP), but there are a lack of prospective
studies evaluating whether or not HTLV-1 carriers with high PVL are at risk of
developing HAM/TSP or other HTLV-1 related diseases. In this paper, we compare the
incidence of clinical manifestations and the cytokine levels in 30 HTLV-1 carriers with
high (> 50,000 copies/10°PBMC) and an equal number of subjects with low proviral
loads. Participants were followed for 3 to 16 years (median of 11 years). The PVL, IFN-
v, TNF and IL-10 levels were quantified at entry and at the end of the follow-up. Among

the self-reported symptoms in the initial evaluation, only the presence of paresthesia on
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the hands was more frequent in the group with high PVL (p<.04). The production of IFN-
v was higher in the group with high PVL group (median 1308 versus 686pg/ml, p<.011)
when compared to the control group in the first assessment. During the follow-up, there
was a decrease in the proviral load only among carriers with high PVL. Moreover, there
was no difference in the occurrence of urinary or erectile dysfunction, periodontal disease,
sicca syndrome, and neurologic signs between the two groups. While non-patients
developed HAM/TSP. HTLV-1 carriers with high PVL and with exaggerated
inflammatory response did not progress to HAM/TSP, indicating that other factors in
addition to the proviral load are involved in the passage of HTLV-1 infected cells from
the blood to the central nervous system.

Keywords: HTLV-1 associated myelopathy; HTLV-1; proviral load; HTLV-1 carriers;

myelopathy
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Introduction

The human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) was the first retrovirus to
be described (POIESZ et al., 1980), and is the etiologic agent of adult T-cell
leukemia/lymphoma and HTLV-1 associated myelopathy or tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP) (MAHIEUX; GESSAIN, 2009; MARTIN et al., 2016; OSAME et al., 1986).
The HTLV-1 virus preferentially infects CD4 T cells, but is also found in CD8 T cells, B
cells, and dendritic cells (BANGHAM, 2018; MARTIN et al., 2016). HTLV-1 infection
activates genes that induce T cell proliferation and activation with an exaggerated
production of proinflammatory cytokines such as TNF, IFN-y, CXCL-9 and CXCL-10
(ANDO et al., 2013; SATO et al., 2013). The high proviral, load usually above 50,000
copies per 10° cells (GRASSI et al., 2011), and the exacerbated inflammatory response
are considered the main biomarkers of HAM/TSP (Olindo et al. 2006; Santos et al. 2012).
HAM/TSP is characterized by a slowly progressive spastic paraparesis, neurogenic
bladder, and less visible sensory signals (ARAUJO et al., 2009; BANGHAM et al., 2015).
About 20% of individuals infected with HTLV-1 without HAM/TSP have urinary
dysfunctions, especially due to overactive bladder (CASTRO et al., 2007). Erectile
dysfunction is also observed in more than 50% of infected subjects with the virus
(Oliveira et al. 2017). In addition to the aforementioned diseases, individuals infected
with HTLV-1 have more chronic periodontitis, sicca syndrome, and arthropathy than
seronegative individuals (CASKEY et al., 2008; LIMA et al., 2016; MOTOKAWA et al.,

1996; POETKER et al., 2011).

Previous studies with HTLV-1-infected individuals who did not fulfill the criteria
for HAM/TSP have shown a greater occurrence of neurological symptoms, such as
weakness in the lower limbs, hyperreflexia, and altered vibratory sensitivity, as well as

urinary dysfunction and erectile dysfunction, than in seronegative controls (BISWAS et
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al., 2009; CASKEY et al., 2008). It has also been observed that many HTLV-1 infected
individuals who do not meet the criteria for HAM/TSP present neurological complaints
related to sensorial, motor, urinary, or autonomic manifestations (TANAJURA et al.,
2015). Usually in virus-infected individuals who exhibit these symptoms or diseases, the
proviral load is high or virus proteins are documented in the compromised tissue,
supporting the important role of PVL in the passage of viruses to the tissues as a risk
factor for carrier progress to disease. However, a significant rate of HTLV-1 carriers have
PVL as high as patients with HAM/TSP (Santos et al. 2006; Martins et al. 2017). The
majority of the studies correlating viral load and immunologic responses with clinical
manifestations in HTLV-1 are cross-sectional. There are no prospective studies
evaluating subjects with high viral burdens for long periods of time, who develop other
HTLV-1 associated diseases as well as immunological abnormalities similar to those

observed in patients with HAM/TSP.

Methods
Type of Study and Participants
This is a prospective cohort study with the participation of HTLV-1 infected

subjects admitted between 2001 and 2016 in the Multidisciplinary HTLV-1 Clinic of the
University Hospital Prof. Edgard Santos, Salvador, Bahia, Brazil. The study subjects were
classified as exposed (high PVL) or non-exposed (low PVL). The exposed group had
proviral loads greater than 50,000 copies/10°PBMC (GRASSI et al., 2011) without any
evidence of probable or definitive myelopathy (Castro-Costa et al. 2006). Non-exposed
subjects were defined as HTLV-1 carriers with proviral loads lower than 50,000

copies/10° cells at admission and did not have signs of HAM/TSP.
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The HTLV-1 infection was diagnosed by the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) - (Cambridge Biotech Corp., Worceste, MA, USA), and confirmed by
Western blot test, HTLV blot (Genelab, Singapore). Initially, 92 HTLV-1 carriers were
identified and 31 had high proviral load. As one of these patients had neurosyphilis, he
was excluded. Thus, 30 patients with a high proviral load and 30 patients with a low
proviral load matched for age (+ 5 years) and gender participated in the study. None of
the subjects had immunosuppressants. This study was approved by the ethics Committee
of the Federal University of Bahia and all subjects involved agreed to participate and

signed an informed consent.

Study Design

The subjects answered a standard questionnaire and had a clinical and
neurological physical examination performed once a year. Information about how they
were referred to the clinic, previous history of blood transfusions, breast feeding, and
sexual behavior were recorded. Patients were evaluated by neurologists, urologists,
rheumatologists, dentists, and psychologists. The outcomes determined were sicca
syndrome, periodontitis, urinary dysfunction, erectile dysfunction, walking difficulty,
running difficulty, hyperreflexia (grade 3 or 4), and Babinski reflexes. Sicca syndrome
was defined by xerophthalmia and evidence of dry mouth and chronic periodontal
diseases by the criteria established by the International Association of Periodontal
disease. Low urinary tract symptoms such as nocturia, frequency, urgency, and
incontinence were recorded, as well void dysfunction. The erectile dysfunction was

determined by the International Index of Erectile Function (11EF-5).

Cell Separation, Cell Culture, and Determination of Cytokine

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from heparinized

blood samples by density gradient centrifugation with Ficoll-Hypaque (GE Healthcare
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Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). The cells were cultured in RPMI 1640 (Life
Technologies Gibco BRL, Grand Island, NY), 10% human AB serum (Sigma, St. Louis,
MO), glutamine, HEPES, and antibiotics (complete RPMI). Cytokines were determined
in supernatants of unstimulated PBMC cultures as previously described (Santos et al.
2012). Briefly, after mononuclear cell separation, the cells were washed twice in saline
and were adjusted to the concentration of 3x10° cells/ml in RPMI 1640 (Life
Technologies Gibco BRL, Gran Island, New York) supplemented with 10% of fetal
bovine serum (Sigma, St Louis, MO), glutamine, HEPES, and antibiotics. Unstimulated
cells, 3x108 cells/ml were incubated for 72 hours at 37°C 5% CO; and the supernatants
were harvested. Cytokines were determined in supernatants of unstimulated PBMC
cultures by sandwich ELISA using reagents from BD Biosciences Pharmingen, San Jose,

CA and the results are expressed in pg/ml.
Determination of the Proviral Load

The DNA was extracted from 10° PBMCs using proteinase K and salting-out
method. The HTLV-1 proviral load was quantified using a real-time Tag-Man PCR
method as previously described using the ABI Prism 7700 Sequence detector system
(Applied Biosystems) (DEHEE et al., 2002). Albumin DNA was used as an endogenous
reference. The normalized value of the HTLV-1 proviral load was calculated as the ratio
of HTLV-1 DNA average copy number/albumin DNA average copy number x 2 x 10°

and expressed as the number of HTLV-1 copies per 10° PBMCs.
Statistical Analysis

All the data were kept in an electronic data bank, the Research Electronic Data
Capture (HARRIS et al., 2009). Data was expressed as median and interquartile (1Q)

range in all figures. Categorical variables were analyzed using the Pearson Chi-square
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test or Fisher exact test. The proviral load and cytokine levels were expressed in median
and the comparison was performed by the Mann-Whitman test. For the paired samples,
we used the McNemar test. Correlations between two variables were examined by
Spearman rank correlation analysis. All statistical analysis was performed using SPSS

version 17 and were considered significant when P<.05.

Results

A total of sixty individuals infected by HTLV-1 were eligible for this study and
included in the analysis. The demographic, epidemiological, and clinical features of the
participants are shown in table 1. There was a predominance of female individuals
(66.7%). These patients were mainly referred by blood banks; 60% of the total in the
group of subjects with high proviral load, and 80% in patients with low proviral load. The
mean age was slightly higher in the group of non-exposed subjects, 56.2 years versus 55.5
years (p =.81). In the group of carriers with high proviral load, subjects were followed a

median of 11 years versus 11.5 years in the non-exposed group (p =.57).

The comparative analysis of HTLV-1 carriers at study entry and in the last
evaluation are shown in table 2. No significant differences were identified between the
neurological signs and symptoms at the final follow-up evaluation in the exposed group.
Carriers with high proviral load were not significantly more likely than controls to report
complaints about the ability to run (16.7% versus 20% p =.74), to walk (6.7% versus 10%
p >.99), urinary tract symptoms (16.7% versus 13,3% p =.99), and paresthesia in the feet
(20% versus 13.3% p =.49). There was also no difference in the frequency of joint pain
and periodontal disease during the follow-up. The cases had more xerostomia at the last

evaluation compared to the entry.
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The comparative analyses of the proviral load between the two groups at the entry
and during the follow-up are show in table 3. While there was a decrease in the high
proviral load carriers during the follow-up, there was no significant change in proviral

load among the controls.

The serum concentration of IFN-y was higher in the group with a high proviral
load (median 1308 versus 686 pg/ml, p =.011) when compared to the control group in the
first evaluation, as well as the concentration of 1L-10 (median 53 versus Opg/ml, p =.01).
There were no differences in the level of IFN-y and IL-10 at baseline, and in the last
evaluation there was a decrease in serum TNF concentration in both groups, with a
significant difference in the group with low proviral load (median 105 pg/ml at admission

versus 22 pg/ml in the last evaluation, p =.019) (Fig.1).

The IL-10 is the most important cytokine in human cells, and there is a direct
correlation between the levels of proinflammatory cytokines in IL10 and IFN-y (table 4).
While there was no correlation between IFN-y and IL10 in carriers with a high proviral
load, there was a direct correlation of these cytokines in subjects with a low proviral load.
During the follow-up, more specifically in the last evaluation, there was a positive
correlation between IFN-y and IL-10 in carriers with high proviral load; in subjects with

low proviral load, this correlation disappeared.

We also evaluated the correlation between cytokines and proviral load (table 4).
The significant correlation finding was between IFN-y and proviral load in carriers with

low proviral load, and between TNF and proviral load in the same group.

Discussion

The HAM/TSP only occurs in less than 5% of HTLV-1 infected subjects

(MARTIN et al., 2016), but there are other clinical manifestations associated with this
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virus such as sicca syndrome, periodontal disease, and arthropathy (FRENZEL et al.,
2014; GARLET etal., 2010; LIMA et al., 2016). Moreover, a large proportion of HTLV-
1 infected subjects, despite not fulfilling the criteria for HAM/TSP, have neurologic
symptoms and signs related to spinal cord involvement, such as paresthesia, weakness in
the inferior limbs, difficult walking, urologic manifestations of neurogenic bladder, and
erectile dysfunction (BISWAS et al., 2009; CASKEY et al., 2008; POETKER et al., 2011;
TANAJURA et al., 2015). The HTLV-1 proviral load has been considered the most
important biomarker of HAM/TSP; patients with HAM/TSP also have higher production
of proinflammatory cytokines than HTLV-1 carriers (Domingos et al. 2017; Guerreiro et
al. 2006; Santos et al. 2012). Alternatively, HTLV-1 carriers may present proviral loads
and proinflammatory cytokine levels as high as what is observed in HAM/TSP (Santos et
al. 2004). However, there is no longitudinal study evaluating if overtime carriers with
high HTLV-1 proviral loads develop more clinical and neurogenic diseases than carriers
with low proviral loads, or if they are at a high risk to develop HAM/TSP. In the present
study, we showed in a cohort study that HTLV-1 carriers who have a high viral burden
also produce high levels of pro-inflammatory cytokines, but do not develop more clinical
and neurological signs and symptoms than HTLV-1 carriers with low proviral load.

Moreover, a decrease in the PVL was observed in carriers with high PVL over time.

The two groups of HLV-1 carriers of the present study had similar demographic
and epidemiologic profiles at admission, but they differ regarding the proviral load and
the production of proinflammatory cytokines. Also, as carriers both groups had no
difference in the clinical or neurological examination at admission. The only exception
was the presence of paresthesia on the hands, which was more frequent in the group with
a high PVL. It is relevant that two previous studies aimed to identify clinical and

neurological manifestations related to HTLV-1 found higher frequencies of sicca
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syndrome, periodontal disease, urinary complaints of neurogenic bladder, hyperreflexia,
and even difficulty walking in HTLV-1 carriers than in the infected subjects (Caskey et
al., 2008; Poetker 2012). The higher frequency of clinical and neurological manifestations
in carriers in these previous studies compared with our data may be explained by the
improvement in knowledge about the clinical spectrum of HTLV-1 infection in the last
10 years. In the present study, HTLV-1 carriers were defined as patients who did not have
HAM/TSP or probable HAM/TSP, a form of HTLV-1 infection characterized mainly by

urinary dysfunction (CASTRO-COSTA et al., 2006).

The high proviral load leads to T cell activation, which contributes to the passage
of cells through the brain-blood barrier. Recent studies have shown that infected glial
cells in the spinal cord produce higher levels of CXCL10 (ANDO et al., 2013; SATO et
al., 2013), a cytokine known to recruit T cells to the inflammatory sites. A previous study
has shown that a proviral load higher than 50,000 copies for 10%/lymphocytes is a good
predictor for the diagnosis of HAM/TSP (GRASSI et al., 2011). It is known that
HAM/TSP is a late manifestation of HTLV-1 infection occurring usually after the fourth
decade of life. However, children who had a previous history of infective dermatitis
develop HAM/TSP during adolescence or as young adults (de Oliveira et al. 2005). The
documentation that children with infective dermatitis without evidence of HAM/TSP
present proviral loads and proinflammatory cytokines as high as patients with HAM/TSP
supports the important role of high HTLV-1 proviral load in early progression of HTLV-
1 carriers to HAM/TSP (NASCIMENTO et al., 2009). However, in the present study
HTLV-1 carriers with high proviral loads, followed for long periods of time, did not
develop more clinical or neurological disease than HTLV-1 carriers with low proviral

load.
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Previous studies have shown that proinflammatory cytokine levels in serum and
supernatants of PBMC are higher in patients with HAM/TSP than in HTLV-1 carriers
(GRASSI et al., 2011; MATSUZAKI et al., 2001; NAGAI et al., 1998; OLINDO et al.,
2005). The proinflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, TNF, CXCL9 and CXCL10
and IFN-y participate in the pathology of several chronic inflammatory diseases including
rheumatoid arthritis (PANDYA et al., 2017), coronary diseases (HANSSON, 2005),
cerebral malaria (RUDIN et al., 1997), tegumentary leishmaniasis (Oliveira et al. 2014),
and Chagas diseases (GOMES et al., 2003; POVEDA et al., 2014). We have previously
shown that patients with HAM/TSP display a decreased ability to down modulate T cell
response (Santos et al. 2006) in comparison with HTLV-1 carriers, and that CD8 T cells
participate in the pathogenesis of HAM/TSP (Santos et al. 2004). We don’t know the
mechanism through which HTLV-1 infection induces central nervous system damage,
but there is much evidence of the participation of proinflammatory cytokines, as well as
cytotoxicity mediated by CD8 T cells in the pathology of infectious diseases. Although
baseline production of IFN-y was higher in cases with high proviral loads than in control
groups, both groups produced high amounts of IFN-y and TNF, indicating that a high
production of proinflammatory cytokines may occur even in the absence of neurological

disease.

A correlation between proinflammatory and anti-inflammatory cytokines has
been observed in subjects with HTLV infection, and there is a direct correlation between
IFN-y and IL-10 as well in TNF and IL-10 in HTLV-1 carriers (CARVALHO et al.,
2001). In the present study, we evaluated if there was a correlation between the cytokines
in carriers with high and low PVL. Interestingly, there was no correlation between IFN-y
and IL-10 in the cases at entry, but a strong correlation among these cytokines was found

in the last evaluation. It is possible that the correlation between the anti-inflammatory
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cytokine IL-10 with the pro-inflammatory cytokine during the follow-up contribute to
attenuate the damage caused by exacerbated inflammatory response observed in HTLV-

1 infection.

An analysis of the correlation between proviral load and cytokines in the two
groups studied showed different profiles. While low proviral load carriers showed a direct
correlation between IFN-y and TNF production and proviral load in the last evaluation,
in the group of subjects with a high proviral load this correlation was not observed. The
existence of a correlation between proviral load and cytokine production was observed in
other studies (LIMA et al., 2016; STARLING et al., 2013). It is possible that in
individuals with a high proviral load, the exaggerated production of cytokines and the
increase in T cell activation prevent the detection of the influence of the proviral load in

cytokine production.

The participants in this study were followed for a long period of time. Although it
cannot be ruled out that if they were followed for a longer period, we would observe
clinical and neurological diseases or even the development of HAM/TSP, in the present
study we observed neither the appearance of neurological manifestations nor other
diseases associated with HTLV-1 in carriers with high proviral load. While during the
follow-up, there was a significant decrease in the proviral load in carriers with a high
proviral load at admission, no significant changes in cytokine profiles were observed in
this group of subjects. Only in carriers with low proviral load was there a significant
decrease in the in TNF levels. While variability in the proviral load has been observed in
other studies during the follow-up of HTLV-1 infected subjects, it cannot be ruled out
that in these carriers, host defense mechanisms developed during the course of the viral
infection contributed to the decrease in the proviral load and the maintenance of a carrier

state.
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Our data indicate that a large number of HTLV-1 infected subjects with a high
proviral load and an exaggerated inflammatory response do not develop neurological
manifestations, urinary and erectile dysfunction, nor other diseases associated with
HTLV-1. These findings suggest that other factors, in addition to the proviral load and
the inflammatory response observed in the peripheral blood, are necessary for carriers to

develop disease associated with HTLV-1.
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Table 1. Demographic, Epidemiologic Characteristics and Clinical Aspects of
HTLV-1 Carriers, Classified According to the Proviral Load at Study Entry

Characteristic High Proviral Load Low Proviral Load p value
Carriers Carriers
(n 30) (n 30)
Female sex 20 (66.7%) 20 (66.7%)
Median age. y 55.5 (x11.6) 56.2 (¥11.2) =.81°
Patient Referral =192
Blood banks 18 (60%) 24 (80%)
Other clinics 1 (3.3%) 0
Relatives 1 (3.3%) 2 (6.7%)
Others 10 (33.3%) 4 (13.3%)
Blood transfusion 4 (13.8%) 1 (3.3%) =.19°
Years of follow up (median | 11 (8.5 - 13) 11.5(8-12) =.57¢
[interquartile range])
Comorbidities
Diabetes mellitus 4 (13.3%) 3 (10%) >.09°
Hypothyroidism 3 (10%) 1 (3.3%) =.61°
Osteoarthritis 7 (23.3%) 13 (43.3%) =102
HBV infection 0 1(3.3%) >.09°
HCYV infection 0 1 (3.3%) >.09°

Abbreviations: HTLV-1, human T-cell lymphotropic virus type 1; HBV, hepatitis B virus; HCV,

hepatitis C virus;

a y2 test; b Fisher's exact test; ¢ Mann—Whitney U test
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Table 2. Clinical Symptoms and Signs in HTLV-1 Infected Subjects With High or Low Proviral Load at Admission and in
the Last Evaluation.

Low Proviral Load Carriers High Proviral Load Carriers Comparison between groups

Clinical features Admission = Final evaluation pvalue*  Admission | Final evaluation | p value* | Admission | Final evaluation
p value p value
Urological symptoms 4 (13.3%) 4 (13,3%) >99 5 (16.7%) 5 (16.7%) 1 >.99P >.99P
Erectile dysfunction 3 (10%) 0 25 1 (3.3%) 2 (6.7%) >.99 61° 49°
Urgency 1 (3.3%) 0 >.99 0 0 >.99°
Stress urinary incontinence 0 0 3 (10%) 1(3.3%) .63 0.24° >.99°
Erectile dysfunction 0 3/10 (30%) 25 0 0 21°
Others 0 1(3.3%) >.99 1 (3.3%) 2 (6.7%) >.99 >.99P > 99P
Neurological symptoms
Difficulty running 2 (6.7%) 6 (20%) 22 3 (10%) 5 (16.7%) .69 >.99° 74°
Difficulty walking 0 3 (10%) 25 1 (3.3%) 2 (6.7%) >.99 >.99° >.99°
Hand numbness 2 (6.7%) 4 (13.3%) .68 8 (26.7%) 5 (16.7%) 51 .04° >.99°
Foot numbness 2 (6.7%) 4 (13.3%) .68 7 (23.3%) 6 (20%) >.99 14° 49°
Biceps hyperreflexia 4 (13.3%) 2 (6.7%) 5 1 (3.3%) 1 (3.3%) 1 .35¢ >.99°
Patellar hyperreflexia 4 (13.3%) 5 (16.7%) >.99 5(16.7%) 7(23.3%) 0.62 >.99° 52¢
Babinski sign 0 0 0 0
Rheumatological symptoms
Joint pain
Monoarticular 1/28 (3.6%) 4 (13.3%) 5 2 (6.7%) 5 (16.7%) 37 >.99° >.99°
Oligoarticular 1/28 (3.6%) 3 (10%) .62 1 (3.3%) 7 (23.3%) .07 >.09° .16°
Polyarticular 0/28 2 (6.7%) 5 0 1 (3.3%) >.99 >.99°
Xerostomia 4 (13.3%) 6/23 (26.1%) .68 3 (10%) 9/25 (36%) .03 >.99° A46°
Xerophthalmia 6/29 (20.7%) 6 (20%) >.99 5 (16.7%) 13 (43.3%) .06 69° .052¢
Periodontal disease 6/16 (37.5%) 12/21 (57.1%) @ >.99 11/24 (45.8%) | 12/24 (50%) >.99 .60° .63¢

b McNemar test; B Fisher's exact test; c x Test?
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Table 3. Comparative analysis between the baseline proviral load and the last evaluation

in HTLV-1 Carriers

High Proviral Load
Carriers?
Low Proviral Load

Carriers?

Baseline proviral
load
120848 (79583.75
—192800.25) 4
4821 (937 -
27604) 4

a Wilcoxon signed-rank test;

Proviral load at final
evaluation
71896 (21710 -
156828.75) *
6141 (461.5 -
27851.5)°

p-value @

=.02

>.99

b Expressed as number of HTLV-1 copies per 10° peripheral blood mononuclear cells.

median (interquartile range).

An=30;¥n=26;0n=25
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Figl. Cytokine Concentrations in Supernatants of Unstimulated Mononuclear Cell

Cultures of HTLV-1 Carriers with High and Low Proviral Load at Study Entry and

at the Last Evaluation.
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Table 4. Correlations Between Serum Cytokines and Proviral Load from HTLV-1

Carriers at Study Entry and at the Last Evaluation

High Proviral Load Carriers Low Proviral Load Carriers
Correlations Study Entry Last Evaluation Study Entry Last Evaluation
IFN-y x PVL -.013 (=.95) -.235 (=.29) 554 (<.01) .659 (<.001)
TNF x PVL 117 (=.54) .002 (=.99) 299 (=.12) 437 (=.03)
IL10 x PVL 0.154 (=.41) 0.275 (=.24) 0.304 (=.11) 0.202 (=.37)
TNF X IFN-y 450 (=.01) 721 (< .01) .641 (<.001) .605 (<0.01)
IL10 x IFN-y .300 (=.11) .768 (< .01) 455 (=.01) .318 (=.14)
TNF x 1L10 483 (<.01) 451 (=.03) .358 (=.06) .458 (=.03)

Spearman correlations were calculated between parameters. The ‘r” indexes are shown and filled squares indicate

significant correlations (p-value).

PVL: proviral load




