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RESUMO

O virus linfotropico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) esta associado principalmente
a leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcCTA) e a paraparesia espastica
tropical/mielopatia associado ao HTLV-1 (PET/MAH). A PET/MAH é uma doenca
inflamatoria do sistema nervoso central (SNC), porém o mecanismo pelo qual o HTLV-1
induz a PET/MAH ainda nédo esta totalmente esclarecido. Acredita-se que a interacdo virus-
hospedeiro pode levar ao desequilibrio na resposta imunoldgica, com producdo aumentada de
citocinas inflamatorias, podendo estar relacionada ao desenvolvimento da PET/MAH. Assim,
este trabalho visa analisar a resposta imunoldgica periférica dos pacientes portadores do
HTLV-1 e correlaciona-la com as manifestacdes neurologicas funcionais dos pacientes com
PET/MAH. Foram incluidos 69 pacientes neste estudo, sendo 43 portadores do HTLV-1 sem
PET/MAH e 26 portadores do HTLV-1 com PET/MAH. Nos pacientes com PET/MAH as
manifestacdes neuroldgicas funcionais avaliadas foram: forga muscular, tdbnus muscular,
equilibrio e grau de auxilio da marcha. Cinco (05) mL de sangue foram coletados em tubo
com EDTA de cada paciente e as células linfomononucleares foram separadas utilizando
Ficoll-Paque. O RNA total foi extraido de 10° células utilizando o reagente Trizol. Apds
quantificacdo do RNA, 1 ug do mRNA foi submetido a transcrigéo reversa para obtencéo do
cDNA. A expressdo génica relativa das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-p foram
realizadas através da PCR em tempo real utilizando o StepOnePlus (Applied Biosystem) com
o reagente SybrGreen (Applied Biosystem). Para o calculo da expressdo génica foi realizada
através da formula 2°°T, onde ACT é CTgene — CTgene constitutivo, SENAO 0S genes constitutivos
utilizados o GAPDH e B-actina. Os pacientes com e sem PET/MAH apresentaram predominio
de expressdo génica do perfil Thl, principalmente de IFN-y. Foi observado também que nos
pacientes com PET/MAH houve expressdao aumentada de TNF-a. O perfil Th2 (IL-4)
apresentou-se diminuido, principalmente nos pacientes com PET/MAH. Quanto a resposta
antiinflamatdria, a expressao de IL-10 se mostrou prejudicada nos pacientes com PET/MAH e
a expressao de TGF-p inicialmente se mostrou elevada em ambos os grupos. Apds anélises da
razdo entre TGF-B/1L-10 pode-se observar que a expressdo de TGF-B se manteve quase que
equiparada a expressdo de IL-10, sugerindo a sua participacdo ndo como citocina
antiinflamatéria, mas como possivel acdo de reparacdo tecidual. O perfil inflamatério
associou-se positivamente com o grau de auxilio na marcha e o equilibrio, apresentando
resultados significantes somente para a expressdo de IFN-y. Os pacientes infectados pelo
HTLV-1 que desenvolvem PET/MAH apresentam aumento da resposta Thl em relacdo aos
pacientes que ndo desenvolveram PET/MAH, e esse aumento de expressdo de IFN-y estad
relacionado com o desenvolvimento e progressao da doenca.

Palavras-chave: HTLV-1. PET/MAH. Resposta imunolédgica periférica. Manifestacdes
neuroldgicas funcionais.



ABSTRACT

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is associated with adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATL) and HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP). HAM/TSP is an inflammatory disease of the central nervous system (CNS);
however, the mechanism by which HTLV-1 induces HAM/TSP is not yet clear. The virus—
host interaction may provoke changes in the immunological response, such as the enhanced
production of inflammatory cytokines, which are implicated in the pathogenesis of
HAM/TSP. This work aimed to analyze the peripheral immune response of patients infected
with HTLV-1 and correlate it with functional neurological manifestations in patients with
HAM/TSP. In the current study, 69 HTLV-1 infected patients were studied. 26 of them
developed HAM/TSP and 43 didn’t develop HAM/TSP. In patients with HAM/TSP was
evaluated the functional neurological manifestations like muscle strength, muscle tone,
balance and walking aid. Five mL peripheral blood was collected into a tube with EDTA and
lymphomononuclear cells were separated on a Ficoll-PaqueTM Plus density gradient (GE
Healthcare). Total RNA was extracted from 10° cells with Trizol reagent. After RNA
quantification, 1 pg of total RNA was submitted to reverse transcription for the generation of
cDNA using the Superscript 111 kit (Invitrogen). IFN-y, TNF-a, IL-4, 1L-10 and TGF-§3 gene
expression was measured quantitatively with the StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystem) using SYBR Green reagent (Applied Biosystem). The amount of mMRNA
in the sample was expressed as the relative amount to the GAPDH and B-actin genes,
according to the formula 2, where ACt is Ctgene — Cliousekeeping gene. 1NE g€NE expression showed
higher expression of Thl cytokine in patients with and without HAM/TSP, principally IFN-y.
In HAM/TSP patients also showed higher TNF-o expression. The gene expression showed
lower expression of Th2 cytokine in patients with HAM/TSP. As regards the anti-
inflammatory response, gene expression of IL-10 showed impaired in patients with
HAM/TSP and expression of TGF-f initially showed higher in both groups. After ratio
analysis between TGF-B and IL-10 it was observed that the expression of TGF-
B was equivalent to the expression of IL-10, suggesting its involvement as a non-
inflammatory cytokine, but as possible repair action tissue. The inflammatory profile was
positively associated with the walking aid and balance, showing significant results only for
the expression of IFN-y. The patients infected with HTLV-1 who developed HAM/TSP
showed increased Thl response compared to patients who did not develop HAM/TSP, and
this increased expression of IFN-y is related to the development and progression of the
disease.

Key-words: HTLV-1. HAM/TSP. Peripheral immune response. Functional neurological
manifestations.
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1 INTRODUCAO

O virus linfotrdpico de células T humanas do tipo 1 (Human T-cell leukemia virus type
1 — HTLV-1) é um retrovirus que infecta cerca de 20 milhGes de pessoas em todo o0 mundo. O
HTLV-1 esta associado com infecgdes crénicas e persistentes das células T que podem causar
doencas neoplésicas e inflamatorias. E o principal agente etiol6gico da Leucemia/Linfoma de
células T do Adulto (LLcTA) e da paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao
HTLV-1 (PET/MAH). Estas condicbes ocorrem em somente 2 a 5% dos individuos
infectados, enquanto que a grande maioria dos individuos infectados ndo desenvolve doenga,
e, por isto, sdo considerados portadores assintomaticos do virus. Porém, o HTLV-1 tem sido
também associado a varias outras doencas inflamatorias (BRASIL, 2013; ROMANELLLI;
CARAMELLI; PROIETTI, 2010; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

A PET/MAH é considerada uma das alteragbes mais comuns nos individuos
infectados pelo HTLV-1, na qual o portador apresenta alteracdes neuroldgicas importantes,
acometendo principalmente as funcbes motoras, sensoriais e autondmicas. E uma doenca
inflamatoria onde as células T CD4" infectadas pelo HTLV-1 e as células T CD8" HTLV-
especificas possuem um papel significativo na patogénese. Uma das mais importantes
observacgdes imunolégicas na infeccdo pelo HTLV-1 € a proliferacdo celular espontanea in
vitro, sem estimulo. Foi demonstrada a presenca de infiltrado de células T CD4+ e CD8+ no
sistema nervoso central (SNC), tendo destaque as células CD4" por produzirem citocinas
neurotoxicas. Estas citocinas sdo consideradas importantes mediadores da lesdo tecidual na
PET/MAH (MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010; ROMANELLI; CARAMELLI,
PROIETTI, 2010; SAITO, 2010; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009).

Estudos mostram que estes individuos possuem resposta imunoldgica especifica
caracteristica para o fenétipo do tipo Thl, apresentando elevada producéo de citocinas como
IFN-vy, que estdo hiperexpressas nos linfocitos de sangue periférico. Isso pode levar a maior
circulacdo destas celulas entre o sangue periférico e 0 SNC, e, propiciando a inflamagéo e
lesdo tecidual local. Em contrapartida, o perfil de resposta para o fenotipo Th2 encontra-se
diminuido, na qual os niveis de IL-4, que é a citocina caracteristica deste ultimo fenotipo,
encontra-se em baixos niveis de expressdo (AHUJA et al., 2007; TOULZA et al., 2008;
YAMANO et al., 2009).

As ceélulas T reguladoras (Treg) apresentam papel diferenciado no controle do
processo inflamatdrio causado pelo virus. Nos individuos com PET/MAH, estas células sdo os

principais reservatorios do virus no sangue periférico. A infeccdo desta célula leva a
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alteracbes na expressdo do fator de transcricdo para o fenoOtipo das células Treg, e,
consequentemente, alteracdo na fungdo supressora da resposta imunoldgica com diminuicado
na expressdo de IL-10. Essa perda da funcdo supressora € capaz de exacerbar o processo da
doenca, uma vez que a inflamacdo nao é controlada e o processo inflamatério se mantém
(BRITO-MELO et al.,, 2007; SANTOS; MUNIZ, CARVALHO, 2009; SATOU,
MATSUOKA, 2010; TOULZA et al., 2008; YAMANO et al., 2009).

A fisiopatologia da PET/MAH ainda ndo esta bem esclarecida. As alteracbes na
resposta imunologica dos pacientes acometidos pelo HTLV-1 estdo relacionadas com o
desenvolvimento desta patologia. Com isso, a analise da resposta imunoldgica periférica
correlacionando com as manifestacdes clinicas relacionados aos sinais neuroldgicos destes

individuos, pode trazer novas interpretacdes sobre a fisiopatologia da PET/MAH.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21HTLV-1

O HTLV-1 pertence ao género Deltaretrovirus da familia Retroviridae e da subfamilia
Orthoretrovirinae (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; GESSAIN; MAHIEUX,
2012).

A descoberta dos primeiros retrovirus humanos ocorreu independentemente no Japéo e
nos Estados Unidos. Poiesz et al., em 1980, identificaram pela primeira vez o HTLV a partir
de um paciente com linfoma cutaneo de células T. Yoshida et al., em 1982, identificaram o
virus da leucemia de células T do adulto (ATLV). Assim, HTLV e ATLV foram descritos
com apresentando a mesma sequéncia genética e foram nomeados posteriormente como
HTLV tipo 1 (GONCALVES et al., 2010; POIESZ et al., 1980; YOSHIDA et al., 1982).

Apds a descoberta do HTLV-1, um segundo retrovirus humano foi descoberto.
Kalyanaraman et al., em 1982, descreveram por ensaios imunologicos, a existéncia de um
novo tipo de virus que seria relacionado aquele primeiro descrito por Poiesz, porém, distinto
do mesmo. Prevalente na Africa Central e Ocidental, em populacbes amerindias nativas na
América do Norte, Central e do Sul, e entre grupos de usuarios de drogas injetaveis nos
Estados Unidos e Europa, o HTLV-2 apresenta aproximadamente 70% de homologia da
sequéncia de nucleotideos quando comparada as do HTLV-1. A partir de entdo, as variantes
isoladas por Poiesz e por Kalyanaraman passaram a ser denominadas HTLV-1 e HTLV-2,
respectivamente (GONCALVES et al., 2010; KALYANARAMAN et al., 1982).

Em 1983, uma equipe francesa composta por virologistas, epidemiologistas e
neurologistas iniciou uma série de estudos na Martinica e Guiana Francesa, a fim de
investigar a epidemiologia e o impacto clinico do HTLV-1 nesta regido. Isto levou a
descoberta da associacdo entre o retrovirus e a neuromielopatia crénica (GESSAIN et al.,
1985; GESSAIN; MAHIEUX, 2012).

Gessain et al.,, em 1985, demonstraram que pacientes portadores de paraparesia
espastica tropical (Tropical Spastic Paraparesis - TSP), na regido da Martinica, apresentavam
sorologia positiva para HTLV-1 em 68% dos casos. Em 1986, uma condi¢do neuroldgica
similar foi descrita no Japdo e denominada mielopatia associada ao HTLV-1 (HTLV-1
Associated Mielopathy - HAM). Posteriormente, Roman e Osame, em 1988, concluiram tratar-

se da mesma doenca, passando a ser usado 0 termo mielopatia associada ao
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HTLV/paraparesia espastica tropical (do inglés, HAM/TSP). Em 1989, a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) reconheceu oficialmente que a paraparesia espastica tropical (PET)
e a mielopatia associada ao HTLV-1 (MAH) representava a mesma doenca, conhecida em
portugués atraves da denominagdo de PET/MAH. Desde entdo, inUmeras outras doencas vém
sendo correlacionadas com a infeccdo pelo HTLV-1 como uveite, sindrome de Sjogren,
dermatite infecciosa, polimiosite, artropatias, tireoidite, polineuropatias, alveolite linfocitéaria,
linfoma cutdneo de celulas T, estrongiloidiase, escabiose, hanseniase e tuberculose
(ARAUJO; SILVA, 2006; GESSAIN et al., 1985; ROMAN; OSAME, 1988; ROMANELLI;
CARAMELLI; PROIETTI, 2010).

No Brasil, o HTLV-1 foi primeiramente descrito por Kitagawa et al., em 1986, em
uma comunidade japonesa residente em Campo Grande (MS), com soroprevaléncia de 13%,
sendo a maioria dos individuos oriundos de Okinawa, sul do Japdo. A primeira associacdo
entre o virus e a PET/MAH realizada no Brasil foi feita Castro et al., em 1989. Em Belém do
Pard, Ishak et al., em 2002, associaram 3 casos de PET/MAH com o HTLV-1 (CASTRO et
al., 1989; ISHAK et al., 2002; KITAGAWA et al., 1986; SANTOS; LIMA, 2005).

Em 2005 foram identificados os HTLV-3 e HTLV-4 em amostras de sangue de
individuos no sul de CamarBes em populacdes que tinham contatos com primatas nao-
humanos e ndo ha relato de transmissdo entre humanos e/ou se causam doencas em Seus
portadores (KANNIAN; GREEN, 2010; MAHIEUX; GESSAIN, 2005, 2009).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

O HTLV-1 tem ampla distribuicdo mundial e estima-se que cerca de 20 milhdes de
pessoas estejam contaminadas. Muitas sdo as areas endémicas para o0 HTLV-1, dentre elas,
pode-se citar o sul do Japdo, o Caribe, América Central e do Sul, Oriente Médio, Africa, Ilhas
da Melanesia e trés focos pequenos encontrados na populacéo aborigene da Australia, Papua
Nova Guiné e Norte do Japdo (Figura 1). O sul do Japéo ¢ a regido mais endémica do mundo
(BRASIL, 2013; CARNEIRO-PROIETTI, 2006; MATSUURA; YAMANO; JACOBSON,
2010; OLIERE et al., 2011; ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI, 2010; SAITO, 2010;
SONODA; LI; TAJIMA, 2011; WATANABE, 2011).

A existéncia de infecgdes pelo HTLV-1 na Africa Equatorial, juntamente com a
presenca do virus entre descendentes de africanos residentes no Caribe e na América Latina,

sugere que a Africa seja o reservatorio primario do virus (SANTOS: LIMA, 2005).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica da infeccdo pelo HTLV-1.

Fonte: Adaptado de Sonoda, Li e Tajima, 2011.

Por outro lado, ele é endémico em diversos paises da América Central e do Sul,
incluindo Honduras, Panama, Colémbia, Venezuela, Bolivia, Brasil, Peru, Chile e Argentina.
No Brasil, a infeccdo pelo HTLV-1 é considerada endémica. Estimativas apontam para
aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas infectadas pelo HTLV-1, o que torna o Brasil o pais
com maior nimero absolutos de casos. Esta alta prevaléncia varia entre as regides brasileiras,
apresentando baixa prevaléncia na regido sul do pais e altas prevaléncias nas regiGes norte e
nordeste. Um estudo realizado em doadores de sangue das 27 capitais brasileiras demonstrou
distribuicdo heterogénea, destacando-se como os Estados de maior prevaléncia o Para,
Maranh&o, Pernambuco e Bahia (Figura 2) (CARNEIRO-PROIETTI, 2006; DIAS-BASTQOS;
OLIVEIRA; CARNEIRO-PROIETTI, 2010; DOURADO et al., 2003; JACOB et al., 2007,
MAGRI et al., 2014; MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010; OLIERE et al., 2011;
ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI, 2010; SAITO, 2010; SANTOS; LIMA, 2005;
SILVA et al., 2009; SONODA, LI; TAJIMA, 2011).

O HTLV-2 é mais prevalente entre usuarios de drogas nos Estados Unidos e Europa,
sendo endémico entre varios grupos indigenas das Américas. No Brasil € mais prevalente
entre os Caiap0s, nos quais foi relatada prevaléncia superior a 25%. Ja o HTLV-3 e HTLV-4
ainda ndo foram identificados em territério brasileiro (CALATTINI et al., 2005; DIAS-
BASTOS; OLIVEIRA; CARNEIRO-PROIETTI, 2010; GONGCALVES et al., 2010;
MARTINS et al., 2011).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da infeccdo pelo HTLV-1 no Brasil e os quatro Estados
(Maranhdo, Bahia, Par& e Pernambuco), destacados com o quadro em vermelho,
de maior prevaléncia da infeccdo.
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Fonte: Adaptado de Catalan-Soares; Carneiro-Proieti; Proieti, 2005.

A transmissdo do HTLV-1 ocorre, principalmente, por trés vias. A via sexual é
considerada a mais eficiente na transmisséo. Ocorre principalmente do homem para mulher
em cerca de quatro (04) vezes mais quando comparado a transmissdo da mulher para o
homem. Presume-se que a infeccdo adquirida através da atividade sexual seja consequente dos
linfocitos infectados presentes no sémen e na secregdo vaginal (CHAMPS et al., 2010;
GALVAO-CASTRO et al., 2009; LAIRMORE et al., 2011; OLIVEIRA; AVELINO, 2007;
RIBEIRO et al., 2010).

A via perinatal ocorre através de maes infectadas que amamentam seus filhos,
resultando na transferéncia de linfocitos maternos infectados para o seu bebé. E também a
contaminacdo do feto a partir do sangue materno infectado € relatada, na literatura, como
mecanismo de transmissdo viral, porém nao representa um modo significativo de transmisséo
do HTLV-1 (CHAMPS et al., 2010; GALVAO-CASTRO et al., 2009; LAIRMORE et al.,
2011; OLIVEIRA; AVELINO, 2007; RIBEIRO et al., 2010).



28

Por fim, a via sanguinea ocorre atraves de transfusdes sanguineas ou pelo uso de
agulhas e/ou seringas contaminadas. A transfusdo de produtos sanguineos infectados continua
a ser um importante problema de saude publica. Por isso, no Brasil, desde 1993, a partir da
portaria n.° 1.376, editada pelo Ministério da Salde é exigida a pesquisa para 0 HTLV entre
os hemodoadores (CHAMPS et al., 2010; GALVAO-CASTRO et al., 2009; LAIRMORE et
al., 2011; OLIVEIRA; AVELINO, 2007; RIBEIRO et al., 2010).

2.3 ESTRUTURA E GENOMA DO HTLV-1

Possui estrutura morfolégica semelhante a de outros retrovirus, onde no interior do
capsideo tém-se duas fitas simples de RNA, a enzima transcriptase reversa e a integrase que sao
importantes para a inser¢do no genoma do hospedeiro, onde passara a constituir o provirus
(Figura 3) (BOXUS; WILLEMS, 2009; HOSHINO, 2012; LAIRMORE et al., 2011;
MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010).

Seu genoma contém genes estruturais e funcionais (Figura 4), como 0s genes gag,
pro/pol e env que estdo flanqueadas por duas regides LTR (long terminal repeat). Além disso,
na regido entre o gene env e a regido 3"-LTR também foi descrita a regido pX. O gene gag
codifica as proteinas estruturais p19, p25 e p15; o gene pro/pol codifica a transcriptase reversa
e a protease, respectivamente; o gene env codifica as glicoproteinas do envelope externo gp21
e gp46; o gene pX codifica as proteinas regulatérias TAX (p40), REX (p27), p12, p13, p21,
p30, que estdo implicadas na infeccdo e proliferacdo do virus. Outra proteina recentemente
identificada foi a HBZ (HTLV-1 b-ZIP factor), que, junto com a TAX, estdo implicados na
patogénese deste virus (BOXUS; WILLEMS, 2009; HOSHINO, 2012; LAIRMORE et al.,
2011; MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010).

Figura 3 — Estrutura morfoldgica esquematica do HTLV-1.
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Fonte: Adaptado de Casseb e Oliveira, 2014.
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Figura 4 - Organizacdo gendmica esquematica do HTLV-1.
Genoma integrado.
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Fonte: Adaptado de Boxus e Willems, 2009.

2.4 REPLICACAO DO HTLV-1

Como os demais retrovirus, seu ciclo de vida é dependente da enzima transcriptase
reversa. Inicialmente a particula viral necessita se ligar a superficie celular. Essa insercdo
ocorre entre as glicoproteinas do envelope viral e receptores especificos da superficie celular.
Apds essa interacdo, o virus torna-se capaz de penetrar na célula, liberando todo o seu
conteddo no citoplasma. Neste, a fita simples de RNA viral € transcrita a DNA de fita dupla
pela transcriptase reversa. A dupla fita de DNA linear migra para o ndcleo e integra-se no
genoma do hospedeiro pela acdo da integrase viral. Uma vez integrado, o provirus utiliza a
maquinaria celular para o processo de replicacdo viral. Os dados até agora disponiveis
sugerem que o HTLV-1 é um virus pouco replicativo e que a replicacdo viral in vivo ocorre
mais devido a expansdo clonal das células infectadas, do que via expressdo do genoma
integrado (HOSHINO, 2012; LAIRMORE et al., 2011; SANTOS; LIMA, 2005).

No HTLV-1 a infeccdo por virion livre é pouco eficiente. A infecgdo da célula pelo
virus ocorre através de sinapse entre células infectadas e ndo infectadas (Figura 5). A proteina
TAX apresenta papel importante por estimular o nimero de coOpias de provirus e a
proliferacéo celular, além de inibir apoptose. O HTLV-1 pode infectar varios tipos celulares,
como celula T, B e células sinoviais, mas possui tropismo por células CD4+ (HOSHINO,
2012; LAIRMORE et al., 2011; MAJOROVITS et al., 2008; SATOU; MATSUOKA, 2010).
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Figura 5 - Localizacdo intracelular da proteina Tax e complexos Gag p19 em conjugados de
células T infectadas pelo HTLV-1. Cada painel mostra a superposicdo de
coloracdo com anti-p-tubulina mAb (vermelho) e anti-Gag p19 mAb ou anti-Tax
mAb (verde). (A) Mostra a ndo polarizacdo da proteina Gag em células T. (B e C)
mostra a polarizacdo da proteina Gag. (D) Polarizacdo da proteina Tax. (D) A
proteina Tax polarizada é vista como um crescente verde ao longo da juncgéo
ceélula-célula.

Fonte: Adaptado de Nejmeddine et al., 2005.

O gene tax codifica a proteina mais estudada do HTLV-1. A proteina TAX influencia
a expressao de genes virais e celulares. A estimulacdo da expressdo de genes virais ocorre
através das regibes LTRs. Sua acdo sobre os genes celulares se da, ndo por ligacdo direta a
promotores ou estimuladores, mas sim via sinalizacdo celular, através de NF-xB, SRF, CREB
e AP-1. Além disso, TAX também pode inativar p53, p16™<** e MAD-1. Especula-se que
TAX tenha grande importancia na proliferacdo das células infectadas por HTLV-1 durante o
estado assintomatico. Além disso, seu fendtipo “mutador” pode acumular alteracdes genéticas
e epigenéticas no genoma do hospedeiro que mantém a proliferacdo independente de tax.
Com isso, a expressdo de tax pode ser inibida, e como ela é alvo do sistema imunoldgico, sua
repressao leva ao escape do mesmo. O gene hbz, recentemente descrito, situa-se na regido 3"-
LTR, que, ao contréario da 5°-LTR, apresenta-se hipometilada. A proteina codificada por este
gene foi inicialmente descrita ligando-se a CREB-2 e inibindo a transcricdo de TAX. Estudos
mostraram que é importante para a transformacdo da célula, pois estimula a proliferacdo
celular em sua forma RNA, através de E2F-1 e sua proteina inibe a transcricdo de TAX
(BOXUS; WILLEMS, 2009; HIGUCHI; FUJII, 2009; HOSHINO, 2012; JEANG, 2010;
YASUNAGA; MATSUOKA, 2007).

2.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA CONTRA O VIRUS

Inicialmente, achava-se que o HTLV-1 apresentava-se silenciado nas células

infectadas, mas varios estudos comegaram a demonstrar que isso ndo era verdade. Individuos
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infectados por HTLV-1 apresentam atividade cronica de resposta citotoxicas por células CD8"
HTLV-especificas, principalmente contra a proteina TAX, além de apresentarem altos titulos
de anticorpos anti-HTLV, incluindo IgM. Estes dois fatores mostram que ha a expressao de
proteinas virais. Entdo qual seria 0 motivo desses antigenos se apresentarem fracamente ou
ndo detectaveis no sangue de pacientes infectados? A ndo deteccdo destes antigenos esta
relacionada com a diminuicdo da expressdo da proteina TAX (BOXUS; WILLEMS, 2009;
MACNAMARA et al., 2010).

Com relacdo a proteina TAX, apesar de apresentar grande importancia para a
manutencdo viral, ocorre a inativacdo do gene tax e isso pode ocorrer de trés maneiras
diferentes: a perda da regido 5°-LTR, que € a regido promotora do virus para seus genes,
incluindo tax, mutacdo do gene tax e a ocorréncia de alteracbes epigenéticas, como
hipermetilacdo de DNA da regido 5°-LTR, silenciando a transcricdo dos genes virais. E isso
ocorre mesmo em pacientes assintomaticos, mostrando que TAX é importante nos estagios
iniciais da infeccdo e ndo em etapas finais da transformac&o celular. Como ela também é alvo
da resposta imunolodgica celular, a inibicdo de sua expressao confere vantagens as células
infectadas. Essa inativacdo da TAX ocorre pela acdo de HBZ, para evitar a producdo
exagerada de TAX. O que se tem entre as proteinas TAX e HBZ é uma relacéo de feedback,
uma vez que a TAX ativa a producdo de HBZ que, por sua vez, reprime a transativacao
mediada de TAX. Outro ponto importante é que, em um estudo desenvolvido por Boxus e
Willems (2009) foi demonstrado que a resposta citotoxica contra HBZ é ineficiente, ndo
eliminando as células que expressam HBZ (ASQUITH; BANGHAM, 2008; BOXUS;
WILLEMS, 2009; MACNAMARA et al., 2010; SAITO, 2010; SUEMORI et al., 2009).

O numero de CTL especificas contra células infectadas com HTLV-1 se correlaciona
positivamente com a carga de provirus de HTLV-1 tanto nos individuos assintomaticos
guanto em individuos com PET/MAH. Sabe-se que quanto maior é a carga viral em
individuos infectados maior € a chance de desenvolvimento de doencas HTLV-associadas.
Mas a razdo pela qual a carga viral se mantém baixa e o porqué existe um equilibrio ainda néo
estdo bem esclarecidos (ASQUITH; BANGHAM, 2008; IRISH et al., 2009; MATSUURA,
YAMANO; JACOBSON, 2010).

Outra celula importante no desenvolvimento das doengas relacionadas ao HTLV-1 € o
linfocito T CD4". Esta é uma das principais células encontradas no infiltrado do SNC em
pacientes com PET/MAH. Utilizando a técnica de ELISPOT de curta duracdo, Goon et al.
(2002) mostraram alta frequéncia de células CD4" especificas contra TAX e ENV em

pacientes com PET/MAH em comparacdo a pacientes assintomaticos, além de apresentarem



32

predominio significante do perfil de resposta imunoldgica para o fendtipo do tipo Thl
(MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010; SAITO, 2010).

Este achado pode ser sustentado por trabalhos realizados por Matsuura, Yamano e
Jacobson (2010) e Saito (2010), uma vez que eles também encontraram um perfil de resposta
do tipo Thl com producéo elevada de citocinas proinflamatérias como o IFN-y, TNF-a. e IL-
2, principalmente em PET/MAH quando comparado com individuos assintomaticos de
mesma carga viral, e uma diminuicdo na regulacdo do fendtipo Th2 através de baixos niveis
de citocina IL-4 nestes pacientes.

Outro trabalho também desenvolvido por Goon et al. (2004) mostrou que pacientes
com PET/MAH apresentavam um nimero 25 vezes maior de células CD4" responsivas ao
HTLV-1 em relagdo aos pacientes assintomaticos, sendo que ambos 0s grupos apresentavam a
mesma carga viral. Entretanto, essas células CD4" respondem mais a proteina ENV do
HTLV-1, ao contrario do encontrado em células CD8". Portanto, a grande freqiiéncia de
células CD4" especificas contra 0 HTLV-1 esta relacionada & doenca PET/MAH, uma vez
que a ativagdo destas células é considerada como o principal contribuinte para a inflamacéo
induzida pelo HTLV-1, o que pode ser confirmado também no estudo realizado por Satou e
Matsuoka (2010) (MATSUURA; YAMANO; JACOBSON, 2010; SAITO, 2010).

2.6 ALTERACOES IMUNOLOGICAS DA PET/MAH

Para o desenvolvimento dos sinais caracteristicos da PET/MAH, os pacientes
apresentam alteracfes na resposta imunoldgica. Estas alteracdes incluem a proliferacdo de
linfocitos T CD4" infectados pelo HTLV-1, com caracteristica de proliferar-se de forma
espontanea, além de expressdo do gene viral intensificada, altos titulos de anticorpos contra
HTLV-1 (encontrados tanto no soro quanto no fluido cérebro espinhal) e resposta
imunoldgica virus-especifica, incluindo producdo aumentada de citocinas proinflamatorias
como IFN-y, TNF-qa, IL-1 e IL-6. Além disso, quando as células T CD4+ estdo infectadas
pelo HTLV-1 produzem espontaneamente citocinas neurotoxicas como IFN-y e TNF-a, que
s&o encontradas em altos niveis em fluido espinhal de pacientes com PET/MAH (ARAUJO et
al., 2009; BEST et al., 2009; CASTRO-COSTA et al., 2009; ROMANELLI; CARAMELLLI,
PROIETTI, 2010).

Estes individuos possuem resposta imunologica especifica que é caracteristica para o

fenotipo do tipo Thl, apresentando producdo aumentada de citocinas como IFN-y e TNF-
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a, que estdo hiperexpressas nos linfocitos de sangue periférico. Isso pode levar a maior
circulacdo destas células entre o sangue periférico e 0 SNC, e, propiciando a inflamagéo e
lesdo tecidual local. Em seu estudo, Matsuura, Yamano e Jacobson (2010) confirmaram que,
em individuos com PET/MAH, havia um predominio de citocinas para o perfil de resposta
imunolodgica para o fenotipo Thl e diminuicdo para o perfil Th2, na qual os niveis de 1L-4,
apresentavam-se em niveis baixos (AHUJA et al., 2007; TOULZA et al., 2008; YAMANO et
al., 2009).

Outro aspecto importante a ser discutido é o fato de que a resposta imunolégica possuli
também células que sdo capazes de impedir a reacdo exacerbada contra um determinado
antigeno, que poderia causar lesdo ao organismo. Estas células sdo denominadas de células T
reguladoras (Treg), que inicialmente foram descritas com os marcadores CD4'CD25" e
identificadas pela expressdo intracelular Foxp3+ (do inglés forkhead/winged helix
transcription factor), sendo este fator de transcricdo crucial na diferenciacdo, funcédo e
homeostase das células Treg. Defeitos na expressdao de Foxp3 podem levar a perda da
tolerdncia imunoldgica, e, provavelmente, desenvolvimento de doencas auto-imunes.
(BRITO-MELO et al.,, 2007; SATOU; MATSUOKA, 2010; TOULZA et al.,, 2008;
YAMANO et al., 2009).

Nos pacientes com PET/MAH, o que ocorre é a exacerbacdo da resposta imunologica,
uma vez que nestes pacientes as células T com o fendtipo CD4"CD25"FOXP3" (Treg) s&o 0s
principais reservatérios do HTLV-1 no sangue periférico. Estudos tém mostrado que a
infeccdo pelo HTLV-1 pode modificar os niveis de expressdo de Foxp3. Em pacientes com
PET/MAH foi relatado a diminuicdo da expressdo de Foxp3 e também a producdo de
citocinas IL-10 e TGF-B (do inglés transforming growth factor beta) que sdo responsaveis
pela funcdo supressora da resposta imunoldgica. Essa perda da funcdo supressora € capaz de
exacerbar o processo da doenca, uma vez que a inflamagdo ndo é controlada e 0 processo
inflamat6rio se mantém (SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009; TOULZA et al., 2008;
YAMANO et al., 2009).

Em um estudo desenvolvido por Toulza et al. (2008), os autores verificaram que em
individuos com PET/MAH, o0s niveis citocinicos para a IL-10 estavam iguais aos de
individuos sadios e os niveis de TGF-B estavam significativamente baixos quando
comparados ao grupo controle, o que poderia refletir em diminuicdo da funcdo supressora

mediada pelas células Treg. Isso pode contribuir com a exacerbacdo do quadro inflamatorio
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na PET/MAH (BEWICK; YANG; ZHANG, 2009; HERAUD et al., 2007; MICHAELSON et
al., 2008; MONTES et al., 2009; SAITO, 2010).

Estudo desenvolvido por Yamano et al. (2009) demonstrou que em pacientes com
PET/MAH, a ativacdo persistente da resposta imunologica induzida por TAX, estaria
associada a uma diminuicio da expressdo de células T CD4"CD25"FOXP3" com funcéo
supressora e a um actmulo da populacio de células T CD4'CD25'FOXP3’, capazes de
exacerbar o processo patogénico da PET/MAH. Estes autores demonstraram que nos
pacientes com mielopatia associada ao HTLV-1 ocorreu aumento da sub-populacéo de células
T com o fen6tipo de CD4"CD25"CCR4"FOXP3 produtoras de IFN-y e que se correlacionava
com a severidade da PET/MAH (TOULZA et al., 2008).

Os verdadeiros mecanismos pelo qual o HTLV-1 induz doencas neuroldgicas sao
desconhecidos. No entanto, diante do cenario exposto em relacdo as alteracbes imunologicas
para o desenvolvimento da PET/MAH, existem trés principais hipoteses sobre a patogénese
da doenca (Figura 6). A primeira hipétese aponta para 0 mecanismo de citotoxicidade direta,
onde células T citotoxicas CD8+, especificas para antigenos do HTLV-1, cruzariam a barreira
hematoencefalica e destruiriam, por mecanismos citotoxicos diretos ou via producdo de
citocinas, as células da glia infectadas pelo HTLV-1 (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER;
VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO, 2010; SHOEIBI et al., 2013).

A segunda hipdtese, denominada de autoimunidade, aponta para um processo de
mimetismo molecular no qual a semelhanca entre uma proteina neuronal do hospedeiro e a
mais importante proteina do virus, o antigeno Tax, acarretaria um processo inflamatério de
auto-imunidade com lesdo neuronal (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER; VAN DER
LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO, 2010; SHOEIBI et al., 2013).

A terceira e Ultima hipotese, a mais aceita de todas, 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 juntos atravessariam a barreira
hematoencefalica e produziriam grande quantidade de citocinas proinflamatorias levando a
um processo de intensa inflamagéo e destruicdo tecidual. Neste sentido, acredita-se, neste
estudo, que os linfécitos sdo ativados na paraparesia espastica tropical, e quando atravessam a
barreira hemato-encefalica, d&o inicio ao processo inflamatério no SNC resultante em lesdo
celular (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SAITO,
2010; SHOEIBI et al., 2013).
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Figura 6 — Principais hipoOteses sobre a patogénese da PET/MAH: (1) citotoxicidade direta;
(2) Autoimunidade; e (3) 0 mecanismo de dano circundante ou “bystander”.
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2.7 FISIOPATOLOGIA DA PET/MAH

As descricOes patologicas da PET/MAH indicam principalmente o acometimento da
medula espinhal ao nivel toracico inferior (Figura 7). Ocorre um processo de inflamacéo na
medula espinhal, acometendo a substancia branca e cinzenta, seguida por degeneragdo axonal
(Figura 8A), apesar da degeneracdo ndo estd relacionada a tratos especificos, estudos
anatomopatologicos demonstrarem degeneracdo das colunas posteriores do fasciculo grécil
(1), dos tratos cortico-espinhal lateral (2), tratos espino-cerebelar anterior (3) e posterior (5) e

espinotalamicos do funiculo lateral (4) (Figura 8B). Caracteristicas dessas lesfes séo
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infiltrados perivasculares e parénquimal principalmente com linfocitos e macrofagos
espumantes, proliferacdo de astrocitos e gliose fibrilar. H& ampla destruicdo de mielina e
perda de ax6nios especialmente do trato corticoespinhal, consistentes com os achados clinicos
(ARAUJO et al., 2009; CASTRO-COSTA et al., 2009; COOPER; VAN DER LOEFF;
TAYLOR, 2009; IZUMO, 2010; MORGAN, 2011; SAITO, 2010; YAMANO et al., 2009;
YAMANO; SATO, 2012; SHOEIBI et al., 2013).

Figura 7 — Distribuicdo da inflamacéo e infeccdo causada pelo HTLV-1
no SNC. Medula espinal toracica de um paciente com
PET/MAH, com 2,5 anos de doenca.

Fonte: Adaptado de Izumo, 2010.

Figura 8 — (A) Medula espinal toracica de um paciente com PET/MAH, com 2,5 anos de
doenca. (B) Distribuicdo da inflamacdo e infeccdo causada pelo HTLV-1 no
SNC.
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Fonte: Defino, 1999; Izumo, 2010. (modificado pelo autor).



37

Posteriormente ao curso da doencga, 0 processo se torna menos celular e mais atrofico.
Citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a, IFN-y e IL-1p foram detectados em células no
infiltrado perivascular. Ndo ha nenhuma evidéncia direta de que o HTLV-1 infecta os
neurdnios, astrocitos ou microglia, mas as células T CD4+ tem sido observada nas lesGes da
medula espinal (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; MORGAN, 2011;
YAMANO; SATO, 2012; SHOEIBI et al., 2013).

A inflamagédo causada na medula ocasiona comprometimentos motores (fraqueza e
espasticidade em membros inferiores), sensoriais (parestesias e dores neuropéticas), distlrbios
esfincterianos vesicais e intestinais, além de disfuncéo erétil no homem (ARAUJO; SILVA,
2006; ARAUJO et al., 2009; CASTRO-COSTA et al., 2009; SAITO, 2010; YAMANO et al.,
2009).

Embora a alteracdo do tecido parenquimatico ndo esteja confinada a nenhum trato
especifico, a degeneracdo simétrica do trato corticoespinhal lateral é evidente em todos os
casos, sendo o principal agente etioldgico da paraparesia espastica. Aliada ao sinal de
Babinski ha hiperreflexia patelar, muitas das vezes acompanhadas por clénus. O
envolvimento das colunas posteriores, principalmente do fasciculo gréacil, resulta em
alteracdes da propriocepcdo consciente além de déficits relacionados ao trato epicritico e
sensibilidade vibratoria abaixo do nivel da lesdo. Pode haver, em alguns casos, o
acometimento dos tratos espinocerebelar anterior e posterior, ocasionando perda da
propriocepcdo inconsciente, e do trato espinotalamico lateral, provocando distdrbios
relacionados a dor e temperatura. Vale ainda ressaltar o possivel comprometimento da
substancia gelatinosa, o que pode agravar o quadro algico (ARAUJO et al., 2009; CASTRO-
COSTA et al.,, 2009; COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; MORGAN, 2011,
SAITO, 2010; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO, 2012).

2.8 MANIFESTACOES CLINICAS DA PET/MAH

A leséo celular na medula espinhal, resultante da inflamacéo provocada pela acdo das
citocinas inflamatérias induzidas pelo HTLV-1 no SNC, leva ao desenvolvimento da
PET/MAH. Esta € a manifestacdo neurolégica mais comum associada ao virus. O HTLV-1
tem um amplo espectro de manifestacdes neurologicas, denominado de complexo neurologico
(Figura 9) (ARAUJO; SILVA, 2006; SHOEIBI et al., 2013).

A PET/MAH se desenvolve tipicamente em mulheres (relagdéo mulher/nomem 2-3:1)

na quarta década de vida. A principal caracteristica clinica da doenca é a paraparesia espastica
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(perda parcial das fungdes motoras dos membros inferiores associado ao aumento do tonus
muscular) de evolugio lenta e progressiva com distdrbios neuroldgicos vesicais. E
tipicamente uma doenca com inicio insidioso, seguido por uma evolucdo cronica e estavel
(ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; GONGALVES et
al., 2008; YAMANO; SATO, 2012; SHOEIBI et al., 2013).

Figura 9 - Representagdo esquemaética do complexo
neurolégico do HTLV-1: o modelo do
iceberg.
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Fonte: Adaptado de Araujo e Silva, 2006.

O desenvolvimento de incapacidade neurologica ocorre normalmente durante o
primeiro ou segundo ano do curso da doenca. Isto indica uma possivel fase inflamatoria
inicial, seguida por uma fase degenerativa prolongada (ARAUJO; SILVA, 2006; COOPER,;
VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; GONCALVES et al., 2008; SHOEIBI et al., 2013).

A evolucdo da PET/MAH ocorre de forma mais rapida em mulheres do que em
homens. A razdo para esta diferenca de progressdao entre homens e mulheres ainda é
desconhecida, porém hormonios sexuais femininos podem estar associados ao avango do
guadro neuroldgico da PET/MAH. Também estdo associados como possiveis causa de
progressao da doenca da PET/MAH aqueles individuos que apresentam altas cargas virais,
sugerindo aumento da proliferacdo e migracdo de linfécitos infectados para o SNC, assim
como individuos imunossuprimidos (ARAUJO; SILVA, 2006; GONCALVES et al., 2008;
SHOEIBI et al., 2013).
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As caracteristicas clinica da doenga envolvem distirbios motores, sensoriais e
autondmicos. Estas manifestacbes clinicas podem ser divididas em sinais e sintomas
apresentados pelos pacientes com PET/MAH (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR,
2009; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO, 2012).

Os principais sintomas motores descritos pelos pacientes incluem distdrbios na
marcha, com queixas iniciais de tropecos durante a deambulagdo, com tendéncia a risco de
quedas, além de fraqueza muscular. Estes sintomas relacionados aos membros inferiores
apresentam distribuicao assimétrica em fases iniciais, e, principalmente, distribui¢do simétrica
com a progressdo da doenga. Ja& 0s sinais motores caracteristicos da PET/MAH sdo a
paraparesia espastica, onde os pacientes apresentam a marcha do tipo espastica, com fraqueza
de membros inferiores, a qual € mais evidente proximalmente, além de hiperreflexia, presenca
de clénus e sinal de Babinski. A hiperreflexia nos membros superiores pode ser observada em
alguns pacientes. No que diz respeito a forca muscular nos membros superiores, observa-se a
preservacdo da forca durante todo o curso da doenca (COOPER; VAN DER LOEFF;
TAYLOR, 2009; GONCALVES et al., 2008; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO,
2012).

Nos individuos que desenvolvem PET/MAH, os grupamentos musculares da cintura
pélvica e dos membros inferiores sdo acometidos de maneira a tornar a marcha espastica
(como j& foi mencionado anteriormente), com diminuicdo da velocidade, do equilibrio
dindmico e aumento do dispéndio energético (fadiga). O padrdo, na maioria dos casos, € o da
marcha “em tesoura” caracteristica da presenca de hipertonia bilateral nos membros
inferiores, acometendo principalmente os musculos adutores do quadril, extensores de joelho
e flexores plantares de tornozelo; assim como severo encurtamento e fraqueza dos musculos
pélvicos. Os passos tornam-se arrastados e lentos, comprometendo as fases da marcha. Os
movimentos perdem sua seletividade, provocando deficiéncia no sinergismo funcional entre
as cinturas escapulares e pélvica, com acentuada imobilidade da articulagdo sacro-iliaca. O
grau de espasticidade e fraqueza muscular tornam-se, portanto, os principais fatores limitantes
da marcha, sendo necessarios dispositivos que os auxiliem na deambulagdo. Ocorre uma
progressdo do auxiliares na marcha durante o desenvolvimento da PET/MAH, onde em
estagios mais avancados estes pacientes estardo confinados a cadeira de rodas (Figura 10)
(ARAUJO et al., 2009; CAROD-ARTAL et al., 2008; COOPER; VAN DER LOEFF;
TAYLOR, 2009; GONCALVES et al., 2008; ROMANELLI; CARAMELLI; PROIETTI,
2010; SANTOS; MUNIZ; CARVALHO, 2009; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO,
2012).
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Figura 10 — Evolucéo clinica da PET/MAH.
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Fonte: Adaptado de Yamano e Sato, 2012.

Os sintomas sensoriais relatados pelos pacientes incluem dor e dorméncia na regiao
lombar e nos membros inferiores. Em alguns casos, a dor é intensa e mais angustiante do que
os distarbios da marcha. Ja os sinais sensoriais que sdo caracteristicos da PET/MAH incluem
parestesias nos pés, podendo ocorrer nas maos, e, quando acontece, é de forma leve. Ocorrem
alteracdes da sensibilidade tatil, dolorosa e vibratdéria nos membros inferiores. O nivel
sensorial é compativel com alteragdes na medula toracica inferior, porém o nivel medular
exato do acometimento da sensibilidade é incomum (COOPER; VAN DER LOEFF;
TAYLOR, 2009; GONCALVES et al., 2008; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO,
2012).

Os sintomas de disfuncdo autonémica incluem os distdrbios vesicais/intestinais e
disfungéo sexual, estes sintomas séo geralmente insidioso, mas ocasionalmente podem ocorrer
de forma abrupta ao longo de semanas. Sintomas de bexiga neurogénica como freqiéncia
urinéria, urgéncia, incontinéncia e/ou retencdo sdo muito comuns e visto como 0s sintomas
iniciais no curso da doenca; as vezes estes sintomas precedem o desenvolvimento do quadro
de paraparesia. Os sinais mais comuns de disfun¢do autondmica incluem bexiga neurogénica,
bexiga hiperativa, peristaltismo diminuido e disfungéo erétil no homem. Os sinais e sintomas
menos comuns presentes nos individuos com PET/MAH incluem sinais cerebelares, neurite e
atrofia optica e nistagmo (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; GONCALVES et
al., 2008; SHOEIBI et al., 2013; YAMANO; SATO, 2012).
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Outro aspecto clinico importante diz respeito aos exames de imagens. Com 0 processo
degenerativo, envolvendo o SNC que ocorre na PET/MAH, as imagens de ressonancia
magnética sdo importantes para caracterizar este quadro de atrofia medular, principalmente na
regido toracica inferior (Figura 11). Estes exames sdo de grande valia para o diagndstico
clinico desta enfermidade (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009).

Figura 11 — Imagem de ressonancia magnética (RM)
mostrando atrofia da medula toracica em
paciente com PET/MAH, como mostra pela
seta branca.

Fonte: Adaptado de Cooper; Van Der Loeff; Taylor, 2009.

2.9 DIAGNOSTICO DA PET/MAH

O diagndstico da PET/MAH ¢ baseado na combinacdo de caracteristicas clinicas e
confirmacéo laboratorial da infeccdo por HTLV-1, além da exclusdo de outras patologias que
podem levar a paraparesia espastica (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009;
SHOEIBI et al., 2013; SLATER; RIBEIRO; PUCCIONI-SOHLER, 2012; YAMANO;
SATO, 2012).

Apo0s as descricdes patologicas da PET/MAH e a associagdo com o HTLV-1, um
marco importante foi o estabelecimento de critérios de diagnéstico desta patologia. A
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), em 1988, prop0s critérios especificos para se chegar
ao diagnostico de PET/MAH, sendo estes critérios revisados em 1989 (COOPER; VAN DER
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LOEFF; TAYLOR, 2009; DE CASTRO-COSTA et al., 2006; SHOEIBI et al., 2013;
SLATER; RIBEIRO; PUCCIONI-SOHLER, 2012).

Os critérios preconizados pela OMS apresentam uma vasta lista de itens capazes de se
chegar ao diagnostico preciso de PET/MAH, porém estes indmeros critérios a tornaram,
muitas das vezes, dificil de aplicar. Buscando otimizar os critérios de diagndstico para
PET/MAH, tornado-os mais viavel e de facil execucdo, De Castro-Costa et al., em 2006,
elaboraram uma proposta para o diagnéstico de PET/MAH, baseando-se nos critérios da OMS
e na experiéncia de profissionais. De acordo com o0s autores 0s niveis sdo chamados de
definitivos, provaveis e possiveis. Cada nivel contém trés critérios, os quais devem ser
cumpridos para que o diagnodstico seja realizado como os sintomas de mielopatia, achados
soroldgicos e/ou deteccdo do DNA proviral do HTLV-1 e a exclusdo de outros distrbios,

como:

DEFINITIVO:

- A paraparesia espastica progressiva nao-remitente com marcha prejudicada o suficiente para
ser percebida pelo paciente. Sinais ou sintomas sensoriais podem ou nao estar presente.
Quando presentes, eles permanecem sutil e sem um nivel sensorial claro. Sinais e sintomas de
esfincter urinario e anal podem ou ndo estar presente.

- Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR confirmado por Western blot e/ou PCR
positivo para HTLV-1 no sangue e/ou liquor.

- Exclusdo de outras doencas que podem se assemelhar a PET/MAH.

PROVAVEL:

- Apresentacdo monossintomatica: espasticidade ou hiperreflexia nos membros inferiores ou
sinal de Babinski isolado, com ou sem sutis sinais e sintomas sensoriais, ou bexiga
neurogénica somente confirmado por testes urodindmicos.

- Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e/ou LCR confirmado por Western blot e/ou
PCR positivo para HTLV-1, em sangue e/ou liquor.

- Exclusdo de outras doencas que podem se assemelhar a PET/MAH.

POSSIVEL:
- Apresentacdo clinica completa ou incompleta.
- Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e/ou LCR confirmado por Western blot e/ou

PCR positivo para HTLV-1, em sangue e/ou liquor.



43

- Disturbios que podem se assemelhar a PET/MAH néo deve ser excluido.

Para a confirmacdo da infeccdo por HTLV-1, a triagem soroldgica para detecgdo de
anticorpos anti-HTLV pode ser realizada utilizando o método de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). O teste confirmatério para o rastreio positivo € necessario nos individuos para
eliminar falsos positivos e discriminar entre HTLV-1 e HTLV-2. Confirmacdo sorolégica
pode ser realizada por meio do teste de Western Blot ou através da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (COOPER; VAN DER LOEFF; TAYLOR, 2009; SHOEIBI et
al., 2013; YAMANO; SATO, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o padrdo de resposta imunoldgica periférica dos portadores do HTLV-1 e sua
correlacdo com as manifestacfes neuroldgicas funcionais nos individuos com PET/MAH.

3.2 ESPECIFICOS

» Mensurar o grau de forca muscular nos pacientes acometidos por PET/MAH,;
+ Avaliar a espasticidade nos pacientes acometidos por PET/MAH;

« Avaliar o equilibrio e a marcha nos pacientes acometidos por PET/MAH;

« Graduar o auxilio da marcha nos pacientes acometidos por PET/MAH;

 Quantificar a expressdo génica das citocinas INF-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e TGF-B nos
portadores do HTLV-1,;

« Correlacionar a expressao génica das citocinas (IFN-y e TNF-a; IL-4; TGF-B e IL-10) com

as manifestacdes neuroldgicas dos pacientes acometidos por PET/MAH,;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional descritivo e analitico do tipo transversal.

4.2 SELECAO DOS CASOS

Os participantes que compuseram a amostra foram selecionados por conveniéncia
entre os individuos que compareceram para acompanhamento clinico de rotina em servico de
média complexidade em salude no Laboratorio de Clinica e Epidemiologia de Doencas
Endémicas do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da UFPA no periodo de Agosto de 2010
a Agosto de 2014. Estes pacientes foram incluidos no estudo respeitando a ordem de chegada
no servico e o preenchimento dos critérios de inclusdo. Os individuos chegavam ao servigo
com diagnostico soroldgico (ELISA) de infeccdo por HTLV-1. Posteriormente, as sorologias
positivas foram confirmadas e tipadas pelo laboratério de Biologia Celular e Molecular do
NMT, através da técnica da PCR.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram considerados critérios de inclusdo individuos de ambos 0s sexos, maiores de 18
anos, sorologia e PCR positivos para 0 HTLV-1, com ou sem disfuncdo neuroldgica, ndo
infectados pelo HIV-1 e que estivessem em atendimento no Laboratério de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da UFPA.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

A ndo observancia de um dos critérios acima implicou na exclusdo do individuo da
pesquisa. Assim como aqueles pacientes que se encontravam fazendo uso de farmacos
imunossupressores e com diagnostico diferencial de Esclerose Multipla; Meningite
Carcinomatosa; Paraparesia Espéastica Familiar; Mielite Transversa; Esclerose Lateral
Primaria; Sindromes Paraneoplasicas; Siringomielia; Doenca de Lyme; Deficiéncia de B12 e
Folato; Doenca de Behget; Neurosifilis; Neurotuberculose; Sarcoidose; Mielopatia VVacuolar

por HIV; Doencas do Colageno; Mielopatias Auto-imune; Sindrome de Sjogren; Mielopatias
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toxicas;, Esclerose Lateral Amiotréfica; Mielopatia por fungos; Fistula Vertebral
Arteriovenosa; Mielopatia Hepética; Mielopatia Parasitarias (Toxocara canis e Ascaris suum);
Compresséo da medula espinhal (Tumor espinhal, Espondilose cervical, Tumor cerebral, etc);
Mielopatias regionais endémicas com manifestacdes clinicas semelhantes (incluindo

esquistossomose e neurocisticercose).

4.5 AVALIACAO FUNCIONAL

Foram estabelecidos dois grupos, ambos com diagndstico de infeccdo pelo HTLV-1. O
primeiro grupo composto por 43 pacientes sem PET/MAH e o segundo grupo com 26
pacientes com PET/MAH. Para o diagnostico de PET/MAH utilizou-se os critérios propostos
por De Castro-Costa et al. (2006), que sdo: a paraparesia espastica progressiva nao-remitente
com marcha prejudicada o suficiente para ser percebida pelo paciente. Sinais ou sintomas
sensoriais que podem ou ndo estar presentes; sinais e sintomas de disfuncdo do esfincter
urinario e anal que podem ou nao estar presente; presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro
e LCR (Liquido cefalorraquidiano) confirmado por Western blot e/ou PCR positivo para
HTLV-1 no sangue e/ou liquor; Além de exclusdo de outras doengas que podem se
assemelhar a PET/MAH.

A avaliacdo clinica dos pacientes infectados pelo HTLV-1 foi realizada de forma
conjunta por médicos e fisioterapeuta. A equipe foi composta por uma médica Infectologista,
dois médicos Reumatologistas e uma Neurologista. A partir desta avaliacdo, os pacientes
foram diagnosticados como portadores de PET/MAH ou n&o. A interacdo destes profissionais
na avaliacdo destes pacientes proporcionou visao global da situacdo clinica apresentada por
estes individuos. Esta avaliacdo multidisciplinar foi importante para a homogeneidade na
coleta dos dados, como também na tentativa de proporcionar ao paciente qualidade no
atendimento e manejo clinico dos sintomas apresentados por eles.

Na avaliacdo neuroldgica funcional (Apéndice A) foram utilizados instrumentos que
fornecessem dados mais objetivos ou que quantificassem o quadro clinico neurolégico dos
pacientes com PET/MAH. Para que a avaliagdo fosse mais criteriosa e a0 mesmo tempo menos
cansativa ao individuo avaliado, foram aplicadas escalas de facil execucao, rapida aplicabilidade e
fidedignidade nos resultados obtidos. As escalas utilizadas na fisioterapia se encaixam neste perfil
e englobam uma vasta lista de instrumentos que qualificam e quantificam alteragdes no sistema
neuroldgico, onde neste estudo foi avaliada funcionalmente a for¢ca muscular, tdnus muscular,

equilibrio e alteracdes na marcha.
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4.6.1 Forga muscular

A avaliacdo da forca muscular foi realizada pela Escala do Conselho de Pesquisa
Médica — Escala MRC (Medical Research Council), baseado nos estudos de Paternostro-
Sluga et al. (2008) (Anexo A). Esta escala consiste na graduacdo da forca de 0 a 5, de acordo
com a seguinte classificacdo: Grau 0 (Sem contracdo); Grau 1 (Contracdo muscular visivel ou
palpavel sem movimentacdo); Grau 2 (Movimento ativo com eliminacdo da gravidade); Grau
3 (Movimento ativo contra a gravidade); Grau 4 (Movimento ativo contra gravidade e
resisténcia) e Grau 5 (Forca normal). Foram avaliadas a contracdo dos musculos do quadril
(regido proximal), solicitando a flexdo; para os musculos do joelho (regido distal) foram
solicitados movimentos de extensdo; e para 0os musculos do tornozelo (regido distal), foram
solicitados os movimentos de flexdo plantar, e, todos 0s pacientes estavam na posicao sentada

durante a realizacdo do teste para que se pudesse obter padronizacdo durante a avaliagéo.

4.6.2 Ténus muscular

Foi tomada como referéncia de avaliacdo, para a espasticidade muscular, a escala de
Ashworth Modificada (Anexo B) segundo Bohannon e Smith (1987), onde a movimentagéo
passiva da extremidade inferior seria realizada avaliando o momento da amplitude articular
em gue surge a resisténcia ao movimento. Todos o0s pacientes foram mensurados em decubito
dorsal para que se pudesse obter padronizacdo da avaliacdo e homogeneidade na coleta dos
dados.

Esta escala apresenta como caracteristica o fato de ser uma escala ordinal que varia de
0 a 4, descrita da seguinte forma: o nimero zero (0) significa nenhum aumento no ténus
muscular; o numero um (1) é caracterizado como leve aumento do tébnus muscular,
manifestando-se como um resistir e ceder ou por minima resisténcia no final da amplitude de
movimento quando a parte afetada € movido em flex&o ou extensdo; o numero um/mais (1+) é
um leve aumento do ténus muscular, manifestando-se como uma resisténcia, que persiste de
maneira discreta através do movimento passivo remanescente (menos da metade deste); o
namero dois (2) significa o0 aumento do ténus durante a maior parte do movimento, mas o
segmento é facilmente mobilizado passivamente; o nimero trés (3) € o aumento consideravel
do ténus, com dificuldade na movimentacdo passiva e por fim o nimero quatro (4) informa

gue o segmento afetado encontra-se rigido em flexdo ou extensao.
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Os musculos adutores de quadril, extensores de joelho (quadriceps) e flexores
plantares de tornozelo sdo os principais masculos acometidos na espasticidade de membro
inferior. Estes musculos foram usados como referéncia para a classificacdo geral destes

pacientes, de acordo com os estudos de Ghotbi et al. (2011).

4.6.3 Escala de Equilibrio e Mobilidade de Tinetti

Foi utilizada a Escala de Equilibrio e Mobilidade de Tinetti (Tinetti Performance-
Oriented Mobility Assessment - POMA) (Anexo C), de acordo com Tinetti (1986) e validado
para lingua portuguesa por Gomes (2003). Tem sido usada para avaliar o equilibrio e as
anormalidades da marcha. O teste consiste de 16 itens, divididos em duas escalas. A primeira
(Para o equilibrio) é avaliada nove itens divididos em: sentar sozinho, incapacidade de ficar
em pé, instabilidade para girar/virar e instabilidade quando o esterno € empurrado para tras. A
segunda é avaliada sete itens relacionados a marcha dentre eles, inicio da marcha, simetria e
continuidades dos passos. A contagem para cada exercicio varia de 0 a 1 ou de 0 a 2, com
uma contagem mais baixa que indica uma habilidade fisica mais pobre. A pontuacdo total do
indice é de 28 pontos. Pontuacdo menor que 19 indica alto risco de quedas; 19 a 24 pontos
indica risco médio de quedas e 25 a 28 pontos indica baixo risco de quedas.

4.6.4 Grau de auxilio na marcha

O grau de auxilio na marcha foi caracterizado identificando quais dispositivos eram
utilizados por eles durante a deambulacéo. Estes dispositivos foram classificados em ordem
crescente segundo o grau de necessidade do auxilio. Foi criada assim uma escala progressiva
(Apéndice B), onde o numero zero (0) era aquele individuo cuja deambulacdo seria sem
auxilio; o nimero um (1) era com auxilio de terceiros; o nimero dois (2) com o uso de
bengala ou muleta unilateral; o trés (3) com o uso de muleta bilateral; o quatro (4) seria com 0
uso de andador e o cinco (5) por cadeira de rodas. Sabe-se que alguns pacientes apresentavam
diferentes mecanismos que os auxiliam na deambulacdo, foi adotado um critério para a
padronizacdo da pontuacdo nesta escala. Este critério incluiu a pontuacdo do auxilio
dominante durante a realizacdo da marcha pelo paciente.

4.7 QUANTIFICACOES DA RESPOSTA IMUNOLOGICA PERIFERICA



49

Para a quantificacdo da resposta imunolégica periférica, foram utilizadas técnicas de
biologia molecular as quais foram desenvolvidas no laboratdrio de Imunopatologia do NMT
da UFPA.

4.7.1 Coleta de sangue, separacdo e contagem das células linfomononucleares

Apos a avaliacdo funcional, de cada paciente selecionado, foi coletada amostra de
5mL de sangue em tubo com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético). Em seguida, todo
o sangue foi transferido para um tubo tipo Falcon (Labcon) de 50mL, para ser diluido em
5mL de PBS (Tampé&o Fosfato-salino), com volume final de 10mL. Em outro tubo tipo falcon
de mesma proporcao, adicionou-se 5mL de Ficoll-paque ™ Plus (GE Healthcare), transferido-
se cuidadosamente para este tubo todo o sangue diluido anteriormente. Apds este
procedimento, o conteddo foi centrifugado para a separacdo das células linfomononucleares a
2000 rpm por 30 minutos e a 15°C, utilizando a centrifuga Heltich Zentrifugen Universal 320
R. Apds esta primeira centrifugacdo, foram retiradas estas células, e, transferidas para outro
tubo tipo falcon. Em seguida foram lavadas em 5mL de PBS e centrifugadas a 4000 rpm por
20 minutos e a 15°C. Ao término desta centrifugacdo, foi desprezado o sobrenadante, restando
apenas um pellete de células no fundo do tubo. A estas células restantes, foram acrescidos
1mL de PBS e em seguida, foram transferidas para o microtubo (Labcon) de 1,5mL. Deste
microtubo, foi retirada amostra de 10uL para a contagem de células linfomononucleares. O
restante da amostra foi congelado em refrigerador (Ultra Low Sanyo) a -80°C.

Para a contagem celular foi utilizada a cadmara de Neubauer. Este procedimento
utilizou-se os 10uL de células (retirados anteriormente) que foram diluidas em 90uL de PBS
(diluicdo de 1:10). A contagem foi realizada utilizando os quatro quadrantes maiores laterais e
apos este procedimento, o numero total de células foi dividido por quatro (nimero de
quadrantes existentes), multiplicado por dez (fator de dilui¢cdo) e seguido da multiplicacdo por

10.000. Obtendo assim o numero de células/mL de cada paciente.
4.7.2 Isolamento e quantificacdo do RNA
De cada paciente, o RNA total, foi extraido de 10° células linfomononucleares,

previamente calculadas. A extracdo de RNA foi realizada pelo método do Trizol, de acordo

com o protocolo do fabricante. Em microtubo de 1,5mL, foi acrescentado as células
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linfomonucleares 1000uL de Trizol (Trizol ® Reagent — Invitrogen) e 200uL de cloroférmio
(Merk) a cada tubo. Apés homogeneiza¢do por 2 minutos em Agitador Vortex Quimis, 0
contetdo foi centrifugado na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a 12.000 rpm por 10
minutos a 6°C. Apds este periodo, o sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro
microtubo de 1,5mL, contendo 500uL de isopropanol (Merk) e em seguida homogeneizado
manualmente. Este microtubo foi armazenado em refrigerador a -20°C para precipitacdo por
um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, uma nova centrifugacdo a 12.000 rpm, por
20 minutos a 6°C, foi realizada. Ap6s centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante, restando o
pellete de RNA no lado e no fundo do tubo, e a este RNA precipitado foi acrescentado
1000uL de etanol 70% (Merk) em &gua DEPC (dietil pirocarbonato) onde foi centrifugado a
12.000 rpm, por 20 minutos a 6°C, para ser realizada a lavagem do RNA. Apos esta lavagem,
o pellete de RNA foi desidratado por evaporagdo a 37°C, e diluido em 30pL de 4gua DEPC.

A andlise de qualidade do RNA foi realizada em gel de agarose e formaldeido (Figura 12).

Figura 12 - Corrida eletroforética em
gel de agarose com
fomaldeido para RNA,
evidenciando as bandas
de RNAs ribossdmicos
28S e 18S.

<288

«18S

Neste gel foi avaliada a contaminagdo por DNA gendémico e pOde-se verificar se
ocorreu degradacdo da amostra. No gel deveria estar presentes duas bandas, 28S e 18S, sendo
que a banda de 28S deve estar mais intensa que a de 18S. A ocorréncia de outra banda, de
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tamanho superior a de 28S, denota contaminacdo por DNA gendmico. Neste caso a amostra
deveria ser submetida a re-extragéo por Trizol.

Ap0s este procedimento, as amostras foram quantificadas utilizando o equipamento
Invitrogen Qubit® Fluorometer e 0 Q32852 Quant-iT RNA Assay Kit, 100 assays *5-100ng*
(250pg/uL-100ng/uL) para a leitura das amostras, seguindo as instrucdes do fabricante.

4.7.3 Sintese de cDNA

A transcricdo reversa, das amostras, foi realizada para a obtencdo do cDNA a ser
utilizado na reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Este procedimento foi
realizado utilizando o kit Superscript Il (Superscript ® Il Reverse Transcriptase —
Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. Na reacdo foram acrescentados 1ug da
amostra de RNA de cada paciente (previamente quantificadas), oligo dT 500 pmol/mL e
dNTP a 10mM, com volume final de 13uL. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos no
termociclador (Eppendorf Mastercycler) e, ao término desta incubacdo, transferida
imediatamente para o gelo. Foram adicionados, entdo, tampéo 5x (first strand buffer), DTT
(ditiotreitol) 10mM, MgCl, a 50mM e Super script 1l 10.000U — 200U/uL, com volume
final de 20 pL, levando-se a reagdo a 50°C por 50 minutos. Depois a enzima foi inativada,
aquecendo-se a solugdo a 85°C por 5 minutos. Apds o término da reacdo, em cada amostra, foi
acrescentado 10uL de agua destilada ultra pura Gibco (Invitrogen), totalizando volume final

de 30pL.

4.7.4 Quantificacdo da expressdo génica das citocinas para os perfis de resposta

imunologica periférica do tipo Thl, Th2 e Treg

No presente estudo, foi realizada a quantificacdo relativa. Para a deteccdo dos
amplicons foi utilizado o agente fluorescente Sybr Green. As amostras foram feitas em
duplicata.

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para as reacdes de RT-PCR
foram primers para as citocinas IFN-y e TNF-o caracteristica do perfil de resposta
imunoldgica do tipo Thl; primers para a citocina IL-4 caracteristica do perfil de resposta
imunoldgica do tipo Th2 e primers para as citocinas IL-10 e TGF-B, caracteristicas do perfil

de resposta imunologica para as células T-reg.
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A reacdo de RT-PCR foi realizada no StepOne Plus (Real Time PCR Systems - Applied
Biosystems) com o reagente Sybr Green (Applied Biosystems). A partir da reacdo de
transcricao reversa, foi utilizado cDNA, SYBR Green pcr master mix (2x), primers (18uM)
sentido e reverso, e agua Milli Q autoclavada gsp 20uL. Apos o periodo de 10 minutos a 50°C
para ativacdo da enzima e desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, foram executados 45 ciclos de
95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final, foi realizado o protocolo de dissociacao
térmica, para controle da especificidade da reacgéo.

Os resultados foram analisados pelo StepOne ™ Software v2.0. Para a quantificagdo
relativa, foi realizado o seguinte calculo: inicialmente determinou-se o cycle threshold (CT),
dado pelo nimero do ciclo em que o sinal de fluorescéncia atingiu a linha limiar (threshold
line), ou seja, a linha em que a emissdo de fluorescéncia estava acima do ruido de fundo
(background). O CT encontra-se invariavelmente na regido correspondente a fase exponencial
da amplificacdo, o que torna mais acurada a estimativa de quantificacdo dos transcritos na
amostra original. Os valores de CT dos genes de interesse foram normalizados em relacdo ao
CT dos genes constitutivos, o GAPDH (do inglés Gylceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) e a B-actina, resultando o ACT, que € 0 CTgene - CTeonstitutivo- POr fim, foi

2-ACT

calculado o , sendo este o valor a ser trabalhado como representante da expressao relativa

para cada gene.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

O software Excel 2010 foi adotado para entrada dos dados, bem como para a
confeccdo das tabelas. A analise estatistica e a confec¢do dos graficos foi realizada por meio
dos softwares BioEstat 5.0 e 0 GraphPad Prism 5.0.

Utilizou-se o teste D’ Agostino-Pearson para a avaliagdo da normalidade dos dados. As
variaveis apresentadas neste estudo revelaram-se com distribuicdo ndao normal o que foi
necessario a utilizacéo de testes ndo paramétrico para a anélise estatistica deste trabalho.

Na analise univariada, as varidveis categoricas foram apresentadas como frequéncias e
as numeéricas por meio de medidas de tendéncia central e dispersdo. A significancia dos dados
foi avaliada pelo teste G (Aderéncia).

Para a comparagdo das variaveis numeéricas entre dois grupos, foi utilizado o teste de
Mann-Whitney e as correlacdes entre estas variaveis foram avaliadas pelo teste de Correlagdo

de Spearman.
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Na andlise multivariada, buscando a relacdo dos perfis de resposta imunoldgica
periférica (Variavel independente) e as manifestacBes clinicas (Varidvel dependente), foi
realizado teste de Regressao Linear Multipla.

Todos os resultados foram considerados estatisticamente significativos no nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

4.9 FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS REALIZADOS

Grupos estudados

A 4 A 4

HTLV-1 sem PET/MAH HTLV-1 com PET/MAH

l

Avaliacdo Funcional

Forca muscular
Tonus muscular
Equilibrio

Auxilio na marcha

\ 4

\ 4
Coleta de sangue

A 4

\ 4

Thl: IFN-y e TNF-a

\ 4
Quantificacdo da
expressao génica

A 4

Th2: IL-4

\ 4

T-reg: IL-10 e TGF-

Correlagdo com as manifestacoes
neurologicas funcionais

Comparag&o entre 0s grupos
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4.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CEP) do NMT sob parecer numero 038/2010-CEP/NMT (Anexo E),
seguindo as normas da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde, relativa a pesquisa
em seres humanos. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice C) foi
explicado de forma verbal a cada paciente e aplicado antes da coleta de dados.

No TCLE, foram esclarecidos a utilizacdo do material biologico, dados clinicos da
avaliacdo, as caracteristicas do exame, o sigilo dos dados obtidos e a livre decisdo de
participacdo do individuo. Foi exigido que, todos os participantes da amostra, autorizassem a

sua participacdo no estudo através da assinatura.
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DOS PACIENTES

Foram incluidos no estudo 69 individuos, classificados de acordo com a
sintomatologia neuroldgica. Diante deste critério, foi dividido em dois grupos com
denominacdo de pacientes HTLV-1 sem PET/MAH e HTLV-1 com PET/MAH.

Dos 69 pacientes com HTLV-1, 43 (62,32%) ndo apresentavam PET/MAH e 26
(37,68%) foram diagnosticados com PET/MAH. Dentre os HTLV-1 sem PET/MAH, 34
individuos (79,07%) era do sexo feminino e 9 (20,93%) do sexo masculino. A meédia e a
mediana de idade nestes individuos foram 48,4 + 13,4 anos e 48 anos, respectivamente. Entre
o0s pacientes HTLV-1 com PET/MAH, 17 (65,38%) era do sexo feminino e 9 (34,62%) do
sexo masculino, a média e a mediana de idade foram 51,2 + 10,05 anos e 54,5 anos,
respectivamente, como mostra a tabela 1.

Né&o foi observada diferenca nas variaveis sexo (p = 0,33) e idade (p = 0,39) entre 0s
grupos estudados, como mostra a tabela 1. Este resultado demonstra que as amostras sdo
semelhantes para estas variaveis. E diante deste fato, a variavel idade néo representa um viés

de confundimento quando se analisou as variaveis clinicas nos pacientes com PET/MAH.

Tabela 1 — Distribuicdo demografica dos pacientes infectados pelo HTLV-1 avaliados no
Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da
UFPA no periodo de Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

Geral HTLV-1sem PET/MAH HTLV-1 com PET/MAH
Variéveis (N=69) (N=43) (N=26)
N % N % N %

Sexo

Masculino 18 26,09% 9 20,93% 9 34,62%

Feminino 51 73,91% 34 79,07% 17 65,38%

P-valor - 0,33*
Idade

Minimo 18 anos - 18 anos - 35 anos

Maximo 76 anos - 76 anos - 69 anos

Mediana 49 anos - 48 anos - 54,5 anos

Média+ DP 49,5+ 12,2 anos - 48,4 + 13,4 anos - 51,2 + 10,05 anos

P-valor 0,39**

(-) Dado numérico igual a zero. DP = Desvio Padrao.
*Teste G (Contingéncia) p<0,05.
**Teste ANOVA, p<0,05.
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5.2 MANIFESTACAO CLINICA DOS PACIENTES COM PET/MAH

Dentre os pacientes HTLV-1 com PET/MAH, alguns individuos ndo completaram a
avaliacdo neurologica funcional. Trés pacientes ndo completaram a avaliacdo da forca
muscular e um ndo completou a avaliagdo do equilibrio.

Vale a pena ainda ressaltar que todos os pacientes com PET/MAH encontravam-se em
tratamento fisioterapéutico durante a coleta dos dados e, também, a sua grande maioria usava
medicacdo no controle da espasticidade como os antiespasticos (Baclofeno).

Em relagdo as manifestaces neuroldgicas, foram avaliadas variaveis como forca
muscular, tdnus muscular, equilibrio e grau de auxilio da marcha.

Na analise descritiva da forca muscular, dos 23 pacientes avaliados, foi observada que
0s graus variaram de 2 a 5, tanto nas regido proximal quanto na regido distal. Conforme
mostra a tabela 2, a regido proximal apresentou um nimero expressivo de pacientes com grau
4 na escala de forca muscular, significando discreta fraqueza muscular. A fraqueza muscular
predominou no membro inferior esquerdo com 11 individuos com graduacdo 4 (Movimento
ativo contra resisténcia), ja no membro inferior direito observou-se um nimero de 8 pacientes
com graduacdo 3 e 4 (Movimento ativo contra a gravidade e movimento ativo contra
resisténcia, respectivamente). Quando se analisou a regido distal, ambos 0os membros

apresentaram maior nimero de pacientes (10 individuos) para o grau 5 (grau de forca normal).

Tabela 2 — Distribuicdo do grau de for¢ca muscular segundo a escala do Medical Research
Council nos pacientes com PET/MAH avaliados no Laboratério de Clinica e
Epidemiologia de Doengas Endémicas do NMT da UFPA no periodo de Agosto
de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

ESCALA DO MEDICAL RESEARCH COUNCIL

Grau Poximal Direito Poximal Esquerdo Distal Direito Distal Esquerdo
% N % N % N %
0 - - - - - - - -
1 - - - - - - - -
2 2 8,70% 1 4,35% 1 4,35% 1 4,35%
3 8 34,78% 7 30,43% 5 21,74% 3 13,04%
4 8 34,78% 11 47,83% 7 30,43% 9 39,13%
5 5 21,74% 4 17,39% 10 43,48% 10 43,48%
Total 23 100% 23 100% 23 100% 23 100%
Mediana 4 4 4 4
P-valor 0,74 0,78

(-) Dado numérico igual a zero.
Teste de Mann-Whitney, p<0,05.
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Foi observado também que a variavel forca muscular apresentou mediana para o grau
4 na escala de forca muscular, implicando dizer que estes pacientes apresentam fraqueza
muscular nos membros inferiores em ambas as regides. Porém ndo existe diferenca estatistica
quando se compara a fraqueza muscular entre 0s membros, tanto na regido proximal quanto
na distal (p=0,74 e p=0,78, respectivamente), conforme mostra o grafico 13A.

Como foi observada variagcdo dos escores obtidos na avaliagdo da forca muscular, foi
realizada nova andlise. Aqueles individuos que apresentaram graduacdo de forca < 4 foram
considerados apresentando fraqueza muscular. A partir desta observacdo, 0s pacientes que
apresentaram grau de forca muscular 5 (forca normal) foram excluidos para poder ser
realizada analise descritiva da fraqueza muscular, e, assim, verificar a regido mais acometida
e 0 membro predominante. A partir desta anélise, foi observado que a maioria dos pacientes
apresentou fraqueza muscular na regido proximal, principalmente no membro inferior
esquerdo (n=19, 82,61%) quando comparado a regido distal (n=13, 56,52% em ambos 0s
membros), conforme mostra o grafico 13B. Isso mostra um acometimento da fragueza

muscular maior na regido proximal do que na regido distal.

Grafico 13 — (A) Comparacédo da forgca muscular, entre os membros inferiores, para as regifes
proximais e distais de acordo com a escala do Medical Research Council,
p=0,74 e p=0,78 respectivamente. Teste de Mann-Whitney, p < 0,05. (B)
Distribuicéo da fraqueza muscular.
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Na avaliacdo do ténus muscular utilizou-se como referéncia a escala de Ashworth
Modificada. Houve diferentes escores obtidos pela escala, variando entre o grau 1 a 3 nos
musculos testados. Nem sempre todos os trés musculos avaliados foram acometidos pela
espasticidade. Alguns pacientes apresentavam acometimento apenas de um masculo enquanto
que outros apresentavam acometimento de dois ou dos trés masculos avaliados. Diante disso,
observou-se que o0 nimero de pacientes que ndo apresentavam aumento do ténus muscular na

escala de Ashworth Modificada foi maior para os musculos Flexores Plantares de tornozelo e
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menor para 0s musculos Adutores de Quadril, indicando acometimento maior da
espasticidade na regido proximal do que na regido distal, conforme mostra a tabela 3. Outro
fato importante é que nenhum paciente avaliado apresentou grau 4 nesta escala, ou seja,

nenhum paciente apresentava grau maximo de espasticidade.

Tabela 3 — Distribuicdo do grau de espasticidade segundo a escala de Ashworth Modificada
nos pacientes com PET/MAH avaliados no Laboratério de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da UFPA no periodo de Agosto
de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

ESCALA DE ASHWORTH MODIFICADA

Grau AdD Ad E QdD QdE FPD FPE
% N % N % N % N % N %
0 3 11,54% 4 15,38% 4 15,38% 4 15,38% 7 26,92% 6 23,08%
1 9 34,62% 7 26,92% 6 23,08% 5 19,23% 5 19,23% 6 23,08%
1+ 5 19,23% 5 19,23% 5 19,23% 6 23,08% 3 11,54% 4 15,38%
2 5 19,23% 5 19,23% 6 23,08% 8 30,77% 4 15,38% 4 15,38%
3 4 15,38% 5 19,23% 5 19,23% 3 11,54% 7 26,92% 6 23,08%
4 - - - - - - - - - - - -
Total 26 100% 26 100% 26 100% 26 100% 26 100% 26 100%
Mediana 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
P-valor 0,85 0,92 0,96

Ad D — Musculo Adutor direito; Ad E — Musculo Adutor esquerdo; Qd D — Musculo Quadriceps direito; Qd E —
Musculo Quadriceps esquerdo; FP D — Musculos Flexores plantares direito; FP E — Muasculo Flexores plantares
esquerdo.

(-) Dado numérico igual a zero.

Teste de Mann-Whitney, p< 0,05.

Nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH, todos os musculos avaliados apresentaram
mediana para o grau 1+ (leve aumento do ténus muscular), ndo observando resultados
estatisticamente significantes para os musculos Adutores de quadril, Quadriceps femoral e
Flexores Plantares de tornozelo, quanto a diferenca entre os membros avaliados (p=0,85,
p=0,92 e p=0,96, respectivamente) conforme ilustrado no grafico 14A.

Segundo esta escala de avaliagdo do tdnus muscular, aqueles individuos que obtém
escore > 1 ja apresentam espasticidade. A partir desta observacdo, os pacientes que
apresentaram escore 0 caracterizados como sem aumento do tdnus muscular foram excluidos
para poder ser realizada nova analise descritiva, e, assim, verificar qual o musculo mais

acometido pela espasticidade bem como o membro predominante. A partir desta analise,
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pode-se observar que a maioria dos pacientes apresentou espasticidade nos musculos
Adutores de quadril direito (n=23, 88,46%) e Adutores de quadril esquerdo (n=22, 84,61%) e
uma porcentagem menor para os Flexores Plantares de tornozelo direito (n=19, 73,07%) e
esquerdo (n=20, 76,92%). Pode-se inferir atraves deste resultado, que os pacientes avaliados
neste estudo realmente apresentaram espasticidade principalmente na regido proximal e

diminuicdo na regido distal, conforme mostra o grafico 14B.

Gréfico 14 — (A) Comparacdo da espasticidade, entre os membros inferiores, para 0s
musculos adutores de quadril, quadriceps femoral e flexores plantares (p=0,85,
p=0,92 e p=0,96). Teste de Mann-Whitney, p < 0,05. (B) Distribuicdo da
espasticidade.
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Outra variavel avaliada foi o equilibrio nestes pacientes. Através da escala de
equilibrio e mobilidade de Tinetti, pode-se observar se o individuo apresenta baixo, médio ou
alto risco de queda. Dos 26 pacientes incluidos no estudo, apenas em um (01) individuo néo
foi possivel concluir esta avaliacdo. Dentre os 25 pacientes restantes, cinco individuos nao
foram testados, pois estavam confinados a cadeira de rodas tornando inviavel a aplicacdo do
teste. Assim, apenas 20 pacientes HTLV-1 com PET/MAH completaram a avaliagdo do
equilibrio.

A analise descritiva dos dados mostrou que 0s pacientes apresentaram mediana para o
escore 17, ou seja, os pacientes com PET/MAH apresentaram alto risco de queda, com
resultado estatisticamente significante (p = 0,02*). Dentre os pacientes que completaram a
avaliacdo, 11 pacientes (55%) apresentaram alto risco de queda, sete (07) pacientes (35%)
com médio risco de queda e dois (02) pacientes (10%) baixo risco de queda, conforme

apresentado na tabela 4 e o grafico 15.
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Tabela 4 — Distribuicdo do risco de quedas segundo a escala de Equilibrio e Mobilidade de
Tinetti nos pacientes com PET/MAH avaliados no Laboratorio de Clinica e
Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da UFPA no periodo de Agosto
de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

ESCALA DE EQUILIBRIO E MOBILIDADE DE TINETTI

Descricao N % Minimo Maximo Mediana P-valor
Baixo risco de queda (25 a 28 pontos) 2 10%
Médio risco de queda (19 a 24 pontos) 7 35%
, 6 24 17 0,02*
Alto risco de queda (<19 pontos) 11 55%
Total 20 100%

*Teste estatisticamente significante. Teste G (Aderéncia), p < 0,05.

Graéfico 15 - Comparacédo do equilibrio e mobilidade nos pacientes HTLV-1 com
PET/MAH para o risco de queda, p=0,02*. Teste G (Aderéncia), p

<0,05.
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Na avaliacdo do grau de auxilio da marcha, muito dos individuos com PET/MAH
apresentaram mecanismos que os auxiliavam durante a deambulagcdo. Dos 26 pacientes
avaliados neste estudo, sete (07) pacientes (26,92%) deambulavam sem auxilio, trés (03)
pacientes (11,54%) apresentavam marcha com auxilio de terceiros, nove (09) pacientes
(34,62%) necessitavam de bengala ou muleta unilateral, nenhum paciente (0%) apresentou
auxilio de muleta bilateral, dois (02) pacientes (7,69%) necessitaram de andador e cinco (05)
pacientes (19,23%) necessitavam de cadeira de rodas para se locomover, conforme mostra a

tabela 5.
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Tabela 5 — Distribuicdo do grau de auxilio na marcha nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH
avaliados no Laboratério de Clinica e Epidemiologia de Doengas Endémicas do
NMT da UFPA no periodo de Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

GRAU DE AUXILIO NA MARCHA

Graduacéo

N % Minimo Maximo Mediana P-valor
0 7 26,92%
1 3 11,54%
2 9 34,62%
3 - 0% 0 5 2 0,07
4 2 7,69%
5 5 19,23%
Total 26 100%

(-) Dado numérico igual a zero.
Teste G (Aderéncia), p < 0,05.

Nos individuos HTLV-1 com PET/MAH, de acordo com o grau de auxilio na marcha,
0s pacientes apresentaram mediana para 0 grau 2, ou seja, o grau de auxilio predominante foi
de bengala ou muleta unilateral com valor de p proximo da significancia estatistica (p = 0,07)

conforme mostra o grafico 16.

Grafico 16 — Grau de auxilio na marcha dos pacientes com
PET/MAH, p=0,07. Teste G (Aderéncia), p <

0,05.
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Conforme observado na andlise descritiva do grau de auxilio da marcha, sete pacientes
ndo apresentavam qualquer tipo de auxilio durante a deambulagdo. Diante deste fato, avaliou-

se 0 equilibrio nestes pacientes. Observou-se que 71,4% apresentavam risco consideraveis de
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queda, ou seja, 42,8% apresentavam médio risco de queda e 28,6% apresentavam alto risco de
queda, conforme mostra o gréfico 17.

Gréfico 17 — Distribuicdo do grau de risco de queda em individuos
PET/MAH que deambulavam sem auxilio, p = 0,80. Teste G
(Aderéncia), p < 0,05.
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5.3 VALIDACAO DA QUANTIFICACAO RELATIVA DA EXPRESSAO GENICA DAS
CITOCINAS IFN-y, TNF-o,, IL-4, IL-10 E TGF-.

Nesta metodologia foi realizada a quantificacdo relativa dos genes pesquisados. Para a
validacdo desta técnica e fidedignidade nos resultados apresentados por ela, as quantificacGes
foram realizadas utilizando dois genes constitutivos para os calculos de 2T, 0o GAPDH e a
B-actina. Isto se fez necessario porque o célculo leva em consideracdo que os genes ditos
constitutivos apresentam expressdo semelhante em todos os tecidos, o que ja foi descrito que
existem algumas diferencas nessas expressdes (VANDESOMPELE et al., 2002). Entéo, para
minimizar os possiveis erros, adota-se a pratica de utilizacdo de mais de um gene constitutivo.

Inicialmente foram comparados os valores de CT destes genes constitutivos para cada
amostra, conforme descrito nos materiais e métodos anteriormente. A partir desta analise,
pode-se verificar se havia compatibilidade entre a expresséo relativa calculada a partir destes
dois genes. Como mostra o grafico 18, houve forte correlacdo entre os valores de CT destes
dois genes (r = 0,92) e com valor de p altamente significante (p < 0,0001), evidenciando valor
conjugado de ambos, o que valida o seu comportamento como genes constitutivos nos

individuos em quest&o.
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Grafico 18 — Correlacdo da expressdo dos genes constitutivos
dos pacientes infectados pelo HTLV-1, de acordo
com o CT em escala linear, r = 0,92, p < 0,0001.

Correlacdo de Spearman, p < 0,05.
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Em seguida foi calculado o 2"*°T de cada gene estudado (IFN-y, TNF-o,, IL-4, IL-10 e
TGF-B) para todos os pacientes, utilizando os CTs de GAPDH e B-actina. A partir destes
resultados, foram realizadas as correlaces entre os valores de 2T de cada gene, calculados
com os diferentes genes constitutivos. Os resultados foram significantes e mostraram boa
correlacdo para 0s cinco genes estudados, como mostra a tabela 6 e também o grafico 19. Para
0s genes TNF-a, IL-4 e TGF-3, observou-se forte correlacdo (r = 0,94, r = 0,93 e r = 0,95,
respectivamente) e para IFN-y e 1L-10 observou-se correlacdo moderada (r = 0,80 e r = 0,85,
respectivamente). Neste contexto, verificou-se a compatibilidades dos resultados obtidos com
0s dois genes constitutivos, validando os resultados de quantificacdo relativa para a técnica de

PCR em tempo real.

Tabela 6 — Correlacdo entre 2°“T dos genes constitutivos, GAPDH e B-actina, e a expressao
génicas das citocinas nos pacientes infectados pelo HTLV-1, analisados no
Laboratorio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de Agosto de
2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

Citocinas N (r) Spearman (p) valor
IFN-y 69 0,80 <0,0001*
TNF-a 69 0,94 <0,0001*
IL-4 69 0,93 < 0,0001*
IL-10 69 0,85 < 0,0001*
TGF-B 69 0,95 <0,0001*

*Correlagdo estatisticamente significante (Correlacdo de Spearman, p < 0,05).
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Grafico 19 — Correlagdo entre os valores de 2“7 de cada gene das citocinas estudadas

segundo os CTs de GAPDH e [-actina, representada em escala Log2. (A)
Correlacdo do gene de IFN-y, r = 0,80, p = < 0,0001*. (B) Correlacdo do gene
de TNF-a, r = 0,94, p < 0,0001*. (C) Correlagdo do gene de IL-4,r=0,93, p <
0,0001*. (D) Correlacdo do gene de IL-10, r = 0,85, p < 0,0001*. (E)
Correlagédo do gene de TGF-B, r = 0,95, p <0,0001*. Correlacdo de Spearman,
p <0,05.
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5.4 PERFIL CITOCINICO DOS PACIENTES INFECTADOS PELO HTLV-1 COM E SEM
PET/MAH

Uma vez demonstrada equivaléncia nos célculos obtidos em relacdo aos dois genes
constitutivos, foi utilizado o gene B-actina como padrdo de referéncia para a derivacdo

2°°Ty para a obtencdo da expressdo génica relativa dos genes estudados,

logaritmica (
realizando comparacdes entre os individuos HTLV-1 com e sem PET/MAH, como mostra o

gréfico 20.

Gréfico 20 — Perfil da expressao relativa dos genes das citocinas estudadas. (A) Pacientes
HTLV-1 com PETMAH e (B) Pacientes HTLV-1 sem PET/MAH em escala

de Log10.
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Comparando a expressdo génica de IFN-y e TNF-a nos pacientes estudados, foi
observado que no grupo HTLV-1 com PET/MAH as expressdes destas citocinas foram
equivalentes. Porém, nos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH a expressdo génica de IFN-y foi
maior, com resultados significantes (p = 0,004%).

Ao analisar a diferenga da expressdo génica entre IFN-y e IL-4, foi observado que
houve maior expressao de IFN-y, tanto nos pacientes com PET/MAH (p = 0,006*) como nos
pacientes sem PET/MAH (p = 0,004*). Fato semelhante aconteceu na comparagdo da
expressdo génica entre IFN-y e 1L-10. A expresséo génica de IFN-y foi maior, em ambos 0s

grupos (p =0,001* e p < 0,0001*, respectivamente).
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Quando se verificou a expresséo génica entre IFN-y e TGF-, tanto no grupo HTLV-1
com PET/MAH quanto no grupo HTLV-1 sem PET/MAH houve predominio de expressao
génica de TGF-B, com resultados estatisticamente significantes (p < 0,0001*, em ambos 0s
grupos).

Analisando a diferenga da expressdo génica entre TNF-a e I1L-4 nos grupos estudados,
mesmo sem significancia estatistica, foi observado que nos individuos HTLV-1 com
PET/MAH a expressdo de TNF-a foi maior (p = 0,260). Porém, nos individuos HTLV-1 sem
PET/MAH os niveis de expressdo génica de TNF-a foi ligeiramente menor (p = 0,736).

Em relacdo a expressdo génica entre TNF-a. e 1L-10 foi observado que mesmo sem
resultados significantes, tanto nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH com nos individuos
HTLV-1 sem PET/MAH, a expressdo génica de TNF-a foi maior (p = 0,237 e p = 0,359,
respectivamente).

Comparando a expressdo génica entre TNF-a e TGF-B, em ambos 0s grupos
estudados houve predominio de expressao génica de TGF-f3, com resultados estatisticamente
significantes (p < 0,0001*, em ambos 0s grupos).

Na analise comparativa entre a expressdo de IL-4 e IL-10, mesmo sem resultados
significantes, foi observado que a expressdo de IL-4 foi menor em pacientes HTLV-1 com
PET/MAH (p = 0,963). No entanto, foi observado padréo de expresséo inverso nos pacientes
HTLV-1sem PET/MAH. A expressédo de IL-4 apresentou-se ligeiramente maior (p = 0,132).

Em relacdo a expressao génica entre IL-4 e TGF-B, foi observado que em ambos os
grupos os niveis de expressdo de TGF-B se mantiveram elevados em relagcdo a expressédo de
IL-4, com resultados estatisticamente significantes (p < 0,0001*, em ambos os grupos). Fato
semelhante ocorreu entre as expressdes de I1L-10 e TGF-B, os niveis de expressdo génica de
TGF-B mantiveram-se elevados em ambos o0s grupos com resultados significantes (p <
0,0001*, em ambos 0s grupos).

A comparacdo da expressdo génica das citocinas estudadas nos pacientes HTLV-1
com PET/MAH e sem PET/MAH apresentaram-se, na sua grande maioria de forma
semelhante, porém houve situacfes de expressdes génicas que chamaram atencdo. Nos
pacientes HTLV-1 com PET/MAH a expressédo do TNF-a se mostrou elevado, equiparando-
se a expressdo de IFN-y. E a expressdo de IL-4 se mostrou com expressdo diminuida quando
comparada ao grupo HTLV-1 sem PET/MAH, conforme pode ser observado inicialmente
pelo grafico 20 e ilustrado na tabela 7.



67

Tabela 7 — Analise comparativa da expressao génica relativa das citocinas estudadas nos
pacientes HTLV-1 com PET/MAH e HTLV-1 sem PET/MAH, analisados no
Laboratorio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de Agosto de
2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

HTLV-1 com PET/MAH HTLV-1sem PET/MAH
Citocinas Mediana (10%) (p) valor Mediana (10 (p) valor
IFN-y X TNF-a 52x4,4 0,415 46x1,2 0,004*
IFN-y x IL-4 52 x0,5 0,006* 46x1,6 0,004*
IFN-y x IL-10 52 x0,9 0,001* 46x0,8 <0,0001*
IFN-y x TGF-B 5,2 x310,6 <0,0001* 4,6 x319,0 <0,0001*
TNF-a x IL-4 4,4x0,5 0,260 12x1,6 0,736
TNF-o x IL-10 4,4x0,9 0,237 1,2x0,8 0,359
TNF-a x TGF-B 4,4 x 310,6 <0,0001* 1,2x319,0 < 0,0001*
IL-4 x IL-10 0,5x0,9 0,936 16x0,8 0,132
IL-4 x TGF-B 0,5x310,6 <0,0001* 1,6 x 319,0 <0,0001*
IL-10 x TGF-B 0,9 x310,6 <0,0001* 0,8 x319,0 <0,0001*

*Diferenca estatisticamente significante (Mann-Whitney, p < 0,05).

5.5 ANALISE COMPARATIVA DO PERFIL CITOCINICO ENTRE OS PACIENTES
HTLV-1 COM PET/MAH E SEM PET/MAH

Visto que os pacientes que desenvolveram PET/MAH e os que ndo a desenvolveram
apresentaram perfil semelhante de expressdo génica, exceto para a expressdao do TNF-a, a
préxima analise foi comparar a expressdo de cada citocina entre 0s dois grupos propostos pela
pesquisa.

Mesmo sem resultados significantes, a comparacdo da expressdo génica de IFN-y entre
0s grupos estudados mostrou niveis de expressdo semelhantes. Para 0 TNF-a, nos pacientes
HTLV-1 com PET/MAH, a expressdo foi maior. Para a IL-4, a expressdo foi menor nos
pacientes HTLV-1 com PET/MAH. Na expressao de IL-10, em ambos os grupos, os niveis de
expressao foram equivalentes. E por fim, a expressédo de TGF-f, apresentou discreto aumento

de expressao nos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH, conforme mostra o grafico 21.
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Grafico 21 — Diferenca de expressdo génica relativa das citocinas IFN-y, TNF-a,, I1L-4, 1L-10
e TGF-B nos pacientes HTLV-1 com e sem PET/MAH em escala de Log10.
(A) Diferenca de expressdo génica de IFN-y (p = 0,790). (B) Diferenca de
expressao génica de TNF-a (p = 0,733). (C) Diferenca de expressao génica de
IL-4 (p = 0,171). (D) Diferenca de expressao génica de I1L-10 (p = 0,771). (E)
Diferenca de expresséo génica de TGF- (p = 0,410). Teste de Mann-Whitney,

p <0,05.
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5.6 CORRELACAO DA EXPRESSAO CITOCINICA NOS PACIENTES HTLV-1 COM E
SEM PET/MAH

Uma vez realizada comparacdo das citocinas estudadas, outro passo foi realizar a
correlacdo do perfil citocinico nos pacientes HTLV-1 com e sem PET/MAH, visto que estas
citocinas sdo antagonicas entre si. Esta analise foi realizada para verificar um possivel padrao
de inversdo dos perfis citocinicos.

Em relacdo a expresséo entre IFN-y e TNF-a, em ambos 0s grupos, ndo houve
correlacdo da expressdo génica entre as citocinas (p = 0,515 e p = 0,56). No que diz respeito &
expressdo génica entre IFN-y e IL-4, nos pacientes HTLV-1 com e sem PET/MAH, houve
correlagéo positiva (p = 0,003*, em ambos 0s grupos). Ao se analisar a expressdo génica entre
IFN-y e I1L-10, nos grupos estudados, foi observado que nos pacientes com PET/MAH nao
houve correlacdo (r = 0,3 e p = 0,08), porém nos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH foi
observada correlacdo positiva estatisticamente significante (r = 0,3 e p = 0,02%). E a expressao
génica entre IFN-y e TGF-B, mostrou-se correlagdo positiva moderada tanto em HTLV-1
com PET/MAH quanto em sem PET/MAH (r = 0,7; p < 0,0001* e r = 0,6 e p < 0,0001*,
respectivamente), conforme mostra a tabela 8.

Na andlise da expressdo entre TNF-a e IL-4, ndo houve correlacdo da expresséo
génica nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (r = 0,2 e p =0,172). Ja nos individuos HTLV-
1 sem PET/MAH houve correlacdo positiva fraca (r = 0,4 e p = 0,0006*). Na expressdo
génica entre TNF-a e IL-10 ndo houve correlacdo entre as citocinas nos pacientes HTLV-1
com PET/MAH (r = 0,3 e p = 0,08). Porém, em comparacao aos individuos HTLV-1 sem
PET/MAH foi observada correlacdo positiva fraca (r = 0,4 e p = 0,006*) entre estas citocinas.
E em relacdo & expressdo génica entre TNF-a e TGF-B ndo foi observada correlacdo da
expressao génica em ambos os grupos (r = 0,3; p = 0,07 er = 0,0 e p = 0,92), conforme
mostra a tabela 8.

Na andlise da expressdo génica entre IL-4 e IL-10, nos pacientes HTLV-1 com
PET/MAH nédo houve correlagdo entre estas citocinas (r = 0,3 e p = 0,06). Ja nos pacientes
HTLV-1 sem PET/MAH observou-se correlagcdo positiva moderada (r = 0,6 e p < 0,0001*) e
ao se analisar a expressdo génica entre 1L-4 e TGF-B, em ambos 0s grupos, houve correlacdo
da expressdo entre as citocinas estudadas. No grupo HTLV-1 com PET/MAH a correlacdo foi
moderada (r = 0,6 e p = 0,001*) e no grupo HTLV-1 sem PET/MAH a correlagéo foi fraca (r

=0,4 e p =0,004*), conforme mostra a tabela 8.
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Por fim, na analise da expressdo génica entre IL-10 e TGF-f, nos pacientes HTLV-1
com e sem PET/MAH, nédo houve correlagéo entre estas citocinas (r=0,1; p=0,358er=2¢
p = 0,12), como mostra a tabela 8.

Tabela 8 — Correlagdo da expressao relativa dos genes estudados nos grupos de pacientes
HTLV-1 com PET/MAH e HTLV-1 sem PET/MAH, analisados no Laboratério
de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de Agosto de 2010 a Agosto
de 2014, Belém - Para.

Correlagio entre HTLV-1 com PET/MAH HTLV-1sem PET/MAH
as citocinas R (p) valor r (p) valor
IFN-y X TNF-a 0,1 0,515 0,0 0,56
IFN-y X IL-4 0,5 0,003* 0,4 0,003*
IFN-y x IL-10 0,3 0,082 0,3 0,02*
IFN-y X TGF-B 0,7 < 0,0001* 0,6 < 0,0001*
TNF-a x IL-4 0,2 0,172 0,4 0,0006*
TNF-a x IL-10 0,3 0,086 04 0,006*
TNF-a X TGF-B 0,3 0,079 0,0 0,92
IL-4 x IL-10 0,3 0,063 0,6 <0,0001*
IL-4 X TGF-B 0,6 0,001* 04 0,004*
IL-10 x TGF-B 0,1 0,358 0,2 0,12

*Correlagdo estatisticamente significante (Correlacdo de Spearman, p < 0,05).

5.7 RAZAO ENTRE OS PERFIS DE RESPOSTA IMUNOLOGICA

Depois de realizada a andlise da diferenca das expressGes génicas das citocinas nos
dois grupos de individuos estudados, buscou-se analisar a razdo entre os perfis citocinicos de
resposta imunologica Thl, Th2 e Treg nos pacientes HTLV-1 com e sem PET/MAH. Mesmo
ndo apresentando significancia estatistica, os resultados obtidos nesta andlise foram
interessantes, principalmente no que diz respeito a predominancia da expressdo génica de um
perfil citocinico sobre o outro.

Ao se analisar a predominancia de expressdo génica do perfil Thl (IFN-y), foi
observada que a razéo entre as citocinas IFN-y/TNF-a., foi quatro vezes maior nos pacientes
sem PET/MAH (Mediana: 5,057) quando comparado aos pacientes HTLV-1 com PET/MAH

(Mediana: 1,084). A razéo da expressdo entre IFN-y/IL-4, foi duas vezes maior nos pacientes
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com PET/MAH (Mediana: 9,184) em relagcdo aos sem PET/MAH (Mediana: 3,681). A razdo
da expressédo entre 1FN-y/IL-10, foi uma vez maior nos pacientes sem PET/MAH (Mediana:
4,666) do que nos HTLV-1 com PET/MAH (Mediana: 3,794). E a razdo da expressao entre
IFN-y/TGF-B, foi duas vezes maior nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 0,021) do que
nos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH (Mediana: 0,010), conforme mostra o gréafico 22.

Grafico 22 — Diferenca na expressdo génica relativa entre as razfes das citocinas nos
individuos HTLV-1 com e sem PET/MAH em escala de Logl0. (A) Razéo
de IFN-y/TNF-a (p = 0,660). (B) Razdo de IFN-y/IL-4 (p = 0,222). (C)
Razdo de IL-4/IL-10 (p = 0,733). (D) Razéo de IFN-y/TGF-B (p = 0,431).
Teste de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Analisando ainda a predominancia de expressao génica do perfil Thl agora com outra
citocina (TNF-a), foi observada razdo de expressdo génica maiores para 0 grupo de
individuos HTLV-1 com PET/MAH. A razdo entre TNF-o/IL-4 apresentou-se doze vezes
mais expresso nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 12,26) quando comparado aos
pacientes sem PET/MAH (Mediana: 0,99). A razéo entre TNF-o/IL-10 apresentou-se duas

vezes mais expresso nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 3,796) em relacdo aos sem
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PET/MAH (Mediana: 1,585). E a razéo entre TNF-a/TGF- foi trés vezes mais expressa em
HTLV-1 com PET/MAH (Mediana: 0,022) quando comparado ao grupo HTLV-1 sem
PET/MAH (Mediana: 0,007), conforme mostra o grafico 23.

Grafico 23 — Diferenga na expressdo génica relativa entre as razdes das citocinas nos
individuos HTLV-1 com e sem PET/MAH em escala de Log10. (A) Razao
de TNF-o/IL-4 (p = 0,055). (B) Razdo de TNF-o/IL-10 (p = 0,324). (C)
Razédo de TNF-o/TGF-B (p = 0,396). Teste de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Analisando a predominéncia de expressdo génica do perfil Th2 (IL-4), foi observada que
a razdo entre as citocinas IL-4/IL-10, foi uma vez mais expressa nos pacientes sem
PET/MAH (Mediana: 1,414) do que nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 1,022). Ja a
razdo de expressdo entre IL-4/TGF-B, a razdo se manteve igual em ambos 0s grupos
(Mediana: 0,002). Analisando a razdo de expressdo génica do perfil Treg (IL-10/TGF-B),
observou-se razdo uma vez mais expressa nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 0,004)
quando comparado aos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH (Mediana: 0,003), conforme
mostra o gréafico 24.
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Grafico 24 — Diferenca na expressdo génica relativa entre as razdes das citocinas nos
individuos HTLV-1 com e sem PET/MAH em escala de Log10. (A) Razao
de IL-4/IL-10 (p = 0,461). (B) Raz&o de IL-4/ TGF-B (p = 0,995). (C) Razéo
de IL-10/TGF-B (p = 0,446).Teste de Mann-Whitney, p < 0,05.
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5.8 CORRELACAO DOS PERFIS DE RESPOSTA IMUNOLOGICA PERIFERICA E OS
SINAIS CLINICOS DOS PACIENTES COM PET/MAH

Para realizar as correlacbes dos dados clinicos com os dados imunolégicos da
expressao génica das citocinas estudadas, foi realizada a regressdo linear multipla buscando a
associacao dessas variaveis.

Primeiramente foi realizada a correlacdo de cada dado clinico com todas as citocinas
estudadas. Posteriormente estas mesmas citocinas foram estratificadas de acordo com o perfil
citocinico estudado. Estes perfis citocinicos foram divididos em dois grupos: perfil citocinico
inflamatorio (IFN-y, TNF-o e IL-4) e o perfil citocinico antiinflamatorio (IL-10 e TGF-$).

Foi observado que ndo houve associagéo entre as citocinas estudadas e o grau de forca
muscular de acordo com a escala do Medical Research Council, mesmo quando estratificada

por perfil citocinico, conforme mostram as tabelas 9 e 10.
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Tabela 9 - Regressdo linear multipla das citocinas estudadas relacionadas com a escala do

Medical Reasearch Council, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=23),
analisados no Laboratorio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de
Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

Citocinas MODBELO
VARIAVEIS DE
IFN-y TNF-a IL-4 IL-10 TGF-B -
i 0 t o t 0 i 0 i 0 REGRESSAO
FP D -055 058 044 066 060 055 -102 031 -020 0,84 F=0,3709;p=0,86
FPE -055 058 036 072 028 0,78 -053 059 -031 0,75 F=0,2777;p=0,91
FD D -1,06 029 065 052 021 083 -071 048 040 0,69 F=0,3744;p=0,85
FDE -1,03 031 049 062 -063 053 051 061 039 069 F=03618;p=0,86

FP D: Forca proximal direita; FP E: Forga proximal esquerda; FD D: Forca distal direita; FD E: Forca distal

esquerda.

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressdo); Teste de Regressdo Linear Mdltipla (p<0,05).

Tabela 10 - Regressdo linear multipla dos perfis citocinicos relacionado com a escala do

Medical Research Counci, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=23),
analisados no Laboratério de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de
Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

L . L MODELO
; Citocinas inflamatorias
VARIAVEIS IFN-y TNFa ™ DE
DEPENDENTES REGRESSAO
t p t p t p
FP D -0,7987 0,43 0,3769 0,71  -0,1764 0,86 F=0,2800;p=0,84
FPE -0,9983 0,33 0,3678 0,71  -0,1508 0,88 F=0,3795; p=0,77
FDD -0,9919 0,33 0,5526 0,58 -0,4151 0,68 F=0,3948 ;p=0,76
FDE -1,1674 0,25 0,5284 0,60 -0,3907 0,83 F=0,5228;p=0,70
Citocinas antiinflamatérias
IL-10 TGF-B
t p t p
FP D 0,2171 0,83 -0,5720 0,57 F=0,1794 ;p=0,83
FPE 0,2763 0,78 -0,8627 0,39 F=0,3956 ; p=0,68
FDD -0,2001 0,84 -0,2849 0,77 F=0,0649 ; p=0,93
FDE -0,0540 0,95 -0,5539 0,58 F=0,1577;p=0,85

FP D: Forca proximal direita; FP E: Forca proximal esquerda; FD D: Forca distal direita; FD E: Forga distal

esquerda.

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressao); Teste de Regressdo Linear Mdltipla (p<0,05).

Também ndo foi observado associacdo entre as citocinas estudadas e a escala de

Ashworth Modificada, mesmo quando estratificada por perfil citocinico, conforme mostram

as tabelas 11 e 12.



75

Tabela 11 - Regresséo linear multipla das citocinas estudadas relacionadas com a escala de
Ashworth Modificada, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=26),
analisados no Laboratorio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de
Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

>IN0 MODELO
VARIAVEIS IFN-y TNF-o I|E(fl1,nas IL-10 TGF-B REGIE:SSAO
t P t P t P ! P t :

Ad D 071 048 003 097 -192 006 226 003 -038 0,70 F=1,2625;p=0,31
AdE 09 037 002 097 -119 024 131 020 -0,83 041 F=0,6882;p=0,63
QdD -025 0,79 -048 063 -101 032 167 010 -0,28 0,78 F=0,7904;p=0,57
QdE 066 051 -047 063 -038 0,70 0776 045 -0,81 0,42 F=0,3993;p=0,84
FP D 075 046 -088 038 -069 049 136 018 -040 0,68 F=09572;p=0,53
FPE 15 013 -020 083 -064 052 058 05 -089 0,38 F=0,9480;p=0,67

Ad D e E: Musculos adutores de quadril direito e esquerdo; Qd D e E: Musculo quadriceps direito e esquerdo;
FP D e E: Musculos flexores plantares direito e esquerdo.
F (Regressdo); t (Coeficiente de regressdo); Teste de Regressao Linear Mdltipla (p<0,05).

Tabela 12 - Regressao linear multipla dos perfis citocinicos relacionado com a escala de
Ashworth Modificada, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=26),
analisados no Laboratdrio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de
Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

Citocinas infl o MODELO
VARIAVEIS o |tocma_s”|\:1':imator|as — DE )
DEPENDENTES n 0 n 0 n 0 REGRESSAO
Ad D 0,3704 0,71 03130 0,75 -04626 0,64 F=0,1805;p=0,90
Ad E 0,4361 066 02205 082 -0,3813 0,70 F=0,1837;p=0,90
QdD -0,5873 0,56 -0,2538 0,80 0,1888 0,85 F=0,2629 ;p=0,85
QdE 0,2396 081 -0,3658 0,71  0,2053 0,83 F=0,1767 ;p=0,91
FP D 0,5026 0,62 -0,6960 0,49  0,3390 0,73 F=0,8324;p=0,50
FPE 1,2379 0,22 -0,1090 091 -0,3312 0,74 F=1,1632;p=0,34
Citocinas antiinflamatorias
IL-10 TGF-B
t p t p

Ad D -0,0569 0,95 -0,4984 0,62 F=0,1289;p=0,87
AdE -0,1960 0,84 -0,7646 0,45 F=0,3256;p=0,72
QdD -0,1849 0,85 -0,8295 041 F=0,3758; p=0,69
QdE -0,3582 0,72 -0,7844 0,44 F=0,3968; p=0,68
FP D -1,0170 0,31 -0,3929 0,69 F=0,6302;p=0,54
FPE -1,1903 0,24 -0,3594 0,72 F=0,8123;p=0,54

Ad D e E: Musculos adutores de quadril direito e esquerdo; Qd D e E: Musculo quadriceps direito e esquerdo;
FP D e E: Musculos flexores plantares direito e esquerdo.
F (Regressdo); t (Coeficiente de regressao); Teste de Regressdo Linear Mdltipla (p<0,05).
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Os pacientes que desenvolvem PET/MAH apresentam alteraces na forca e no tonus
muscular. Estes fatores, quando associados, levam a alteracdo no equilibrio e mobilidade
destes pacientes os tornado suscetiveis a quedas.

A partir destes dados foram realizadas correlagcdes do equilibrio, através da escala de
equilibrio e mobilidade de Tinetti e a expressdo génica das citocinas estudadas. Foi
observado, através do modelo de regresséo utilizado, que ndo houve associacao entre a escala
de Tinetti e a expressdo génica, porém os resultados obtidos foram proximos da significancia

estatistica (p = 0,09), conforme mostra a tabela 13.

Tabela 13 - Regressdo linear multipla das citocinas estudadas relacionadas com a escala de
Equilibrio e Mobilidade de Tinetti, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH
(n=25), analisados no Laboratério de Imunopatologia do NMT da UFPA no
periodo de Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEL DEPENDENTE

VARIAVEIS o
INDEPENDENTES Escala de Tinetti
T P Modelo de regresséo
IFN-y 2,9176 0,008
TNF-a -0,4984 0,62
F=2,2097
IL-4 -0,8606 0,40
p =0,09
IL-10 1,2927 0,21
TGF-B -0,3283 0,74

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressdo); Teste de Regressao Linear Mdltipla (p<0,05).

Como foi observado que os resultados desta primeira associagdo ndo foram
estatisticamente significantes, mas o valor de p foi proximo de se obter resultados
significativos, buscou-se a andlise de regressdo pelo perfil citocinico inflamatorio e
antiinflamatério. Nesta analise foi observado que para o perfil citocinico inflamatério houve
correlacdo estatisticamente significante através do modelo de regresséo linear multipla (p =
0,05*), mostrando que houve associa¢do desta escala com as citocinas inflamatorias. Dentre
as variaveis independentes estudadas, foi observado que somente a expressao génica de IFN-y
foi estatisticamente significante (p = 0,006*) com o risco de queda. Ou seja, quanto maior a
expressdao génica de IFN-y, maior o risco de queda nos pacientes que desenvolvem
PET/MAH. Ja para o perfil citocinico antiinflamatorio, os resultados mostram que nao houve
associacdo das citocinas estudadas com a escala de equilibrio e mobilidade de Tinetti,
conforme ilustrado na tabela 14.
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Tabela 14 - Regressdo linear multipla dos perfis citocinicos relacionado com a escala de
Equilibrio e Mobilidade de Tinetti, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH
(n=25), analisados no Laboratério de Imunopatologia do NMT da UFPA no
periodo de Agosto de 2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

VARIAVEL Citocinas inflamatorias MOEE))EELO
DEPENDENTE PNy S T e o
t p t p t p

Escala de Tinetti 2,9943 0,006* -0,3772 0,70 0,0769 0,93 F =3,0219 ; p = 0,05*

Citocinas antiinflamatérias

IL-10 TGF-8
t p t p
Escala de Tinetti 0,2919 0,77 0,8051 0,42 F=0,3868;p=0,68

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressdo); *Regressdo Linear Multipla estatisticamente significantes (p<0,05).

As alteracdes na forca e no tdnus muscular levam também a um quadro clinico de
alteracdo funcional da marcha. Esta alteracdo leva o paciente com PET/MAH a necessidade
de dispositivos que os auxiliem para esta atividade no decorrer evolutivo da doenga.

Foi realizada a correlacdo entre o grau de auxilio na marcha e a expressdo génica das
citocinas estudadas. Observou-se que, através do modelo de regressdo utilizado, ndo houve
associacdo entre o auxilio na marcha e a expressao génica, porém os resultados obtidos foram

préximos da significancia estatistica (p = 0,06), conforme mostra a tabela 15.

Tabela 15 - Regressdo linear multipla das citocinas estudadas relacionadas com o grau de
auxilio na marcha, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=26), analisados no
Laborat6rio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de Agosto de
2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEL DEPENDENTE

VARIAVEIS Ve X
INDEPENDENTES uXilio na marcna _
t p Modelo de regressdo
IFN-y 3,4324 0,002
TNF-a -1,0833 0,29 F = 25530
IL-4 0,4409 0,66
IL-10 0,0260 0,97 p=0,06
TGF-B -1,1798 0,25

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressao); Teste de Regressdo Linear Mdltipla (p<0,05).

Como ndo houve associacao entre as citocinas estudadas e o grau de auxilio na marcha
foi realizado nova andlise de regressdo, utilizando os perfis citocinicos inflamatério e

antiinflamatério. Nesta analise foi observado que para o perfil citocinico inflamatdrio houve
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correlacdo estatisticamente significante através do modelo de regresséo linear multipla (p =
0,02*). Dentre as variaveis independentes estudadas, foi observado que somente a expressao
génica de IFN-y foi estatisticamente significante (p = 0,003*) com o grau de auxilio na
marcha. Isso significa dizer que quanto maior é a expressdo génica de IFN-y, maior € 0 grau
de auxilio na marcha apresentados pelos pacientes com PET/MAH. Ja para o perfil citocinico

antiinflamatério ndo foi observado correlacdo significante conforme mostra a tabela 16.

Tabela 16 - Regressao linear maltipla dos perfis citocinicos relacionado com o grau de
auxilio na marcha, nos pacientes HTLV-1 com PET/MAH (n=26), analisados no
Laboratorio de Imunopatologia do NMT da UFPA no periodo de Agosto de
2010 a Agosto de 2014, Belém - Para.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

VARIAVEL Citocinas inflamatorias MO[[))EELO
PEPENDENTE IFN-y TNF-a IL-4 REGRESSAO
t p t p t p

Auxilio na marcha 3,2980 0,003* -1,0703 0,29 0,6484 0,52 F=3,8733; p=0,02*

Citocinas antiinflamatorias

IL-10 TGF-B
t P t p
Auxilio na marcha -0,1441 0,88 0,4202 0,67 F=0,0944;p=0,90

F (Regressdo); t (Coeficiente de regressdo); *Regressdo Linear Multipla estatisticamente significantes (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

O HTLV-1 é um virus sexualmente transmitido associado a varias doencas, em
particular a PET/MAH. A infeccdo por este virus no Brasil é considerada um problema de
salde publica, onde as doengas associadas a ele impdem custos sociais e financeiros aos
individuos infectados, seus familiares e também ao sistema publico de satde. E uma infecgéo
que ainda ndo possui uma diretriz de politicas publicas especificas em seu enfrentamento.

No Brasil aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo HTLV-1,
sendo endémico no pais. O Pard é considerado um dos quatro Estados brasileiros com maior
prevaléncia desta infeccdo, e, mesmo assim, grande parte dos profissionais de salde
desconhecem este virus. E necessario mais estudos em relacdo as doencas associadas ao
HTLV-1, principalmente a PET/MAH que é a desordem neuroinflamatéria etiologicamente
associada ao virus. Esta doenca ainda permanece sem cura, apenas com tratamentos paliativos
para minimizar os sintomas clinicos (MONTANHEIRO et al.,, 2009; ROMANELLI;
CARNEIRO-PROIETTI; PROIETTI, 2010).

A fisiopatologia da PET/MAH ainda permanece com varios pontos obscuros. Fatores
genéticos e imunoldgicos do hospedeiro sdo os principais responsaveis pelas manifestacoes
clinicas associadas a ele. A persisténcia do HTLV-1 nos linfécitos CD4" determina uma
interagdo prolongada entre o virus e o sistema imunolédgico do hospedeiro. Esta interagdo
pode levar ao desequilibrio na resposta imunoldgica, resultando no aumento do processo
inflamatdrio contra o virus (GONCALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2006; SOUZA et al.,
2012).

Os individuos que desenvolvem PET/MAH apresentam resposta imunoldgica com
perfil Thl, com producdo aumentada de IFN-y e TNF-a, que estdo hiperexpressas no sangue
periférico. Outra questdo importante é que alguns trabalhos relatam a infeccdo de células T
CD4+ reguladoras pelo HTLV-1. Estas células sdo responsaveis por manter a homeostase da
resposta imunoldgica, produzindo citocinas antiinflamatdrias, como IL-10 e TGF-. Nesse
caso, 0 que foi mostrado € que em pacientes que desenvolvem LLCTA, expressavam mais
estas citocinas, e consequentemente apresentavam imunossupressao. Ja em relacdo aos
pacientes que desenvolvem PET/MAH, o que é descrito é o oposto, mostrando diminuicao
destas citocinas, explicando a resposta inflamatéria aumentada (GONCALVES et al., 2010;
MONTANHEIRO et al., 2009; SANTOS et al., 2006).

Tendo em vista esta desregulacdo imunoldgica apresentada nos individuos que

desenvolvem a doenca associada ao HTLV-1, este trabalho avaliou o perfil imunologico
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periférico dos pacientes infectados pelo HTLV-1 que desenvolveram ou ndo a PET/MAH e
também avaliou alguns sinais clinicos somente nos pacientes que desenvolveram a doenga. A
resposta imunoldgica destes individuos foi correlacionada com os achados clinicos
apresentados por eles, focando na fraqueza muscular, na espasticidade, equilibrio e no auxilio
da marcha.

Todos os individuos participantes do estudo foram avaliados no Laboratdrio de Clinica
e Epidemiologia de Doencas Endémicas do NMT da UFPA. Durante as consultas médicas
ficou evidente que os pacientes apresentavam alguma queixa sintomatoldgica que poderia
estar relacionado ou ndo ao HTLV-1. Como ja foi relatado na literatura, os pacientes que
apresentam infeccdo pelo HTLV-1 podem ter manifestagBes reumatoldgicas associada ao
virus, conforme relata Romanelli, Caramelli e Proietti, (2010). Dentre as manifestacdes
reumatologicas avaliadas durante as consultas, tanto os pacientes HTLV-1 que ainda néo
tinham desenvolvido PET/MAH quanto aqueles que ja haviam desenvolvido a doenca,
apresentavam sintomatologias como artrites, artroses e sindrome sicca, sendo estas
manifestacdes clinicas caracteristicas de processo inflamatorio.

Outro ponto importante na clinica destes pacientes diz respeito ao quadro algico (Dor).
Este sintoma foi bastante relatado pelos pacientes, principalmente na regido lombar com
irradiacdo para os membros inferiores, com sensacdo de cansaco e perda de forga muscular.
Estes mesmos sintomas também foram relatados por alguns individuos sem PET/MAH,
porém com menor frequéncia. Além do quadro doloroso, as alteracdes de sensibilidade (tatil e
dolorosa) e dos reflexos miotaticos profundos também estavam presentes em alguns
individuos HTLV-1 que ainda ndo haviam sido diagnosticados como PET/MAH.

Deste modo, pode-se constatar que estes individuos atendidos no NMT, que nédo
apresentavam diagndstico confirmado de PET/MAH, ndo poderiam ser considerados como
HTLV-1 assintomaticos. Diante desta constatacdo, neste estudo foi utilizado o critério
neurolégico para poder classificar os individuos participantes da pesquisa. Foi utilizado o
estudo de De Castro-Costa et al. (2006), onde os autores propuseram um critério de facil
diagnostico para a PET/MAH, diferente do que era porposto pela OMS onde se utilizavam
uma vasta lista de critérios para se chegar a confirmacdo da doenca. Este critério tem sido
bastante utilizado em pesquisas clinicas envolvendo a PET/MAH, conforme pode ser
observado no trabalho de Nozuma et al. (2014) onde avaliou os sinais clinicos destes
pacientes e utilizou esta escala para realizar a triagem dos seus pacientes, bem como nos

trabalhos de Starling et al. (2013) e Costa et al. (2012) que também utilizaram esta mesma
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escala em seus estudos. Assim, 0s pacientes inseridos neste estudo foram divididos em dois
grupos: HTLV-1 sem PET/MAH e HTLV-1 com PET/MAH.

Vakili et al. (2013) realizou um estudo com trés amostras populacionais de PET/MAH,
incluindo Japdo, Iran e Brasil. Os sinais clinicos apresentados pelas trés populagdes
apresentaram resultados diferentes em termos de frequéncia dos sintomas. Porém, o
interessante registrado foi em relacdo a populacdo brasileira que possuia PET/MAH. Foi
relatado pelos autores que 100% dos PET/MAMH brasileiros apresenataram sindrome piramidal
em membros inferiores (principalmente fraqueza e espasticidade) e 73% apresentaram
incapacidade motora. Esses resultados mostram a importancia clinica de se pesquisar as
variaveis neuroldgicas presentes neste estudo.

Os autores citados anteriormente e alguns outros pesquisadores, quando realizam
estudos envolvendo os PET/MAH brasileiros comparando a outras nacionalidades, utilizam
como referéncia os pacientes provenientes de Salvador, por ser um grande centro de pesquisa
em HTLV-1. Mas, sera que a populacdo de Belém apresenta esta mesma caracteristica
clinica? As variaveis neurologicas escolhidas neste estudo sdo pertinentes ao questionamento
principal deste trabalho? Todos estes questionamentos podem ser respondidos baseados em
estudos iniciais de Ishak et al. (2002) onde relatou, pela primeira vez em Belém, trés casos de
PET/MAH apresentando sintomatologia de fraqueza muscular e disfuncdo vesical. Assim
como o estudo de Macédo et al. (2004), onde estes autores, através de um estudo de coorte,
pesquisaram o HTLV entre pacientes que apresentavam doenca neuroldgica em Belém do
Pard. Foi observado em seu trabalho que 80% dos pacientes HTLV-1/2-soropositivos,
apresentavam como sintomatologias a espasticidade, fraqueza muscular e dificuldades de
locomogdo. Levando a conclusdo de que estes sintomas estdo correlacionados com o
desenvolvimento de mielopatias crénicas. Estes autores mostram que os PET/MAH de Belém
também apresentam as mesmas variaveis neuroldgicas avaliadas neste estudo, ou seja, 0s
pacientes apresentam fraqueza muscular principalmente na regido proximal, espasticidade
muscular também maior na regido proximal, risco de quedas aumentado e necessidade de
auxilio para se locomover.

Assim, apds a caracterizacdo dos pacientes, analisou-se a quantificacdo relativa das
citocinas IFN-y e TNF-a para resposta Thl, IL-4 para resposta Th2 e IL-10 e TGF-p para
resposta reguladora.

O gréfico 20 mostra que as citocinas ligadas a resposta Thl (IFN-y e TNF-a) se

apresentaram mais expressas nos dois grupos em relacdo a IL-4 (Th2). Um fato interessante &
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que em relacdo ao IFN-y, nos pacientes HTLV-1 sem PET/MAH, todas as citocinas
apresentaram menor expressdo de forma estatisticamente significante (Tabela 7). J& para os
pacientes com PET/MAH, a IL-4 estava significantemente menos expressa, porém TNF-a
apresentou a expressdo muito semelhante em relacdo ao IFN-y. Estes resultados sugerem que
talvez para o desenvolvimento da PET/MAH, o TNF-a tenha uma participacdo importante.
Os resultado de Brito-Melo et al. (2007) foram semelhantes a este, uma vez que 0s autores
utilizando a citometria de fluxo, verificaram que os niveis de INF-y mesmo sem significancia
estatistica, foi maior nos pacientes com PET/MAH, quando comparados aos grupos controle,
assintomaticos e oligosintomaticos. E para o TNF-a, os achados mostraram niveis elevados
de forma significativa para os pacientes com PET/MAH quando comparado ao grupo
assintomatico.

Como foi observado o predominio do perfil Thl nos dois grupos estudados, realizou-
se a analise comparativa entre os individuos com e sem PET/MAH para a expressao das
citocinas. Nao houve diferencas significativas entre os dois grupos, apenas uma tendéncia de
maior expressdo de IFN-ye TNF-o em individuos que desenvolveram PET/MAH e uma
tendéncia de maior expressédo de IL-4 nos pacientes que ndo desenvolveram PET/MAH
(Gréfico 21).

Muniz et al. (2006) quantificaram, através do método de ELISA, os niveis desta
citocina no soro de pacientes infectados pelo HTLV-1. Os autores mostram que os individuos
com PET/MAH apresentaram altos niveis de IFN-y quando comparado aos assintomaticos.
Sendo assim, o0s resultados foram divergentes. Porém, deve-se levar em conta que,
primeiramente o0s pacientes descritos por Muniz et al. (2006) foram ditos assintomaticos, ja os
pacientes deste estudo ndo puderam ser considerados assintomaticos e sim que nao
desenvolveram PET/MAH. Com isso, a alteracdo na expressdo poderia estar menos
acentuada. Outra explicacdo para essa controversa pode decorrer de eventos epigenéticos, que
podem interferir na tradugcdo do mRNA, influenciando a produgé&o final da citocina.

Em relacdo ao TNF-o, mesmo nédo apresentando resultados significantes, houve maior
expressdo do TNF-o em individuos HTLV-1 com PET/MAH (Grafico 21). Estes resultados
assemelham-se com os encontrados no estudo de Starling et al. (2013) e Brito-Melo et al.
(2007), onde analisou o TNF-a por citometria de fluxo. Starling et al. (2013) mostrou nos
pacientes com PET/MAH niveis elevados do TNF-a, de forma significativa, quando
comparado aos assintomaticos. E mesmo sem significancia estatistica, os niveis de TNF-a.

foram maiores quando comparados ao grupo possivel PET/MAH. Brito-Melo et al. (2007)
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mostraram que os pacientes com PET/MAH apresentaram TNF-a significativamente maior
quando comparado aos assintomaticos e ao grupo controle e, mesmo sem significancia
estistica, os niveis de TNF-o foram maiores quando comparados aos oligosintomaticos.
Também no estudo de Santos et al. (2012), através do método de ELISA, os resultados
obtidos apontaram para maior concentracdo TNF-a nos pacientes com PET/MAH de forma
significativa, quando comparados aos grupos de individuos infectados pelo HTLV-1 e aqueles
que desenvolveram hiperatividade de bexiga. Brito-Melo et al. (2007) afirma que muito se
estuda sobre a resposta imunoldgica adaptativa e pouco se estuda sobre a inata. TNF-a
também faz parte da resposta inata, tendo grande importancia na resposta inflamatoria,
podendo contribuir para a evolucdo da PET/MAH, e Starling et al. (2013) complementa a
idéia de que o TNF-a possua papel central na coordenacdo da resposta inflamatdria.

Outro ponto importante foi em relacdo a expressdo de IL-4, que € a citocina de
“assinatura” do subgrupo Th2. Nos pacientes com PET/MAH, a IL-4 apresentou expressdo
menor quando comparada aos individuos sem PET/MAH, como mostra o gréfico 21. Mesmo
ndo apresentando significancia estatistica (p = 0,171), os pacientes com PET/MAH
apresentaram expressdo de IL-4 trés vezes menor (Mediana: 0,5 x 10™), quando comparados
aos pacientes sem PET/MAH (Mediana: 1,6 x 10™). Este resultado compartilha dos resultados
obtidos por Furukawa et al. (2003) e Brito-Melo et al. (2007) onde através da citometria de
fluxo, mostrou que a maior intensidade de fluorescéncia de IL-4 foi nos individuos
assintomaticos e oligosintomaticos quando comparado com PET/MAH. E também o trabalho
de Best et al. (2006), através do método de ELISA, constatou que ndo existia diferenca
estatistica entre PET/MAH e assintomaticos, apresentando uma ligeira diminuicéo dos niveis
de IL-4 em individuos com doenca associada.

O sistema imunoldgico possui mecanismos de controle para que ndo ocorra
exacerbacdo da resposta contra algum corpo estranho. E isso € tarefa desempenhada pelas
ceélulas Tregs que produzem citocinas antiinflamatdrias, como a IL-10 e TGF-pB. Sabe-se que 0
HTLV-1 pode infectar as células Treg e alterar sua funcdo (ARAYA et al., 2011). Sendo
assim, analisou-se neste estudo a expressao de IL-10 e TGF-B. Nos individuos HTLV-1 com e
sem PET/MAH a expressdo de IL-10 foi significativamente menor quando comparado ao
IFN-y. Em relacdo ao TNF-o,, mesmo sem significancia estatistica, a expressao de IL-10
também foi menor, conforme mostram o grafico 20 e a tabela 7. Estes resultados
compartilham daqueles encontrados por Muniz et al. (2006) e Montanheiro et al. (2009),

utilizando o método de ELISA onde verificaram baixos niveis de IL-10 tanto em individuos
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com PET/MAH como em assintométicos quando comparado a outras citocinas estudadas. Em
relacdo a expressdo de IL-4, IL-10 apresentou expressdo semelhante para os dois grupos
(Tabela 7).

O gréafico 21 mostra a comparacéo da expressdo de IL-10 em ambos os grupos. Os
resultados mostram que ndo houve diferenca de expressdo génica desta citocina, ou seja, 0S
niveis de expressdo foram praticamente iguais entre os individuos HTLV-1 com PET/MAH e
sem PET/MAH (Mediana: 0,9 x 10 e mediana: 0,8 x 10, respectivamente). Estes achados
divergem daqueles obtidos por Best et al. (2006) e Muniz et al. (2006) onde se observou
baixos niveis de IL-10 nos individuos com doenca associada quando comparado aos
individuos assintomaticos.

O TGF-B, considerado outra citocina antiinflamatoria para o perfil das células Treg,
apresentou niveis de expressdo génica intrigantes. Quando se comparou a expressao de TGF-3
com a expressao de IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10, em ambos os grupos, foi observado maior
expressdo de TGF-P em relagdo a estas citocinas, e de forma significante, como mostram o
grafico 20 e a tabela 7. Comparando a expressao desta citocina entre os grupos, foi observado
que ndo houve diferenca significante, apresentando niveis de expressao equivalentes (Grafico
21). Com esses dados, pode-se supor que o papel do TGF-p ndo estaria relacionado com a
funcdo de imunossupresséo, e sim, que poderia estar associado a outras funcgdes. Esta citocina
tem acdo pleomorfa, e diante disso, neste estudo ela poderia estar participando de uma acgédo
que aumentaria a resposta inflamatdria. Ja foi descrito que o TGF-p quando associado com a
IL-6 € capaz de diferenciar células CD4 para o perfil Th17. Outra funcdo do TGF-B poderia
estar ligada a reparacdo tecidual, conforme relatam os autores Voumvourakis et al. (2011) e
Harry (2013). O aumento desta citocina justifica-se na tentativa de reparar a lesdo tecidual
causada pela inflamacdo. Sabendo que existe nesses pacientes um estado de inflamacao
cronica que leva a um quadro de desmielinizacdo, é plausivel que o organismo tente reparar
esse tecido lesionado.

O proximo passo foi analisar a correlacdo entre as citocinas. Nos pacientes sem
PET/MAH, nota-se que ha correlagbes positivas, mesmo que fracas, e que sdo significantes
estatisticamente, entre as citocinas Th1, Th2 e IL-10. Isso mostra que a resposta imunologica,
apesar de apresentar uma tendéncia para Thl, ainda ocorre homeostase da resposta. Em
relagdo aos pacientes com PET/MAH, verifica-se que as correlagdes sdo mais discretas e vale
ressaltar que ndo ha correlagcdo de INF-y e TNF-a com IL-10, o que pode indicar uma menor

acao anti-inflamatoria nesses pacientes, conforme mostra a tabela 8. Estes achados sugerem
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entdo que ha expressdo prejudicada de IL-10 nos pacientes com PET/MAH, levando a um
quadro inflamatdrio persistente nos pacientes que desenvolvem a doenca associada. O que
pode ser sustentado pelos estudos de Nascimento et al. (2009) onde o autor mostrou que nao
havia diferenca entre na dosagem de IL-10 nos grupos saudaveis, infectados pelo HTLV-1
que desenvolveram ou ndo a PET/MAH. Ja Ramirez et al. (2010) mostrou em seu estudo que
a IL-10 tinha niveis iguais entre PET/MAH e individuos saudaveis.

O equilibrio entre as respostas Thl e Th2 se mostra de forma importante no controle
do desenvolvimento de doencas inflamatorias. Goncgalves et al. (2008) relata que varias
doencas inflamatorias mostram desequilibrio entre estas respostas. Através do célculo da
razdo entre as expressdes de IFN-y/IL-4 e TNF-o/IL-4, pode-se verificar o quanto seria a
predominancia da resposta Th1l sobre a Th2. Os gréaficos 22 e 23 mostram predominancia do
perfil Thl nos individuos com PET/MAH quando comparado aos sem PET/MAH. Mesmo
sem significancia estatistica, os pacientes com PET/MAH apresentaram razdo de IFN-y/IL-4
duas vezes maior (Mediana: 9,184), quando comparado aos sem PET/MAH (Mediana: 3,681).
E os pacientes com PET/MAH apresentaram razdo de TNF-o/IL-4 doze vezes maior
(Mediana: 12,26) quando comparado aos sem PET/MAH (Mediana: 0,99), conforme mostra o
gréfico 23. Estes achados corroboram com o que é descrito na literatura, relatando a
predominancia do perfil Thl em pacientes com PET/MAH, conforme é citado por Araya et al.
(2011), Gongalves et al. (2008), Nakamura (2009) e Nishiura et al. (2004). Além de Starling
et al. (2013) mostrar em seus resultados por citometria de fluxo, realizando o calculo da razdo
entre IFN-y/IL-4, que os pacientes com PET/MAH apresentaram niveis elevados, de forma
significativa, quando comparado ao grupo controle e possivel PET/MAH. Ja a razdo TNF-
o/IL-4 ndo obteve resultados significantes entre 0s grupos.

Nos graficos 22, 23 e 24, pode-se verificar a razdo entre IFN-y/IL-10, TNF-o/IL-10 e
IL-4/IL-10 para pacientes com e sem PET/MAH. Os resultados das razdes de IFN-y/IL-10
foram praticamente equivalente nos grupos com e sem PET/MAH (Mediana: 3,794 e
Mediana: 4,666, respectivamente), ocorrendo 0 mesmo para a razao de IL-4/IL-10 (Mediana:
1,022 e Mediana: 1,414, respectivamente). Porém, a razdo de TNF-a/IL-10 foi duas vezes
maior nos pacientes com PET/MAH (Mediana: 3,796) em relacdo aos pacientes sem
PET/MAH (Mediana: 1,585). Mais uma vez, ha um forte indicio da participacdo do TNF-a na
resposta inflamatoria.

Sabe-se que a alteracdo na resposta imunologica pode levar a danos no tecido nervoso

central, e, consequentemente, o aparecimento dos sinais clinicos caracteristicos que levam ao
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diagndstico de PET/MAH. Nota-se durante a rotina de atendimento dos pacientes infectados
por HLTV-1 que desenvolveram PET/MAH, e alguns pacientes que ndo desenvolveram a
PET/MAH, que ha sinais clinicos informando que a doenca esta progredindo. Esta progressao
esta associada a desregulacdo da resposta imunolégica.

Para verificar a associacdo das manifestaces clinicas apresentadas pelos individuos
que desenvolveram a doenca e a alteracdo na resposta imunolégica, foi realizada avaliacéo
neuroldgica funcional destes individuos. Para isso, foram utilizadas escalas funcionais de facil
e rapida aplicabilidade. Neste trabalho, a analise dos sintomas neuroldgicos foi direcionado
em relagdo a motricidade. Este critério de avaliacao foi escolhido baseado em sua importancia
clinica para a progressdo da doenca levando a alteragdes importantes no que diz respeito a
independéncia funcional, e, consequente, alteracdo na qualidade de vida destes pacientes,
como descrito nos estudos de Shoeibi et al. (2013).

A fraqueza proximal é uma das caracteristicas clinicas presentes nos individuos com
PET/MAH. Esta informacédo foi coletada utilizando a escala do Medical Research Council,
onde mostra que quanto menor é a graduacdo obtida por ela, maior é o grau de fragueza
muscular. Esta escala é bastante utilizada para medir a forca muscular nos pacientes
infectados pelo HTLV-1, como pode ser observado no estudo de Costa et al. (2012), onde o
autor avaliou os sinais clinicos neuroldgicos de pacientes infactados pelo HTLV-1 com
bexiga hiperativa. Nos pacientes com PET/MAH, presentes neste estudo, foi observada
mediana para o escore 4 em ambas as regides (Direita e esquerda), mostrando que ha fraqueza
muscular nestes individuos, conforme mostra a tabela 2. Foi observado também que a
fraqueza muscular é mais evidente na regido proximal, principalmente no membro inferior
esquerdo, conforme mostra o grafico 13. Este achado corrobora com o que diz a literatura,
onde relatam que a fraqueza muscular nestes individuos inicia-se proximalmente e progride
para distal (ARAUJO e SILVA, 2006; BRASIL, 2013). Além de Poetker et al. (2011) em seu
estudo das manifestacGes clinicas dos pacientes com PET/MAH, demonstrarem que a
fraqgueza muscular de membros inferiores sdo as manifestacdes iniciais da doenca,
principalmente na regido proximal.

A expressdo de citocinas inflamatdrias podem estar implicadas no aparecimento deste
sinal clinico. Buscando associar a fraqueza muscular com a desregulacdo da expressdo génica
das citocinas estudadas, foi realizada analise de regressdo linear multipla. Esta analise
mostrou que ndo ha associagdo desta escala com as citocinas estudadas, mesmo quando
estratificada em perfil citocinico inflamatério e antiinflamatoério, conforme mostram as tabelas

9 e 10. A ndo existéncia de associacdo entre estas variaveis pode ser explicada pelo fato de
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que todos os pacientes realizam tratamento fisioterapéutico. E um dos grandes objetivos da
terapéutica aplicada é o ganho de forga muscular, pois é uma das principais queixas relatadas
pelos pacientes, juntamente com a espasticidade. Como estes pacientes estdo em processo de
reabilitacdo é sabido que ocorre a melhora da forca muscular, implicando em viés quando se
realiza a associacdo desta variavel com a expressdo das citocinas estudadas.

No que diz respeito a avaliacdo da espasticidade dos individuos com doenca associada,
utilizou-se como instrumento de avaliacdo a escala de Ashworth Modificada. Foi tomado
como referéncia os musculos adutores de quadril, extensores de joelho e os flexores plantares
de tornozelo, que sdo os principais muasculos testados quando sdo realizadas pesquisas
envolvendo espasticidade de membros inferiores, como pode ser observado nos estudos de
Ansari et al. (2008), Ghotbi et al. (2011), Kira (2013) e Britto, Correa e Vincent (2014), em
que eles utilizam esta mesma escala de avaliacdo, assim como estes mesmos musculos
citados.

Os resultados mostraram que ndo houve diferenga estatistica do acometimento da
espasticidade entre os membros inferiores, conforme mostra o grafico 14. Pode-se perceber
ainda, neste estudo, que todos os pacientes com PET/MAH apresentaram aumento de tonus
muscular (Mediana para o escore 1+), porém de forma variada conforme mostra tabela 3. Esta
variacdo do acometimento da espasticdade mostrou um fato interessante, pois na analise
descritiva pode-se verificar que a espasticidade apresenta a mesma tendéncia de
acometimento da fraqueza muscular, ambos na regido proximal. Foi observado que o aumento
do tdnus muscular € maior na regido proximal direita (Musculo adutor de quadril) e menor na
regido distal direita (MUsculos flexores plantares de tornozelo), conforme mostra o grafico 14.

Sabe-se que quanto maior é a lesdo no trato medular especifico para controle do ténus
muscular, maior é o grau de espasticidade. Diante do exposto, ndo foram encontrados estudos
que fizessem esta correlacdo entre a expressdo de citocinas e o grau de espasticidade, mas
estudos clinicos realizados em individuos com PET/MAH segundo Biswas et al. (2009),
Kendall et al. (2009) e Grindistaff e Gruener (2005), relatam que a espasticidade aumentada
esta relacionada com a progressdo da doenca. Neste estudo ndo foi observada esta correlagéo.
As tabelas 11 e 12 mostram, através da regressao linear multipla, que tanto para as citocinas
estudadas como estratificado para os perfis citocinicos, ndo foram obtidos resultados
estatisticamente significantes. Este fato pode ser explicado pelo tratamento o qual a maioria
dos pacientes estava sendo submetido durante as avaliagcGes. Alguns pacientes faziam uso de
medicagdo antiespéstica (Baclofeno) para o controle do tdnus muscular durante a coleta dos

dados. O uso desta medicagdo poderia ter alterado o verdadeiro grau de espasticidade destes
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individuos, sendo um possivel viés nos resultados de correlacéo entre as citocinas estudadas e
a escala de Ashworth Modificada. Outro fato que poderia ter interferido nos resultados, foi
gue muitos destes pacientes estavam em tratamento fisioterapéutico para a normalizacdo do
ténus muscular, através dos recursos eletroterapicos e cinesioterapéuticos pertinentes as
sessOes de fisioterapia.

A presenga de fraqueza muscular, principalmente na regido proximal, associada ao
aumento do tébnus muscular, leva a um quadro disfuncional na marcha. A deambulacao
qguando deixa de ser uma atividade automatica e passa a se tornar uma atividade em que o
individuo necessita de novas estratégias para se locomover, e, com isso, passa a dispor de um
gasto energético maior para realizar esta ativividade, a consequéncia desta alteracdo funcional
é levar o individuo a maior predisposicdo a quedas. Diante disso, a variavel equilibrio foi
escolhida por estar intimamente relacionada com a alteracdo de forca e de ténus muscular.
Conforme pode ser observado nos estudos ja citados anteriormente.

Nos individuos com PET/MAH pode ser verificado que os pacientes apresentavam
alto risco de quedas, com resultados estatisticamente significantes (p = 0,02*), conforme
mostra o grafico 15. Apesar dos pacientes estarem em processo de reabilitacdo para a melhora
do quadro clinico, o risco de queda ainda se mantém elevado. Isso mostra que tanto a fraqueza
muscular quanto a espasticidade sdo variaveis importantes como preditoras de progressao da
doenca.

Buscando verificar a associacdo da escala de Equilibrio e Mobilidade de Tinetti com
as citocinas estudadas, foi observado que ndo houve associacdo através do modelo de
regressdo linear multipla, apesar do valor de p ser proximo da significancia estatistica (p =
0,09), conforme mostra a tabela 13. Diante desta constatacdo, realizou a estratificagdo pelo
perfil citocinico e ficou evidente que existia associacdo entre o perfil citocinico inflamatorio e
a escala de Tinetti (p = 0,05*). E dentre as variaveis independentes, a expressao de IFN-y foi
estatisticamente significante (p = 0,006*), conforme mostra a tabela 14. Isso implica dizer que
quanto maior ¢ a expresséo de IFN-y, maior é o risco de queda nestes individuos.

Ficou comprovado que os pacientes com PET/MAH estdo predispostos a sofrerem
quedas, e, com a progressdo da doenca, estes individuos ficam dependentes de dispositivos
que os auxiliem durante a deambulagdo. De acordo com a literatura, a progressao natural da
doenca leva os pacientes a necessitarem de aparelhos que os ajudem cada vez mais durante a
marcha. Os individuos com PET/MAH inicialmente necessitam de bengalas e em estagio
mais avancado da doenca, ficam confinados a cadeira de rodas conforme ¢é relatado no estudo
de reviséo sobre a fisiopatologia clinica da PET/MAH de Yamano e Sato (2012).
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Os pacientes com PET/MAH avaliados neste estudo, segundo a escala do grau de
auxilio na marcha, apresentaram mediana para o escore 2 (Uso de bengala e muleta
unilateral), conforme mostra a tabela 5 e o grafico 16, onde os resultados obtidos para esta
variavel chegaram proximos da significancia estatistica (p = 0,07). Estes achados corroboram
com o estudo de Franzoi e Aradjo (2007) em que avaliaram as incapacidades e performance
da marcha nos pacientes com PET/MAH, e observaram que a grande maioria usavam muletas
e também um numero expressivo deambulavam sem auxilio.

N&o obter resultados significantes nesta variavel foi um fato esperado, pois foi visto
que sete (07) pacientes ndo apresentavam auxilio na marcha, ou seja, deambulavam sozinhos.
N&o porque eles estavam aptos a realizar esta atividade de forma segura, pelo contrério, a
maioria precisaria de auxilio. Durante a analise do risco de quedas, somente neste individuos,
foi observado que a grande maioria (71,4%) apresentavam risco consideravel de queda,
conforme ilustrado no gréfico 17. Entdo por que estes pacientes ndo estavam usando
dispositivos que os auxiliassem durante a demabulagdo? A resposta para esta pergunta esta
fundamentada no quesito “preconceito”. Os pacientes relatam que ao usarem algum auxilio
durante a marcha eles irdo estar expostos a questionamentos de amigos, vizinhos e familiares
sobre sua condicio de satde. E sabido que muitos desses pacientes escondem de familiares e
amigos que sdo portadores do HTLV-1, e, que por causa desta infecdo, apresentam doenca
incapacitante. Por desconhecimento a respeito do modo de transmissdo e das consequéncias
que esta infeccdo pode causar, eles podem estar sujeito a estigmas na sociedade e no seu
ambiente domeéstico. Ha ainda outra questdo importante, muitos dos pacientes ainda nao
aceitam sua condicao clinica, ou seja, ainda ndo estdo preparados psicologicamente para saber
lidar com uma doencga cronica e progressiva. O fato de necessitar de algum dispositivo
durante a marcha, € sinal de que a doenca esta progredindo e isso ndo esta errado, como pode
ser observado na analise de regressdo realizada neste estudo. O que precisa ser feito € um
trabalho psicoldgico de concientizacdo de que o uso do auxiilio na marcha é uma maneira de
torna-lo mais funcional, independente, e, sobretudo, prevenindo o risco de quedas e assim
melhorar a qualidade de vida.

O auxilio da marcha como variavel preditora de progresdo da PET/MAH esta bastante
relatado na literatura atual. Com base nesta informacdo, ainda ndo existem estudos que
associem a expressdo génica de citocinas e o grau de auxilio na marcha. Buscou-se, neste
estudo, verificar a associacao do grau de auxilio na marcha com os niveis de expressao génica
nestes pacientes. Na primeira associacdo do grau de auxilio na marcha com as citocinas

estudadas, ndo houve associacdo entre estas varidveis, apesar do valor de p da analise de
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regressdo linear multipla ter sido proximo da significAncia estatistica (p = 0,06), conforme
mostra a tabela 15. Mas, ao realizar a anélise de regressao estratificada pelo perfil citocinico,
foi observado associacdo significante somente para o perfil citocinico inflamatério (p =
0,02*), conforme mostra a tabela 16. Dentre as variaveis independentes analisadas, apenas a
expressao de IFN-y mostrou resultado significante (p = 0,003*). Isso mostra que quanto maior
foi o nivel de expressdo de IFN-y, maior foi & dependéncia de dispositivos que auxiliam na
locomocdo, no caso destes pacientes foi a cadeira de rodas.

Os resultados obtidos com a correlacdo entre os sintomas clinicos e a expressao das
citocinas, mostra a importancia do IFN-y no desenvolvimento e progressao da clinica dos
pacientes com PET/MAH. Sua maior expressao nos pacientes com PET/MAH e sua forte
associacdao com equilibrio e auxilio de marcha, ndo deixam davidas em relacdo a sua
importancia com a resposta inflamatoria. Apesar dos relatos na literatura ndo associarem a
expressdo de citocinas com o quadro clinico, os trabalhos mostram que o IFN-y esta
intimamente relacionado com o desenvolvimento da PET/MAH como ja descrito por
Montanheiro et al. (2009), Yamano et al. (2009) e Gongalves et al. (2008).

A ndo associacdo da expressdo do TNF-o com os sintomas clinicos foi intrigante.
Talvez isso tenha ocorrido por estar envolvido em outros processos relacionados a instalacao
da doenca e ndo em sua progressao.

Este estudo da resposta imunoldgica nos pacientes infectados por HTLV-1 teve como
objetivo mostrar a relacdo das citocinas inflamatorias e antiinflamtérias na progressao clinica
destes pacientes que desenvolveram PET/MAH. Os pacientes com PET/MAH apresentaram
maior resposta inflamatéria do tipo Thl, quando comparados aos pacientes sem PET/MAH.
Entretanto, ndo se pode, na maioria das analises encontrar significancia estatistica. Porém,
existem outro fatores que podem interferir na traducdo do mRNA em proteina. Lembrando
que a expressdo génica nao se baseia em apenas quantificacio de mMRNA, mas também o
estudo de outros mecanismo que podem interferir até a traducdo deste, como 0s microRNAsS.
Com isso, estes resultados mostram que a resposta inflamatdria do tipo Thl é importante para
0 desenvolvimento e progressdo da PET/MAH, porém existem mais mecanismos que
necessitam ser estudados para que este desvio para Thl seja mesmo danoso e leve ao
desevolvimento da PET/MAH. E assim, serd possivel entender o porqué muitos pacientes
permancem sem desenvolver as doencas relacionada ao HTLV-1 e talvez tracar estratégias

mais eficazes para tratar os pacientes acometido por alguma dessas doencas.
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7 CONCLUSOES

e Nao houve diferenca significante entre os sexos nos pacientes estudados, porém, foi
observado que o sexo feminino apresentou nimero elevado de pacientes em ambos 0s
grupos. Em relacdo a idade ndo houve diferenca significante entre os grupos, o que mostra
caracteristica semelhante para esta variavel, ndo podendo ser um viés de confundimento

na andlise funcional dos individuos com PET/MAH.

e Os pacientes com PET/MAH apresentaram fraqueza muscular de membro inferior tanto
na regido proximal quanto distal, mesmo n&o apresentando diferenga significante entre os
lados direito e esquerdo, porém, a fraqueza muscular foi mais evidente na regido proximal

do membro inferior esquerdo.

e Graus variados de espasticidade no membro inferior foram observados nos pacientes com
PET/MAH, ndo havendo diferencas entre os lados direito e esquerdo, porém, a

espasticidade foi maior na regido proximal direita.
e Alto risco de queda foi observado nos pacientes com PET/MAH.

e Os pacientes com PET/MAH apresentaram dispositivos variados durante a deambulacao.
O uso de muleta bilateral ndo foi observado entre os pacientes e, mesmo sem resultados
significantes, o dispositivo predominante foi o0 uso de bengala ou muleta unilateral. E um

namero expressivo de pacientes ndo apresentavam auxilio durante a marcha.

e A expressdo génica das citocinas estudadas entre os dois grupos foi semelhante, tendo a

tendéncia para Thl, com maior expresséo de IFN-y em relagéo a IL-4 nos dois grupos.

e A expressdao de TNF-o apresentou a tendéncia de maior expressdo em pacientes com
PET/MAH em relacdo aos pacientes que ndo desenvolveram PET/MAH. Este resultado
sugere que esta citocina também poderia estar envolvida no processo da patogénese da
PET/MAH.

e A expressdo de IL-10 foi semelhante nos dois grupos estudados.
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A expressao de TGF-3 se mostrou equivalente em ambos os grupos. A acdo desta citocina
poderia estar implicada em outros processos inflamatorios que poderiam participar da
patogénese da PET/MAH.

A forca muscular ndo apresentou correlacdo com a expressdo génica das citocinas, em
particular com o IFN-y que poderia estar envolvida na patogénese e progressao desta
doenca. Isso pode ser devido a interferéncia do programa de reabilitacdo funcional

realizado nestes pacientes;

Em relacdo a expressao génica relativa das citocinas estudadas e ao grau de espasticidade,
ndo houve associacgdo entre estas varidveis. Este fato ocorreu, provavelmente, devido uma
possivel interferéncia da medicacdo (Baclofeno) e da reabilitacdo funcional realizada
nestes pacientes;

A avaliagdo de Equilibrio e Mobilidade de Tinnetti se mostrou associado & expressdo de
IFN-y, indicando que quanto maior a expressao desta citocina, maior o risco de queda

nestes pacientes.

O grau de auxilio na marcha também foi associado a expressao de IFN-y, ou seja, quanto

maior a expressao de IFN-y maior é o grau de auxilio na marcha;
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APENDICE A - FICHA DE AVALIACAO FISIOTERAPEUTICA DOS PACIENTES
COM PET/MAH.

FICHA DE AVALIAQAO DOS PACIENTES COM PET/MAH G:
Nome: Data: / /
Telefones: Idade: anos. Sexo: [J Masculino [ Feminino

Condicéo: [ Definitivo [] Possivel [ Provavel

Estado civil: Profissao: Escolaridade:

1 - Escala de forca motora:

0 Sem contracgdo (paralisia total)
1 Contragao muscular visivel ou palpavel sem movimentagédo
2 Movimento ativo com eliminacdo da gravidade
3 Movimento ativo contra a gravidade
4 Movimento ativo contra resisténcia
5 Forca normal
Proximal: Distal:
Direito () Direito ()
Esquerdo () Esquerdo ( )

2 — Graus de auxilio na marcha

(0) Sem auxilio

(1) Auxilio de terceiros

(2) Auxilio de bengala ou muleta unilateral
(3) Auxilio de muleta bilateral

(4) Auxilio de andador

(5) Auxilio de cadeira de rodas

3 — Teste de equilibrio (Teste de Tinetti):
(Sujeito sentado em uma cadeira rigida sem bracos)

(0) Inclina-se ou desliza na cadeira

1) Equilibrio sentado (1) Estavel, seguro

(0) Incapaz sem ajuda
2) Levantar-se da cadeira | (1) Capaz, usa membros superiores para auxiliar
(2) Capaz sem usar membros superiores

(0) Incapaz sem ajuda
3) Tentativas para levantar | (1) Capaz, requer mais de uma tentativa
(2) Capaz de se levantar, uma tentativa

4) Equilibrio de pé (0) Instavel (cambaleia, move os pés, oscila o tronco)
imediato (1) Estavel, mas usa dispositivo de auxilio a marcha
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(primeiros 5 segundos)

(2) Estavel, sem dispositivo de auxilio

5) Equilibrio de pé

(0) Instavel

(1) Instavel, mas aumenta a base de suporte (entre 0s
calcanhares > 10cm de afastamento), usa dispositivo de auxilio
(2) Diminuicdo da base sem dispositivo de auxilio

6) Desequilibrio no
esterno
(3 vezes de forma suave)

(0) Comeca a cair
(1) Cambaleia, se agarra e se segura em Si mesmo
(2) Estavel

7) Olhos fechados

(0) Instavel
(1) Estavel

8) Girar 360°

(0) Instabilidade (se agarra, cambaleia)
(1) Passos descontinuados
(2) Continuidade

9) Sentar-se

(0) Inseguro ( ndo avalia bem a distancia, cai na cadeira)
(1) Usa os bragos ou ndo tem movimentos suaves
(2) Seguro, movimento suave

Escore de equilibrio:

/16

4 — Teste de marcha (Teste de Tinetti): cont.

(Sujeito de pé com o examinador, caminha num corredor ou na sala, primeiro no seu ritmo
usual e, em seguida, rapido, porém muito seguro, com os dispositivos de auxilio & marcha)

1) Iniciacdo da marcha

(0) Imediato e ap6s 0 comando “Va” (qualquer hesitagao ou
maultiplas tentativas para iniciar)
(1) Sem hesitagdo

2) Comprimento e altura
do passo

a) Perna D em balanceio
(0) Né&o passa o membro E
(1) Passa 0 membro E
(0) Pé D néo se afasta completamente do solo com o passo
(1) Pé D se afasta completamente do solo

b) Perna E em balanceio
(0) N&o passa 0 membro D
(1) Passa 0 membro D
(0) Pé E nao se afasta completamente do solo com o0 passo
(1) Pé E se afasta completamente do solo

3) Simetria do passo

(0) Passos D e E desiguais
(1) Passos D e E parecem iguais

4) Continuidade do
passo

(0) Parada ou descontinuidade entre passos
(1) Passos parecem continuos

5) Desvio da linha reta
(Distancia aproximada
de 3m X 30cm)

(0) Desvio marcado
(1) Desvio leve e moderado ou usa dispositivo de auxilio a marcha
(2) Caminha em linha reta sem dispositivo de auxilio

6) Tronco

(0) Oscilagdo marcada ou usa dispositivo de auxilio a marcha
(1) Sem oscilagdo, mas com flex&o de joelhos ou dor lombar ou
afasta os bragcos enquanto anda
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(2) Sem oscilacéo, sem flexao, sem uso dos bragos ou de
dispositivos de auxilio @ marcha

(0) Calcanhares afastados

7) Base de apoio (1) Calcanhares quase se tocando durante a marcha

Escore de marcha: /12

Escore total: 128

5 — Escala de ASHWORTH MODIFICADA:

0 | Nenhum aumento do ténus muscular

1 | Leve aumento do tbnus muscular, manifestando-se como um resistir e ceder ou por
minima resisténcia no final da amplitude de movimento quando a parte afetada € movida
em flex&o ou extenséo.

1+ | Leve aumento do tébnus muscular, manifestando-se como uma resisténcia, que persiste de
maneira discreta através do movimento passivo remanescente (menos da metade deste).

2 | Aumento do tonus durante a maior parte do movimento, mas o segmento é facilmente
mobilizado passivamente.

3 | Aumento consideravel do ténus, com dificuldade na movimentacao passiva.

4 | O segmento afetado esta rigido em flexdo ou extenséo.

Quadril: Joelho: Tornozelo:

Adutor direito:

Quadriceps direito () Flexor plantar direito ()

()
Adutor esquerdo: () Quadriceps esquedo () Flexor plantar esquerdo ()




APENDICE B - ESCALA DO GRAU DE AUXILIO NA MARCHA
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Marcha sem auxilio

Marcha com auxilio de terceiros

Marcha com auxilio de bengala ou muleta unilateral

Marcha com auxilio de muletas bilateral

Marcha com auxilio de andador

gl B~ W N k| O

Uso de cadeira de rodas
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCI,_EO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

PADRAO DE RESPOSTA IMUNOLOGICA PEE{IFERICA EM PACIENTES_
INFECTADOS PELO HTLV-1 E SUA CORRELACAO COM AS MANIFESTACOES
NEUROLOGICAS FUNCIONAIS NOS INDIVIDUOS COM PET/MAH.

As pessoas que sdo infectadas pelo HTLV-1 podem desenvolver vérias doencas,
dentre elas, uma lesdo na coluna que leva a dificuldade de caminhar, a paraparesia espastica.
No entanto, a maioria dos individuos infectados ndo adoece. Para adoecer, 0 virus causa
mudancas na defesa do corpo. Para entender e tratar melhor as doencgas causadas pelo HTLV,
este trabalho se propde a estudar as defesas do corpo juntamente com as alteracbes dos
pacientes infectados com HTLV. Para isso, coletaremos amostras de sangue e realizaremos
avaliacdo clinica, sem qualquer outra intervencao.

Se vocé tiver qualquer davida sobre este estudo, vocé pode entrar em contato com
George Alberto da Silva Dias, aluno do curso de Doutorado em Doencas Tropicais pela
UFPA pelo telefone (91)8108-9582. Se vocé tiver dividas sobre seus direitos ou com relacdo
aos aspectos éticos do trabalho, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP) do Nucleo de Medicina Tropical - UFPA — Av.
Generalissimo Deodoro, 92, Umarizal, Belém — PA; Telefone 3241-0032.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo sem qualquer prejuizo a continuidade de tratamento na instituicdo. As
informacdes serdo analisadas em conjunto a outros pacientes, ndo divulgadas as suas
identificacbes. Ndo ha nenhuma despesa pessoal adicional ao participante do estudo e
nenhuma compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Os dados obtidos por sua
participacdo serdo apenas utilizados para este estudo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo este estudo. Eu discuti com o George Alberto da Silva
Dias sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim, quais Sao 0s
propositos, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.

Belém / /20

Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente para a participacdo neste estudo.
Belém _/ /20

Pesquisador
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ANEXO A - ESCALA MANUAL DE FORCA MUSCULAR
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Sem contracgdo (paralisia total)

Contracdo muscular visivel ou palpavel sem movimentacao

Movimento ativo com eliminagdo da gravidade

Movimento ativo contra a gravidade

Movimento ativo contra resisténcia

Gl B|WIN PO

Forga normal
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ANEXO B - ESCALA DE ASHWORTH MODIFICADA

0 | Nenhum aumento do ténus muscular

1 | Leve aumento do tbnus muscular, manifestando-se como um resistir e ceder ou por
minima resisténcia no final da amplitude de movimento quando a parte afetada é movida
em flexdo ou extensé&o.

1+ | Leve aumento do tdbnus muscular, manifestando-se como uma resisténcia, que persiste de
maneira discreta através do movimento passivo remanescente (menos da metade deste).

2 | Aumento do ténus durante a maior parte do movimento, mas o segmento é facilmente
mobilizado passivamente.

3 | Aumento consideravel do ténus, com dificuldade na movimentacao passiva.

4 | O segmento afetado esta rigido em flexdo ou extenséo.
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ANEXO C — ESCALA DE EQUILIBRIO E MOBILIDADE DE TINETTI

Teste de equilibrio (Teste de Tinetti):
(Instruces: Sujeito sentado em uma cadeira rigida, sem bragos)

(0) Inclina-se ou desliza na cadeira
1) Equilibrio sentado (1) Estavel, seguro

(0) Incapaz sem ajuda
(1) Capaz, usa membros superiores para auxiliar

2) Levantar-se da cadeira .
(2) Capaz sem usar membros superiores

(0) Incapaz sem ajuda
(1) Capaz, requer mais de uma tentativa

3) Tentativas para levantar (2) Capaz de se levantar, uma tentativa

(0) Instavel (cambaleia, move os pés, oscila o tronco)

4) Equilibrio de pé imediato (1) Estavel, mas usa dispositivo de auxilio a marcha
(primeiros 5 segundos) (2) Estavel, sem dispositivo de auxilio
(0) Instavel

(1) Instavel, mas aumenta a base de suporte (entre 0s
calcanhares > 10cm de afastamento), usa dispositivo de
auxilio

(2) Diminuicéo da base sem dispositivo de auxilio

5) Equilibrio de pé

6) Desequilibrio no esterno
(sujeito na posicdo de pé com 0s
pés 0 mais proximo possivel, o
examinador empurra suavemente

(0) Comeca a cair
(1) Cambaleia, se agarra e se segura em Si mesmo

- (2) Estéavel
0 sujeito na altura do esterno com
a palma da méo 3 vezes seguidas:
(0) Instavel
7) Olhos fechados (1) Estavel

(0) Instabilidade (se agarra, cambaleia)
(1) Passos descontinuados

H (o]
8) Girar 360 (2) Continuidade

(0) Inseguro ( ndo avalia bem a distancia, cai na cadeira)
(1) Usa os bragos ou ndo tem movimentos suaves

9) Sentar-se (2) Seguro, movimento suave

Escore de equilibrio: /16
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Teste de marcha (Teste de Tinetti):

(Instrugdes: Sujeito de pé com o examinador, caminha num corredor ou na sala, primeiro no
seu ritmo usual e, em seguida, rapido, porém muito seguro, com os dispositivos de auxilio a

marcha usuais):

1) Iniciagéo da marcha

(0) Imediato e ap6s o comando “V4” (qualquer hesitagdo ou
multiplas tentativas para iniciar)
(1) Sem hesitacéo

2) Comprimento e altura
do passo

a) Perna D em balanceio
(0) N&o passa o membro E
(1) Passa 0 membro E
(0) Pé D nao se afasta completamente do solo com o0 passo
(1) Pé D se afasta completamente do solo

b) Perna E em balanceio
(0) Né&o passa 0 membro D
(1) Passa 0 membro D
(0) Pé E néo se afasta completamente do solo com o passo
(1) Pé E se afasta completamente do solo

3) Simetria do passo

(0) Passos D e E desiguais
(1) Passos D e E parecem iguais

4) Continuidade do
passo

(0) Parada ou descontinuidade entre passos
(1) Passos parecem continuos

5) Desvio da linha reta
(Distancia aproximada

(0) Desvio marcado
(1) Desvio leve e moderado ou usa dispositivo de auxilio a marcha
(2) Caminha em linha reta sem dispositivo de auxilio

de 3m X 30cm)
(0) Oscilagdo marcada ou usa dispositivo de auxilio a marcha
(1) Sem oscilacdo, mas com flexdo de joelhos ou dor lombar ou
afasta os bragcos enquanto anda

6) Tronco

(2) Sem oscilacdo, sem flexdo, sem uso dos bragos ou de
dispositivos de auxilio a marcha

7) Base de apoio

(0) Calcanhares afastados
(1) Calcanhares quase se tocando durante a marcha

Escore de marcha:

/12

Escore total: /28




112

ANEXO D - PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO

SERES HUMANOS

o o s oW

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

. Protocolo: N°038/2010-CEP/NMT

Projeto de Pesquisa: CORRELACAO ENTRE A AVALIAGAO CLINICA, PADRAQ DE
RESPOSTA PERIFERICA E A FUNCAO TIMICA DE PACIENTES
ACOMETIDOS POR PARAPARESIA ESPASTICA
TROPICAL/MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTLV.

Pesquisador Responsavel: George Alberto da Silva Dias.
Instituicao / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 11/06/2010.

Data do Parecer: 30/06/2010.

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela

e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS. Portanto,
manifesta-se pela sua aprovacéo.

Parecer: APROVADO.

Belém, 09 de agosto de 2010.




