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Vizzoni, A G. Analise epidemioldgica e laboratorial de individuos coinfectados
pelo virus linfotropicos para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) e virus da
hepatite C (HCV). Rio de Janeiro; 2010. 100p. Dissertacao. [Mestrado em
Pesquisa Clinica em Doencgas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

RESUMO

A infecgéo pelo virus linfotrépico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) pode
levar a alteragdes funcionais da resposta imune do hospedeiro. O HTLV-1 esta
associado ao desenvolvimento de duas doengas principais: leucemia de células
T do adulto e paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. A
infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) pode levar ao desenvolvimento de
hepatite cronica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. O HCV também
esta associado a ocorréncia de varias doencas extra-hepaticas, como
crioglobulinemia mista essencial, porfiria cutédnea tardia, poliarterite nodosa,
sindrome sicca e liquen plano. Devido ao papel da resposta imune celular no
desenvolvimento e progressao de doengas associadas ao HCV, espera-se que a
interagdo entre o HTLV-1 e HCV possa modificar o curso natural dessas
infecgbes. Com o objetivo de avaliar aspectos epidemioldgicos e laboratoriais foi
realizado um estudo transversal envolvendo uma serie de casos. Foram
incluidos no estudo 50 pacientes coinfectados com HTLV-1/HCV, 46 portadores de
infecgdo pelo HCV e 50 pacientes HTLV-1 monoinfectados selecionados
randomicamente. Pacientes portadores de infeccdo pelo virus da hepatite B e/ou virus
da imunodeficiéncia adquirida foram excluidos do estudo. A analise estatistica das
variaveis avaliadas foi realizada utilizando métodos descritivos, paramétricos ou nao-
paramétricos. Nao houve diferenga significativa em relagao as caracteristicas sécio-
demograficas entre os grupos. O relato de uso de alcool foi mais frequente no grupo
HCV (p< 0,001). O passado de transfusao de sangue foi considerado como provavel via
de infecgdo em 80,6% dos casos do grupo HCV e 39% dos pacientes HTLV-1/HCV
coinfectados. Em 26,8% dos coinfectados a provavel via de infecc¢ao foi a utilizagdo de
drogas injetaveis. Por outro lado, a transmissao sexual (55,6%) predominou no grupo
HTLV-1 (p<0,001). O acometimento neurolégico foi mais frequente no grupo de
coinfectados sendo observado em 72% dos pacientes (p=0,001). Em relagdo aos dados
laboratoriais, a presenga de plaquetopenia foi mais frequente no grupo HCV
monoinfectados (p<0,001). As concentragdes séricas de alanina
aminotransferase/transaminase glutdmico oxaloacética, fosfatase alcalina e bilirrubinas
totais foram mais elevadas no grupo HCV monoinfectados. Nao se observou diferengas
na distribuicdo dos gendtipos do HCV entre os dois grupos mono e coinfectados. Os
niveis de carga viral do HCV foram semelhantes entre os grupos HCV monoinfectados e
HTLV-1/HCV coinfectados. Os niveis de carga proviral do HTLV-1 foram semelhantes
entre os grupos infectados por esse virus. A presenga de crioglobulinemia foi
percentualmente (19,4%) maior no grupo de pacientes coinfectados embora sem
diferenga significativa em relagédo aos outros grupos. Individuos coinfectados parecem
ter uma maior frequéncia para o desenvolvimento de doengas neuroldgicas. Por outro
lado, nossos dados sugerem que o acometimento hepatico parece ser menor no grupo
de coinfectados, sendo necessario o acompanhamento clinico desses pacientes para
uma melhor avaliacéo da interagao entre esses dois virus.
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Palavras-chave: 1. HTLV-1 2. HCV 3. Coinfecgao HTLV-1/HCV

Vizzoni, A G. Epidemiological and laboratory analysis of patients coinfected with
human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) and hepatitis C virus (HCV).
Rio de Janeiro; 2010. 100p. Dissertation. [ Master’s Degree in Clinical
Research in Infectious Diseases] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

ABSTRACT

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) infection may lead to functional
alterations of host immune response. HTLV-1 is associated with the development
of two major diseases: adult T-cell leukemia/lymphoma and tropical spastic
paraparesis/HTLV-1-associated myelopathy. Hepatitis C virus (HCV) infection
may lead to the development of chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. HCV is also associated with the occurrence of several extrahepatic
diseases, such as essential mixed cryoglobulinemia, porphyria cutanea tarda,
polyarteritis nodosa, sicca syndrome and lichen planus. Due to the role of cellular
immunity in the development and progression of HCV-associated diseases, one
could expect that the interaction between HTLV-1 and HCV might modify the
natural course of these infections. with the aim to evaluate the epidemiological
and laboratory aspects of these infections, a cross-sectional study with a series
of cases was conducted. The study included 50 HTLV-1/HCV coinfected patients,
46 HCV and 50 HTLV-1 infected patients randomly selected. Patients with
hepatitis B virus and/or human immunodeficiency virus infection were excluded.
Statistical analysis was performed using descriptive, parametric or nonparametric
methods. The socio-demographic characteristics were similar among the three
groups of patients. Alcohol drinking was more frequent in HCV group (p <0.001).
Past history of blood transfusion was considered as probable route of infection in
80.6% of HCV group cases and in 39% of HTLV-1/HCV coinfected patients. In
26.8% of coinfected patients the probable infection route was history of drug
addiction. On the other hand, sexual transmission (55.6%) was more frequent in
HTLV-1 group (p <0.001). Neurological involvement was more frequent in the
coinfected group and occurred in 72% of patients (p = 0.001). In relation to
laboratory data the finding of thrombocytopenia was more frequent in HCV group
(p <0.001). Serum concentrations of alanine aminotransferase/glutamic
oxaloacetic transaminase, alkaline phosphatase and total bilirubins were higher
in the HCV group when compared to coinfected individuals. There was no
difference in the distribution of HCV genotypes among the two HCV-infected
groups. HCV viral load levels were similar in the HCV and HTLV-1/HCV groups.
HTLV-1 proviral load levels were similar in HTLV-1-infected groups. The finding
of cryoglobulinemia was higher (19.4%) in HTLV-1/HCV coinfected patients, but
no significant difference was observed when compared to the other groups. Our
results suggest that coinfected patients were associated with a higher frequency
of neurological involvement. HTLV-1/HCV coinfected patients seem to have a
less advanced degree of hepatic involvement. On the other hand, being
necessary to follow-up of these patients for a better evaluation of the
consequences of the interaction between these two viruses.
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1. INTRODUGAO

O virus linfotropico para células T humanas do tipo 1 (Human T-
Lymphotropic virus type 1 ou HTLV-1) infecta aproximadamente 15 a 25
milhdes de pessoas em todo mundo (DE THE, 1996). O Brasil € um dos paises
considerados endémicos para essa infeccdo, com estimativa de 2 a 3 milhdes
de individuos infectados (CARNEIRO-PROIETTI, 2002). A infec¢ao pelo HTLV-
1 é persistente e acarreta numerosas alteragdes da resposta imune dos
individuos infectados. A maioria dos portadores permanecera assintomatica ao
longo de suas vidas e somente uma pequena parcela (0,5 a 5%) ira
desenvolver alguma doencga associada a esta infecgdo (BANGHAM & OSAME,
2005).

Desde sua descoberta, em 1989, o virus da hepatite C (HCV) é a
principal causa de doenga hepatica crénica no mundo. A Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) estima a prevaléncia global da infeccdo pelo HCV em 3%, o
que representa aproximadamente 170 milhdes de individuos infectados (WHO,
2009). A infecgéo se torna crénica na maioria dos casos, sendo estimado que
74 a 86% dos portadores apresentam viremia. A infecgdo crénica pode evoluir
para complicagées mais graves (hepatite crénica e cirrose) em 25 a 30 % dos
casos (ALTER, 2007). No Brasil, a prevaléncia da infeccdo pelo HCV varia de
0,3% a 5,9% de acordo com a regido geografica, sendo considerada de forma
geral entre 1-1,9% (ANDRADE et al., 2006).

A coinfecgdo HTLV-1/HCV é comum em paises endémicos para a
infecgédo pelo HTLV-1, ja que ambos os virus compartilham as principais formas
de transmiss&o, assim como é esperada em grupos populacionais de risco, tais
como: praticantes de relagbes sexuais sem protecdo, usuarios de drogas
endovenosas e, finalmente, individuos com passado de transfusdo de sangue
realizada antes de 1994 (BOSCHI-PINTO et al., 2000; BERINI et al.,2007). A
resposta imunologica celular parece ser essencial para a erradicacdo ou
“clearence” viral, ja que a diminuigdo da viremia coincide com o aparecimento
de linfocitos T HCV especificos e com a expressao de interferon-gama no
figado (REHERMANN, 2009).

A infecgdo pelo HTLV-1 acarreta numerosas alteragbes nas vias de

ativagdo celular envolvidas na resposta imune, levando a certo grau de
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imunodeficiéncia (MUNEOU et al., 1999). Kishihara e colaboradores (2001)
sugeriram que a presenca de deficiéncia imunoldégica possa interferir na
eficacia da resposta imune contra o HCV em individuos coinfectados com
HTLV-1, assim como ocorre na coinfeccdo com o HIV-1 (SHEPARD et
al.,2005). Esses autores relataram que a presenga do HTLV-1 foi associada
com maior carga viral do HCV em pacientes coinfectados japoneses. Da
mesma forma, Boschi-Pinto e colaboradores (2000) descreveram aumento de
doencga hepatica em individuos coinfectados, também em populagéo japonesa.
Hisada e colaboradores (2003) descreveram aumento da carga viral do HCV
em individuos coinfectados com HIV-1 e/ou HTLV-2, um aumento bastante
evidente em individuos brancos caucasianos, menos evidente em afro-
descendentes e n&o detectado em pacientes de origem hispanica. Esses dados
sugerem que fatores imunogenéticos como os polimorfismos de antigenos
leucocitarios humanos (HLA), possam influenciar a diminuicdo da carga do
HCV (HISADA et al., 2003).

No Brasil, a frequéncia de coinfec¢do com HCV na maior coorte (n=540)
de individuos infectados pelo HTLV é de 12,2% (ROJAS, 2007), enquanto que
em doadores de sangue a soroprevaléncia de anticorpos anti-HCV observada
foi de 12,3% (MAGALHAES, 2006). Esses dados indicam a necessidade de
estudos voltados para a analise dos fatores epidemioldgicos e biolégicos que

possam influenciar essa coinfeccdo em nosso Pais.

1.1 Infecgao pelo virus linfotrépico para células T humanas do
tipo 1 (HTLV-1)

1.1.1 Histoérico

Os retrovirus estdo entre os primeiros virus conhecidos pela ciéncia,
tendo sido descobertos ha mais de 100 anos, e sendo responsaveis pelo
aparecimento de sarcomas em galinhas (ROUS, 1960). Essa descoberta foi
seguida da identificagdo de um grande numero de virus oncogénicos de
animais.

Até que fossem isolados o HTLV-1 e outros retrovirus humanos, duas
importantes descobertas foram necessarias: uma foi o achado da transcriptase

reversa nos virus com material genético RNA e causadores de tumores
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(TEMIN; MIZUTANI, 1970), e a outra foi o desenvolvimento de técnicas para
manter linfocitos T em cultura pelo uso de fatores de crescimento, atualmente
chamados de interleucina-2 (MORGAN et al., 1976).

O primeiro retrovirus humano foi, entdo, isolado de linfocitos do sangue
periférico de um individuo com linfoma de células T com manifestagdes
cutédneas, em 1980, nos Estados Unidos, tendo sido denominado virus
linfotrépico para células T humanas do tipo 1 (POIESZ et al., 1980). Em 1982,
foi identificado o HTLV-2 a partir de uma linhagem de células T obtidas de um
paciente  com  tricoleucemia  (leucemia de células cabeludas)
(KALYANARAMAN et al., 1982).

Retrovirus relacionados estdo disseminados em primatas dos
continentes Europeu, Africano e Asiatico. O nome “virus linfotropico para
células T de primatas” (PTLV) tem sido proposto para agrupar virus
relacionados que tém como hospedeiros primatas humanos (HTLV) e néo-
humanos (STLV, virus linfotrépico para células T de simios). A homologia do
genoma do HTLV-1 com o do STLV parece ser maior do que entre o HTLV-1 e
HTLV-2 (GOUBAU et al., 1996).

1.1.2 Classificagao taxonémica, estrutura e organizagcao genomica do
HTLV-1

O virus linfotropico para células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é um
retrovirus complexo, pertencente a familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus (LAIMORE; FRANCHINI, 2007).

O HTLV possui uma estrutura morfologica similar a de outros retrovirus.
E constituido por particulas esféricas de 80 a 100 nm de diametro contendo
uma porgao central (core), um envelope, a enzima transcriptase reversa e as
proteinas da matriz (OHTSUKI et al., 1982).

A porcao central € composta pelo nucleocapsideo, consistindo de duas
fitas idénticas de RNA com polaridade positiva que, durante o ciclo de
replicacéo do virus, esta fita simples é transcrita em uma fita dupla por acéo da
transcriptase reversa. A dupla fita de DNA sera inserida no DNA da célula
hospedeira. Essa forma inserida de um retrovirus € denominada provirus ou
DNA proviral (GALLO, 2005).
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O envelope é composto por uma camada bilipidica com duas proteinas:
uma extracelular e uma proteina transmembrana que atravessa essa estrutura.
Junto a membrana do envelope se encontra a proteina da matriz. Outras
proteinas também estdo presentes no interior do capsideo, como a

transcriptase reversa e a integrase (Figura 1).

A interacdo das glicoproteinas do envelope viral com receptores

7

situados junto @ membrana plasmatica das células-alvo é responsavel pelo
inicio da infecgao pelo HTLV (GOFF, 2007).

_ 19 Matriz

p24 Capsideo

_p62ip32 Transcriptase
reversa

gp 21 transmembrana
gpdé superficie
Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do HTLV

Fonte: http://researchnews.osu.edu/archive/htlvil2pics.htm

[acesso em 25 jan.2010]. (figura adaptada para o portugués).

A organizacédo do genoma do HTLV é semelhante a de outros retrovirus

complexos, possuindo os principais genes (SEIKI et al., 1983):

gag, que codifica as proteinas do core viral, a precursora p52 e suas derivadas
p15, p19 e p24;
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pol, que codifica as enzimas transcriptase reversa, RNAse, endonuclease e

protease;

env, responsavel pela codificagao da glicoproteina externa gp46 do envelope, e
da glicoproteina transmembrana gp21;

regido pX, que apresenta quatro fases abertas de leitura (Open Reading
Frames — ORFs);

segmentos LTR (Long Terminal Repeat), segmentos longos repetitivos
presentes nas duas extremidades do genoma viral, e contém elementos

reguladores da transcri¢ao viral.

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura genémica do HTLV
Fonte: Florins A. et al., 2007 — adaptado.

O HTLV-1 €& classificado em sete subtipos genéticos: 1a,
Cosmopolita; 1b, Africa Central; 1c, Melanésio; 1d, Pigmeus da Republica
Centro Africana; 1e e 1f identificados na Republica Democratica do Congo; e
1g, Africa Central (GASTALDELLO et al., 2008). O subtipo Cosmopolita
apresenta cinco subgrupos: Transcontinental (A), Japonés (B), Oeste Africano
(C), Norte Africano (D) (GASMI et al.,1994) e Negros do Peru (E) (VAN
DOOREN et al., 1998). Parece nao existir relagdo entre o subtipo viral e
a doenga causada pelo virus, sendo a variabilidade gendémica do HTLV-1
mais dependente da sua origem geografica (KROON & CARNEIRO-PROIETTI,
2006).

Recentemente, novos tipos de HTLV (HTLV-3 e HTLV-4) foram isolados
em populagdes do sul de Camardes e que apresentam contato com primatas
nao-humanos (CALATTINI et al.,, 2005; WOLFE et al., 2005). O HTLV-3
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apresenta origem recente a partir do virus linfotrépico de células T em simios
tipo 3 (STLV). O HTLV-4 n&o foi identificado como equivalente ao STLV, sendo
distinto, filogeneticamente, dos PTLVs conhecidos. N&o ha relatos de que os
HTLV-3 e 4 possam ser transmitidos entre seres humanos e se sao capazes de
desencadear doengas em seus portadores (WOLFE et al., 2005).

1.1.3 Aspectos epidemiolégicos da infeccao pelo HTLV-1

Desde a identificacdo do HTLV-1, ocorrida em 1980, o conhecimento
epidemiologico sobre a infecgdo pelo HTLV-1 tornou-se maior. A sua
distribuicdo geografica esta bem definida, embora algumas questdes ainda néo
completamente esclarecidas persistam, como o fato de existirem areas de alta
prevaléncia (sudoeste do Japado) e regides vizinhas apresentando baixa

prevaléncia (Coreia, China e regido ocidental da Russia) (PROIETTI , 2006).

Estima-se que, de 15 a 25 milhdes de pessoas estejam infectadas em
todo o mundo pelo HTLV-1 (DE THE; KAZANJI, 1996). O Japao, Caribe,
Américas do Sul e Central, Africa Equatorial, Oriente Médio e Melanésia,sdo as
principais areas endémicas. Todavia, a prevaléncia nessas areas nao €
uniforme (PROIETTI et al., 2005).

Para estimar a soroprevaléncia da infec¢gao pelo HTLV-1 na populagao
geral, Taylor e colaboradores (2005) realizaram um estudo em 234.078
gestantes na Europa, obtendo taxa de prevaléncia de 4,4 por 10.000, com
variagbes de 0,7 por 10.000 na Alemanha até 11,5 por 10.000 na Franga,
superando em 6 vezes a prevaléncia de 0,07 por 10.000 descrita em
candidatos a doagao de sangue na populagéo europeia. Entretanto, a maioria
dos dados sobre soroprevaléncia tem demonstrado que estudos conduzidos
em populagdes pouco vulneraveis, como doadores de sangue, ou grupos
selecionados (gestantes, pacientes com doencas neuroldgicas ou
hematologicas, familiares de pessoas infectadas, usuarios de drogas injetaveis
(UDIs) e profissionais do sexo), certamente n&o sdo representativos da
populagdo geral (MUELLER, 1991; FERREIRA et al., 1997; MANNS et al.,
1999).
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No Brasil, as estimativas baseadas nas prevaléncias (Figura 3),
estabelecidas em inquéritos soroepidemiolégicos com doadores de sangue em
diferentes regides do pais, apontam que cerca de 2,5 milhdes de individuos
estejam infectados (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).
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Figura 3- Distribuicdo da prevaléncia do HTLV no Brasil.
Fonte: Proietti et al.,2005.

Nesse sentido, o Brasil registra o maior numero absoluto de portadores do
HTLV no mundo, o que implicaria em cerca de 10 a 60 mil individuos afetados
por doengas associadas a esta infeccdo (MOREIRA et al.,, 1993). A
identificagcdo da introdugdo desse agente viral em nosso pais € de dificil
determinacao devido a heterogeneidade da populagdo, composta por nativos
indigenas, imigrantes de paises europeus e asiaticos além de descendentes
africanos trazidos durante a época da escraviddo (ARAUJO & ANDRADA-
SERPA, 1996).

Em um estudo realizado por Galvdo-Castro e colaboradores (1997) em
cinco capitais brasileiras (Rio de Janeiro, Recife, Salvador, Florian6polis e
Manaus), a soroprevaléncia de infecgdo pelo HTLV-1 foi de 0,41%. A maior
prevaléncia dentre as cincos cidades foi encontrada em Salvador (1,35%),
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provavelmente devido as suas caracteristicas sécio-demograficas. Em Sao
Paulo, em estudo com 17.063 doadores de sangue, foi encontrada prevaléncia
de 0,15% para a infecgéo pelo HTLV-1 (FERREIRA JUNIOR et al.,1995).

Em Salvador, Bahia, um dos raros estudos conduzidos em amostras de
base populacional, a soroprevaléncia para HTLV-1 alcangou 1,76% (23/1238),
sendo mais elevada em mulheres (2,0%) quando comparada a individuos do
sexo masculino (1,2%) (DOURADO et al.,2003).

1.1.4 Mecanismos de transmissao do HTLV-1

Varios comportamentos individuais e exposi¢cdes foram associados com
a soropositividade para HTLV-1. A transmissdo do HTLV-1 pode ocorrer da
mae infectada para seu filho, especialmente pelo aleitamento materno (FUJINO
et al., 2000; MALONEY et al.,2003); por transmissdo parenteral através de
transfusdo sanguinea de produtos celulares contaminados pelo HTLV-1
(EDLICH et al., 2000); uso comum de objetos contaminados com sangue
infectado pelo HTLV-1 (McINTYRE, 2001); compartiihamento de seringas e
agulhas por usuarios de drogas injetaveis (MANNS et al., 1999) e relacéo
sexual (BARTHOLOMEW et al., 1987; MURPHY et al., 1989). A transmissao
eficaz € dependente da presenca de células infectadas pelo HTLV-1.

Roucoux e colaboradores (2005), em estudo de coorte com 30 casais
heterossexuais e com relagdo estavel acima de 6 meses, sendo um dos
parceiros infectado pelo HTLV-1, acompanhados por 10 anos, estimaram a
incidéncia de infeccdo pelo HTLV-1 em 0,9% pessoa/ano (IC 95% 0,1-3,3).
Estudos transversais sugeriram maior eficiéncia na transmissdao de homens
para mulheres do que de mulheres para homens (KAJIYAMA et al., 1986),
entretanto, estudos prospectivos demonstraram que essa diferenca parece ser
menos importante (FIGUEROA et al., 1997).

A via mais eficaz de transmissao do HTLV-1 é através de componentes
celulares do sangue contaminado. No passado, isso ocorria, principalmente,
por transfusdes de sangue nao testado sorologicamente para o HTLV-1
(OKOSHI et al., 1984; MANNS et al.,1992). O risco maior esta associado a
transfusdo de concentrados de hemacias, plaquetas e sangue total , quando
comparados com plasma (MANNS et al., 1992), uma vez que a conservagéo

em baixas temperaturas parece diminuir o risco de transmissao, possivelmente,
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em decorréncia da destruicdo dos linfocitos infectados (DONEGAN et al.,
1990).

1.1.5 Imunopatogenia da infeccao pelo HTLV-1

A maioria dos individuos monoinfectados pelo HTLV-1 permanece
assintomatica ao longo da vida, e o risco acumulado de desenvolver alguma
doenca associada a infec¢ao varia de 0,5 a 5%. Esta infecgao esta associada,
principalmente, a dois grupos de sindromes distintas: uma sindrome
linfoproliferativa maligna, agressiva, conhecida como Leucemia/Linfoma de
células T CD4+ do adulto (LLTA) (TAKATSUKI et al. 1979), e um grupo de
sindromes inflamatérias crbénicas, cuja principal € o complexo neurolégico
ligado ao HTLV-1, representado, principalmente, pela paraparesia espastica
tropical/ mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH) (ARAUJO & SILVA,
2006), aléem de uveite, polimiosite e artrite, Sindrome de Sjogren, tireoidite,
alveolite linfocitica, dermatite e certo grau de imunodeficiéncia expresso pela
frequéncia de manifestagdes infecciosas observadas como estrongiloidiase,
escabiose, dermatite infectiva e tuberculose (UCHIYAMA et al.,, 1997;
VERDONCK et al., 2007).

A LLTA foi descrita, originalmente, no Japao, sendo caracterizada por
leucemia de linfécitos T maduros, com incidéncia predominante em adultos
(UCHIYAMA et al., 1977). Apresenta-se, clinicamente, com adenomegalia
generalizada, acompanhada de hepatoesplenomegalia, hipercalcemia, lesdes
osteoliticas e frequentes manifestagbes cutaneas, como a eritrodermia
(YAMAGUCHI, 1994).

A PET/MAH ¢é definida como uma doenga que provoca uma crbénica e
progressiva desmielinizagdo na medula espinhal, usualmente, de inicio
insidioso, que acomete de 1 a 2% dos portadores de HTLV-1. Esta associada a
um grau variavel de disfungdes esfincterianas e sensitivas, que afeta mais
mulheres do que homens, geralmente, na quarta e na quinta décadas de vida
(GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1986). Estima-se que cerca de 1% dos
pacientes pode desenvolver PET/MAH, apds décadas de infecgdo e com média
de 43 anos de idade (KAPLAN et al., 1990; OSAME et al., 1990; UCHIYAMA,
1997).
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A PET/MAH é caracterizada por paraparesia espastica nos membros
inferiores, evoluindo com graus variaveis de disfungcdo vesical, além de
disturbios sensitivos (OSAME et al., 1990). Os principais sintomas observados
sao dificuldades na marcha, fraqueza e espasticidade nos membros inferiores,
além de disturbios esfincterianos (GESSAIN et al., 1985; OSAME et al., 1990).

A presenca de anticorpos IgG contra o virus HTLV-1 foi constatada, em
1985, no soro de 65% dos pacientes com quadro de mielopatia, na Martinica,
sugerindo que o HTLV-1 poderia ser o agente causador desta sindrome
(GESSAIN et al., 1985). No mesmo ano, estes achados foram confirmados em
pacientes da Jamaica e da Colémbia (RODGERS-JOHNSON et al., 1985). Em
1986, Osame e colaboradores relataram doenga semelhante no sul do Japao,
classificando como mielopatia associada ao HTLV-1(MAH). Em seguida,
verificou-se tratar da mesma doenca (PET e MAH), e foi denominada de
PET/MAH (ROMAN & OSAME, 1988).

No Brasil, foram relatados casos suspeitos de PET em Fortaleza, Ceara,
sem a pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1 (COSTA et al., 1989). Em S&o
Paulo - SP, anticorpos contra HTLV-1 foram identificados em 37,5% dos
pacientes atendidos com mielopatia , de origem obscura (MARTINS-CASTRO
et al., 1989). Em Salvador, Bahia, foi confirmado que 50% dos pacientes com
paraparesia espastica tropical apresentavam anticorpos anti-HTLV-1 (GOMES
et al., 1999).

1.1.6 Diagnéstico da infecg¢ao pelo HTLV-1

O diagndstico sorolégico da infecgéo pelo HTLV-1 esta fundamentado na
deteccao de anticorpos especificos contra o virus, os quais estao presentes em
fluidos organicos, sendo gerados a partir da resposta imunologica do
hospedeiro direcionada contra antigenos virais codificados por genes
estruturais e reguladores. Os testes sorolégicos, com desempenhos
diagnosticos diferentes, sdo classificados como testes de triagem e de
confirmacgéo.

Os ensaios de triagem sao utilizados obrigatoriamente em Hemocentros
nacionais desde 1993 (MIISTERIO DA SAUDE, 1993), ou frente & suspeita
clinica de doenga associada a esse retrovirus. Permitem a detecgdo de
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anticorpos contra o HTLV-1 e HTLV-2, porém, ndo apresentam capacidade
discriminatéria entre essas infecgdes, fazendo-se necessaria a confirmagao do
resultado por ensaios com alta especificidade.

O principal teste utilizado na triagem sorolégica do HTLV é o ensaio
imunoenzimatico (EIE), como, por exemplo, o teste ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), que apresenta alta sensibilidade, € de facil e rapida
execucgao, podendo ser realizado de forma automatizada.

A confirmagdo diagndstica da infecgdo pelo HTLV pode ser realizada a
partir de diferentes métodos soroldgicos, sendo o Western Blot (WB) o mais
utilizado. Esse teste permite reconhecer a presenca de anticorpos para
diferentes antigenos virais. O critério de positividade é a presenca de
anticorpos contra proteinas codificadas para dois genes diferentes, conforme
RDC 153 de 14/06/2004 (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

As técnicas de biologia molecular, para o diagndstico confirmatorio e
diferencial da infecgdo pelo HTLV-1 e HTLV-2, fundamentam-se na detecgéo
do acido nucléico viral na forma de DNA proviral (SABINO et al., 2007). O
HTLV ndo apresenta viremia plasmatica detectavel, ou seja, a presenca de
RNA viral circulante em grandes quantidades no soro ou plasma. Mediante
essa caracteristica, a procura do DNA proviral, obtido de células
mononucleares do sangue periférico, € o método de escolha mais adequado
para o diagnéstico molecular da infecgdo pelo HTLV. Dentre os métodos
baseados na amplificagdo gendémica destaca-se a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e nested-PCR (MINISTERIO DA SAUDE 2003).

Com o objetivo de realizar o diagnostico laboratorial da infecgdo pelo
HTLV, é recomendado o cumprimento dos procedimentos sequenciados na
Figura 4, agrupados em 3 etapas: triagem sorologica, confirmagao sorolégica
por realizacdo do teste de WB e confirmagao da infeccdo pelo HTLV-1 e/ou
HTLV-2 por PCR (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).
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Teste de Triagem

Reagente ou Inconclusivo Nao Reagente

Western Blot

Positivo para Positivo nao Indeterminado Negativo para
HTLV-1 ou HTLV-2 tipado HTLV-1 ou HTLV-2
| |
PCR PCR
Positivo para Negativo para Positivo para Negativo para
HTLV-1 ou HTLV-2 HTLV-1 ou HTLV-2 HTLV-1 ou HTLV-2 HTLV-1 ou HTLV-2

Figura 4 — Algoritmo para o diagndstico laboratorial da infecgao pelo HTLV, com base em teste
de triagem (ELISA), Western blot e PCR.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2003.

1.2 Infecgao pelo virus da hepatite C

1.2.1 Historico

Varios anos se passaram desde a caracterizacdo da hepatite nao-A,
nao-B (NANB), por Feinstone e colaboradores (1975), até a descoberta do
virus da hepatite C (Hepatitis C virus ou HCV), em 1989, por Choo e
colaboradores.

Muitos esforgos foram realizados durante quase 15 anos na tentativa de
elucidar o agente etiologico das hepatites NANB. Durante esse periodo, um
grupo de pesquisadores desenvolveu um painel de soros que consistia em
amostras em duplicata codificadas, que haviam sido testadas e reconhecidas

como infecciosas e nédo-infecciosas em chimpanzés e humanos. Entretanto,
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nao havia conhecimento sobre o agente etioldgico, assim como nao existiam
testes sorologicos disponiveis para sua deteccao (ARAUJO & BARONE, 2010).

No ano de 1989, estudos realizados por pesquisadores do Centro de
Controle e Prevencao de Doencgas (Centers for Disease Control and Prevention
ou CDC) e da corporagdo Chiron, dos Estados Unidos da Ameérica (EUA),
culminaram na elucidagdo da natureza do virus responsavel pela hepatite
NANB pos-transfusional, entdo denominado virus da hepatite C.

A metodologia empregada na descoberta do novo agente baseou-se em
isolar os acidos nucleicos de amostra de soro de chimpanzé, sabidamente
portador de hepatite NANB, e a partir desse material, obtiveram uma grande
quantidade de fragmentos de DNA. ApoOs extragdo dos acidos nucleicos,
sintetizou-se a molécula de DNA complementar (cDNA), que foi inserida em
fagos vetores e expressos em Escherichia coli. Tais clones expressaram suas
proteinas e estas foram testadas com soros de pacientes com hepatite NANB.
Apos cerca de 1 milhdo de testes terem sido realizados, um unico clone,
denominado 5-1-1, mostrou-se reativo aos anticorpos dos soros infectados. A
clonagem e expressao desse gene em leveduras Saccharomyces cerevisiae
resultaram na identificagdo do antigeno C100-3, o primeiro a ser utilizado em
testes sorologicos para detecgcdo de anticorpos contra o HCV (KUO et al.,
1989).

1.2.2 Classificagao taxonémica, estrutura e organizagao genémica do HCV

O HCV é um virus classificado dentro do género Hepacivirus, sendo
membro da familia Flaviviridae (SIMMONDS et al., 2005). E um virus esférico e
envelopado com diédmetro que varia de 55 a 65 nm. A particula viral (Figura 5)
€ formada por um envelope lipidico, apresentando proteinas virais E1 e E2, e
pelo capsideo proteico formado pela proteina core, em cujo interior ha uma fita
simples de RNA com orientagao positiva.
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Figura 5- Representagéo esquematica da particula do virus da hepatite C.
Disponivel em: http://www.trugene.com/Labs/HCV/Page_1HCV_Tech_Bulletin.pdf.

[Acesso em 25 mar.2003] (Figura adaptada para o portugués).

O genoma do HCV (Figura 6) contém aproximadamente 9600
nucleotideos, e apresenta duas regides terminais altamente conservadas,
denominadas regides 5' UTR e 3' UTR (untranslated region ou UTR), que
flanqueiam uma longa regido de leitura aberta (open reading frame ou ORF).
Esta ORF codifica uma poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos,
que é processada por proteases celulares e virais, fornecendo proteinas
estruturais (core, E1, E2 e p7) e nao-estruturais (NS2, NS3, NS4A,NS4B,NS5A
e NS6A). A regido 5 UTR exibe uma alta similaridade genética entre os
isolados de HCV estudados em todo mundo, indicando possuir um papel
regulador importante durante a replicagao viral (ZEIN, 2000).
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FASE DE LEITURA ABERTA (ORF)

ENVELOPE 1
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Figura 6— Organizagédo genémica do HCV (Fonte: Lauer GM, Walker BD, 2001).

UTR; untranslated region, E; envelope, NS; Nonstructural

A analise das sequéncias de acidos nucleicos do HCV demonstraram
diversidade de até 30%, de forma que, devido a essa variabilidade, o HCV esta
classificado em quatro categorias: tipos, subtipos, isolados e quasispecies.

Os gendtipos de HCV sao identificados por numerais arabicos e os
subtipos por letras minusculas do alfabeto, sendo ambos por ordem de
descoberta. Dessa forma, seis gendtipos principais (1, 2, 3, 4, 5 e 6),
apresentando diferentes subtipos (a, b, c...) foram sugeridos como padrao de
nomenclatura para o HCV (SIMMONDS et.al, 1994; PETER et al.,2005).
Recentemente, Murphy e colaboradores (2007) encontraram um novo genotipo
na Africa Central, sendo proposta a classificagdo como genétipo 7.

1.2.3 Aspectos epidemiolégicos da infecgao pelo HCV

Estudos sorolégicos sdo utilizados para estimar a prevaléncia da

infecgédo pelo HCV, uma vez que muitos portadores com viremia detectavel néo
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apresentam sintomas clinicos. A infeccdo pelo HCV é considerada endémica
no mundo, com variabilidade geografica na sua distribuicdo (ALTER, 2007).

Existem, aproximadamente, 170.000.000 de portadores do HCV no
mundo, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2009). A estimativa
de prevaléncia da infecgao pelo HCV no mundo é de aproximadamente 3,0 %,
entretanto, esses dados sdo baseados mais em médias ponderadas de regides
do que de paises individuais, uma vez que faltam dados de muitos paises.
Paises com maiores taxas de prevaléncia descritas estdo localizados na Africa
e na Asia, e areas com prevaléncias menores incluem nagées industrializadas
na Ameérica do Norte e regides norte e ocidental da Europa (LAUER &
WALKER, 2001; ALTER, 2007).

Prevaléncias baixas e moderadas (0,3 a 3,5%) sdo encontradas em
coortes de doadores de sangue em todo mundo. Prevaléncia muito baixa
(<0,3%) foi relatada em algumas areas das regides norte e central da Europa,
EUA, Jamaica, Nova Zelandia, 1émen, Ird e areas do Japao. Moderada a alta
prevaléncia (2,5 a 5%) foi relatada na cidade do Rio de Janeiro (Brasil), Togo,
Ruanda e Guiné. Prevaléncia muito alta (5 a 10%) foi encontrada,
particularmente, em paises da Africa, como Nigéria, Camardes e Tanzania, na
cidade de Pequim (China) e também em Latina, provincia da Italia. As maiores
taxas de prevaléncia (> 10%) foram descritas no Egito (13,6 a 24,8%), em
Jacarta (Indonésia) (24,3%), no Vietna (20,6%) e na Nigéria (12,3%). Essas
altas taxas de prevaléncia podem ser decorrentes de intervengcdes humanas,
como tratamento parenteral para esquistossomose no Egito, ou condi¢des
sanitarias inadequadas durante e apdés a guerra do Vietnda (TENGAM;
FOCACCIA, 2010).

Na América do Norte, Canada e EUA apresentam prevaléncias de 0,3%
e 0,6%, respectivamente. O perfil epidemiolégico da transmissdo do HCV é
representado por uma prevaléncia maior em adultos, com pico ocorrendo entre
30 a 49 anos de idade. Na maioria dos casos, a transmissao do HCV parece ter
ocorrido recentemente (entre 10 a 30 anos atras), sobretudo em adultos jovens
(BOTTE; JANOT, 1996).

Na Ameérica do Sul, as prevaléncias de infec¢cao pelo HCV variam entre
0,9% na Argentina até 1,7% no Brasil, entretanto neste ultimo, devido a sua
vasta dimenséao e diferentes etnias, foram relatadas frequéncias diversas. Os
dados provenientes de estudos de base populacional sobre a prevaléncia de



33

hepatite C no Brasil ndo sdo muitos. A maioria dos estudos foi realizada em
grupos especificos, como doadores de sangue, soldados, pacientes em
hemodialise, prisioneiros etc., os quais ndo representam a populagédo em geral.
Focaccia e colaboradores (1988) realizaram o primeiro estudo de base
populacional para avaliar a prevaléncia da infecgao pelo HCV no Municipio de
Sao Paulo, e foi demonstrada uma prevaléncia de 1,42% (variando de 0,70 -
2,2%).

Conforme estudo de Fonseca (1999), a prevaléncia média em doadores
de sangue é de 1,1% (variando de 0,36 a 5,6%), a regiao Norte apresentando a
maior prevaléncia e a regido Sul contribuindo com a menor taxa de doadores
de sangue anti-HCV positivos.

No Estado do Amazonas, a maioria dos dados disponiveis esta
relacionada aos doadores de sangue, pacientes hemodialisados e hemofilicos.
A prevaléncia em doadores de sangue na Amazénia foi de 0,79%, em 1999,
enquanto a meédia brasileira foi de 0,88% (FOCCACIA et al.,, 2003). Em
hemodialisados, a prevaléncia pode chagar a 45,5 %. No estudo multicéntrico
de Fonseca (1999), a regido Norte apresentou prevaléncia de 2,12%,
considerada a maior prevaléncia do Brasil. No entanto, a prevaléncia
encontrada no Estado do Amazonas foi de 0,8 %.

A prevaléncia mundial dos gendtipos do HCV ¢é diferenciada,
predominando os subtipos 1a, 1b, 2a, 2b e 3a no Brasil, Europa Ocidental e
Estados Unidos. No Japao e Taiwan, frequentemente, sdo encontrados os tipos
1b, 2a e 2b. O tipo 3 é mais prevalente na india e em outras partes da Asia. O
tipo 4, no Oriente Médio. O tipo 5, na Africa do Sul, e o tipo 6, em Hong Kong e
Macau (CAVALHEIRO, 2003).

1.2.4 Imunopatogenia da infecgao pelo HCV

As células-alvo naturais do HCV s&o os hepatdécitos e, possivelmente, os
linfocitos B (OKUDA et al.,1999). Ao entrar no hospedeiro, a replicagéo viral é
extremamente robusta e estima-se que mais de 10 trilhdes de particulas de
virus sao produzidas por dia, mesmo na fase cronica da infecgdo. A grande
variabilidade genética do HCV associada a alta taxa de mutacdo dificulta o
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reconhecimento imunolégico pelas células do sistema imune do hospedeiro
(NEUMANN et al.,1998).

A qualidade da resposta imunolégica mediada por células parece ser
crucial para a eliminagdo ou persisténcia do HCV. Os linfécitos T CD4"
apresentam respostas distintas T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2). O
desequilibrio entre as respostas Th1 e Th2 seria responsavel pela
incapacidade de eliminacdo do HCV, assim como pela maior ou menor
gravidade da lesdao hepatica. Os elementos que condicionam o
desenvolvimento de um ou outro tipo de resposta imunoldgica permanecem
ainda desconhecidos (MISSALE et al.,1996).

O HCV pode provocar hepatite aguda que, em 15% dos casos, evolui
para a cura espontdnea, mas nao confere imunidade permanente. Por outro
lado, em aproximadamente 85% dos casos, a infec¢cdo torna-se crénica,
podendo evoluir para cirrose em 10 a 20% dos casos apds 20 anos de infec¢ao
e carcinoma hepatocelular (variando de 1 a 4% ao ano) em pacientes com
cirrose relacionada ao HCV (PAWLOTSKY, 2004).

Tong e colaboradores (1995), em estudo de coorte com 131 pacientes
com infeccdo cronica pelo HCV, adquirida apds transfusdo sanguinea,
identificaram como manifestagdes clinicas mais frequentes a fadiga (67,2%),
dor abdominal (19,8%), anorexia (14,5%) e perda de peso (6,1%).

Admite-se que o processo inflamatério continuo e ineficiente, visando a
erradicagado do virus, constitui o principal fator responsavel pela fibrogénese
hepatica. Entretanto, como n&o existe uma correlacdo direta entre processo
inflamatorio e estagio de fibrose hepatica, outros fatores como, por exemplo, o
sexo, a idade do individuo quando este se infectou e a duragdo da infeccgéao,
parecem contribuir para progressao da fibrose hepatica (HAUSHOFER et al.,
2001).

Ainda assim, o fator mais importante relacionado ao hospedeiro parece
ser o seu estado imunoldgico. Uma resposta imunolégica vigorosa pode causar
a eliminacdao do HCV em 15% dos individuos que se expbem ao virus,
enquanto que nos pacientes cronicos ou nos imunossuprimidos a infecgéo
evolui mais rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma quando comparada
aos imunocompetentes (STRAUSS, 2001).

O HCV-RNA pode ser detectado no sangue 1-3 semanas apos a
exposi¢ao. No periodo de 15-150 dias apds a exposicao, praticamente todos os
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pacientes apresentam lesdao dos hepatécitos, evidenciada pela elevacédo da
ALT/TGP. Porém, apenas 25-35% dos pacientes apresentam algum sintoma
como mal-estar, fraqueza, anorexia e ictericia. Anticorpos anti-HCV sao
detectados durante o curso da infec¢gdo, sendo que em 50-70% dos casos
podem ser detectados ja no inicio dos sintomas, e em 90% apds trés meses do
inicio da infecgédo (NIH, 2002).

Varias manifestagdes extra-hepaticas foram relatadas na histéria natural
da infeccdo pelo HCV, tais como: crioglobulinemia, porfiria cutdnea tarda,
poliarterite nodosa, liquen plano, diabetes mellitus e sindrome sicca
(AGNELLO, 2000). De acordo com diferentes estudos, 40-74% dos pacientes
infectados com HCV poderdo desenvolver pelo menos uma manifestacédo
extra-hepatica durante o curso da doenga (CACOUB et al.,2000; GALOSSI et
al., 2007).

As crioglobulinas sdo classificadas de acordo com a composi¢ao das
imunoglobulinas (BROUET et al, 1974), sendo divididas em tipo |
(exclusivamente monoclonal) , tipo Il (IgM monoclonal e IgG policlonal) e tipo
lll (exclusivamente policlonal). Podem ser encontradas entre 19-50% dos
pacientes com infec¢do pelo HCV de acordo com diferentes estudos (LUNEL et
al., 1994; WONG et al.,1996).

A crioglobulinemia mista € a mais conhecida e estudada sindrome
associada a infeccdo pelo HCV. E uma vasculite sistémica caracterizada pela
deposigdao de crioglobulinas, (imunoglobulinas que se precipitam em
temperaturas < 37°C) e de imunocomplexos séricos em vasos de pequeno e
médio calibre. O mecanismo pelo qual a infecgdo pelo HCV leva a formacéao de
crioglobulinas é incerto, mas pode estar relacionado com a persisténcia do
HCV nas células do sistema imune e/ou com a estimulagao crénica da resposta
imune pelo HCV (MISIANI et al., 1992; ZIGNEGO et al., 1997).

A presenca de crioglobulinas no soro, valores elevados de fator
reumatdide (FR) e reducdo dos valores de C4 sdo os achados laboratoriais
mais frequentes nas alteracbes extra-hepaticas da infeccdo pelo HCV
(ZIGNEGO; CRAXI, 2008). A maioria dos pacientes com crioglobulinemia é
assintomatica, entretanto, os sintomas mais comuns em pacientes com
crioglobulinemia mista sdo fraqueza, artralgias e purpura (MELTZER et al.,
1966), embora febre, citopenia, envolvimento renal, doencas pulmonares,
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fendbmeno de Reynaud, neuropatia periférica e sindrome sicca também tenham
sido observados (FERRI et al.,2005).

1.2.5 Mecanismos de transmissao do HCV

O HCV é transmitido, principalmente, pela exposicdo ao sangue
contaminado, sendo encontrado em elevadas concentragbes no sangue
periférico (LAM, 1999).

Até o inicio da década de 90, a transfusdo de sangue constituia o mais
importante mecanismo de transmissdo de hepatite C em todo mundo. A partir
da implementacdo de procedimentos de inativagdo de particulas virais no
sangue e seus derivados, e também da utilizagdo de testes soroldgicos para
deteccdo do HCV, o risco de transmissdao associado a hemotransfusao foi
reduzido substancialmente, sendo, atualmente, estimado em 0,01- 0,001% por
unidade de bolsa transfundida ( ALTER et al.,1999; MEMOM & MEMOM,
2002).

Em contraste com o perfil da década de 90, o uso de drogas injetaveis
passou a responder por 68% dos casos atuais de HCV nos EUA e 80% das
infecgbes pelo HCV na Australia (SHEPARD et al., 2005). Nos usuarios de
drogas endovenosas (UDEV), a infec¢do € adquirida rapidamente, com 50-80%
dos novos usuarios infectando-se dentro de um periodo de 6-12 meses
(ALTER et al.,1997), e mais de 90% apresentam anticorpos anti-HCV apos
cinco anos de uso de drogas.

O uso de cocaina inalatéria como modo de transmissdo do HCV ainda
precisa ser mais bem estabelecido. Embora a transmissao possa ocorrer pelo
compartilhamento de canudos e outros objetos contaminados com HCV, novos
estudos demonstrando a associagao do uso da cocaina intranasal e o HCV,
independentemente do uso de drogas injetaveis, devem ser realizados
(WASLEY & ALTER, 2000).

Pacientes submetidos a hemodidlise estdo sob alto risco de infeccao
pelo HCV devido a fatores como transfusdo sanguinea, imunossupresséo
parcial e frequentes intervengdes parenterais (CARNEIRO et al., 2001). O risco
de contaminagcdo pode estar relacionado ao préprio procedimento, por

transmissao horizontal, por via percutdnea durante a puncdo das fistulas,
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acidentes da dialise com derramamento de sangue e contato com material
contaminado (NAGHETTINI et al., 1997).

A importancia da transmiss&o sexual do HCV ainda é controversa. Sao
observadas baixas prevaléncia de infecgdo em parceiros fixos de individuos
com infeccdo crénica, o que levanta duvidas sobre a transmissao sexual pelo
HCV (WASLEY & ALTER, 2000). Esta forma de transmissdo é de dificil
comprovagao, uma vez que outras vias de infeccdo podem estar presentes
entre os membros do casal, como o uso compartilhado de utensilios que
podem causar les&o e transmissao viral (TENGAN et al., 2001).

Ha alguma evidéncia de transmissdo ocupacional ou nosocomial.
Porém, como a maioria dos individuos infectados com o HCV apresenta
sintomas leves ou ausentes, a constatagdo dos casos de transmissao
nosocomial nem sempre é facilmente estabelecida, e os episodios detectados
representam uma pequena proporgcao dos casos. Portanto, € possivel que eles
ocorram mais frequentemente do que sdo geralmente detectados. Embora os
profissionais da area da saude estejam sujeitos a exposicdo ao sangue
contaminado (ROSS et al., 2000), o risco de infecgdo nesta populagcdo nao
parece ser maior do que o encontrado na populagdo geral de sua regido de
origem (WASLEY & ALTER, 2000).

Além das formas de transmissao mais frequentes, existe a possibilidade
de contaminagdo através de procedimentos médicos, odontologicos, de
acupuntura ou de tatuagem, uma vez que qualquer material cortante ou
perfurante pode constituir um veiculo transmissor do virus de uma pessoa para
outra. Objetos como alicate de unhas, lamina de barbeiro ou mesmo escovas
de dentes compartilhadas por conjuges ou filhos podem ser potenciais formas
de transmissao (STRAUSS, 2001).

1.3 Coinfecgao HTLV-1/HCV

O interesse pela infecgdo do HTLV-1 e HCV tem adquirido enorme
importancia a partir dos estudos da coorte de Miyazaki, no Japao, que desde

Novembro de 1984, acompanha a populag&o de dois vilarejos do sul do Japao,
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cuja caracteristica principal € a presenga de alta endemicidade para infecgéo
pelo HTLV-1.

Nesse contexto, foram realizados, inicialmente, estudos de prevaléncia
de coinfecgdo HTLV-1/HCV (BOSCHI-PINTO et al., 2000), sendo observadas
altas taxas de ocorréncia, calculadas em 28% dos adultos da populacéo
estudada.

Sabidamente, o HTLV é um virus que compromete o sistema imune do
hospedeiro, sendo associado de forma causal, com o desenvolvimento de
LLTA e PET/MAH. Adicionalmente ao seu papel patogénico direto nessas
doencas, a infecgcao pelo HTLV-1 é postulada para ser associada com outras
doencas, em consequéncia de seus efeitos modulatérios, nos quais estdo
incluidas: uveite, polimiosite, artropatia inflamatéria cronica e insuficiéncia renal
cronica (FERREIRA & NAVARRO, 2010).

O mecanismo exato da lesdo hepatica associado ao HCV nao foi
estabelecido. O HCV pode ser diretamente citotoxico aos hepatocitos
infectados ou pode ocasionar danos mediante mecanismos imunomediados,
relacionados a formacdo de complexos imunes ou a estimulacdo de resposta
citotoxica rapida de linfécito T, podendo, indiretamente, conduzir a leséo
hepatica (ALTER, 1995).

Alguns trabalhos descrevem que a presenca dos linfocitos T citotoxicos
reativos ao HCV no tecido hepatico € sugestiva de lise dos hepatocitos de
origem imunomediada (KOZIEL et al., 1993; ZELDIS & JENSEN, 1994).

Por causa do papel postulado da imunidade celular no desenvolvimento
e na progressdao da doenga hepatica associada ao HCV (SHOUKRY et
al.,2004), é razoavel esperar que a infecgdo concomitante pelo HTLV-1 e o
HCV possa contribuir para mudar a historia natural de tal doenga. Assim, &
possivel que a coinfecgao pelo HTLV-1/HCV possa afetar o desenvolvimento
de outras doencgas e possa conduzir a mortalidade aumentada entre aqueles
com a infeccdo combinada.

Enquanto a associagao entre o HCV e o carcinoma hepatocelular esta
amplamente avaliada na literatura em sua relagdo causa-efeito, 0 mesmo néo
acontece quanto a interagdo do HTLV-1 sobre esse efeito. Alguns estudos
sugerem que a coinfeccdo pelo HTLV-1/HCV aumente a chance de
desenvolvimento do carcinoma ao acelerar a progressao da doenga hepatica
associada ao HCV (OKAYAMA et al.,1995). Entretanto, outros estudos relatam



39

exatamente o contrario, ndo confirmando o aumento da incidéncia de
carcinoma hepatocelular em individuos com hepatite C crénica coinfectados
pelo HTLV-1 quando comparados com individuos monoinfectados pelo HCV
(STUVER et al.,1996).

Kishihara e colaboradores (2001) demonstraram alta prevaléncia de
anticorpos anti-HCV (17,5%) e anti-HTLV-1 (30,3%) em 1106 pacientes
acompanhados em clinicas ou hospitais na llha de Iki, no Japdo. Demonstrou-
se que ambas as infecgbes virais sdao endémicas na ilha. Em um estudo
preliminar, verificou-se que a transfusdo de sangue poderia ser uma via comum
para a disseminagdo do HTLV-1 e HCV (NAKASHIMA et al.,1994).

Estes dados da llha de Iki, no Jap&o, sugerem que a infecgdo pelo
HTLV-1 pode estar relacionada a eliminacdo viral ineficaz, que é visto em
pacientes com infeccdo pelo HCV. O comprometimento da resposta
imunologica pelo HTLV-1 pode ajudar a explicar a reduzida eficacia do
interferon (IFN) no tratamento de pacientes coinfectados com HTLV-1/HCV. Os
resultados suportam a hipotese de que a coinfec¢ao pelo HTLV-1 pode afetar o
curso da doenga hepatica cronica causada pelo HCV (KISHIHARA et al.,2001).
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2. JUSTIFICATIVA

O contexto exposto anteriormente ressalta a importancia dos aspectos
epidemiologicos e laboratoriais das infecgbes pelo HTLV-1 e HCV, de forma
isolada, ou ainda na coinfec¢do (HTLV-1/HCV).

De forma a contribuir na compreensdo dos fatores associados a essa
coinfecgdo, evidenciando aspectos laboratoriais, o presente estudo se fez
necessario. Sua realizagdo justifica-se também pela importéncia
epidemiologica que as infecgbes causadas pelo HTLV-1 e HCV apresentam em
Nnosso pais, sendo desde a sua descoberta, um problema de saude publica no
Brasil e no mundo.

As manifestacbes clinicas associadas a infeccdo pelo HCV se
sobrepbéem as observadas na infeccao pelo HTLV-1, tornando necessario o

estudo sistematico dos pacientes coinfectados com estes virus.
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. OBJETIVOS

- Geral:

Estudar aspectos epidemiologicos e biolégicos relacionados a
coinfecgdo (HTLV-1/HCV).

- Especificos:

Estudar e comparar as Vvariaveis socio-demograficas nos pacientes
coinfectados (HTLV-1/HCV) e monoinfectados (HTLV-1 e HCV): sexo, idade,
naturalidade, etilismo, uso de preservativos, aleitamento materno, uso de
drogas, doengas sexualmente transmissiveis (DST), provavel via de infecgéo,

numero de parceiros sexuais;

Descrever e comparar as variaveis laboratoriais (hematolégicas, imunolégicas
e bioquimicas) dos pacientes coinfectados (HTLV-1/HCV) e monoinfectados
(HTLV-1 e HCV);

Determinar e comparar os niveis de carga viral do HCV nos pacientes

coinfectados com HTLV-1 e monoinfectados;

Determinar e comparar a carga proviral do HTLV-1 nos pacientes coinfectados

com HCV e monoinfectados;
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. METODOLOGIA

- Delineamento do estudo

Trata-se de estudo transversal em uma coorte de paciente portadores
da infeccdo pelo HTLV-1. Foram selecionados trés grupos de pacientes,
atendidos no periodo entre 2007 e 2009:

Pacientes coinfectados com HTLV-1/HCV — Grupo HTLV-1/HCV;
Pacientes monoinfectados com HTLV-1 — Grupo HTLV-1

Pacientes monoinfectados com HCV — Grupo HCV.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em
Seres Humanos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
(IPEC)/FIOCRUZ, tendo sido aprovado sob o numero 028/2009 (Anexo A). Os
pacientes monoinfectados pelo HCV tiveram origem no Grupo de Atendimento
para Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), incluidos em
trabalho de Tese de Doutorado “Avaliacdo de fatores virais envolvidos na
patogénese da trombocitopenia associada ao virus da Hepatite C”, aprovada
no CEP do Hospital Universitario Gaffreé e Guinle (HUGG) da Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), n® 32/2004, de 30 de Agosto de
2004.

- Selegao de casos e controles

Foram considerados elegiveis como casos os pacientes adultos, com
idade minima de 18 anos, com diagndstico de coinfecgédo pelo HTLV-1 e HCV
(grupo HTLV-1/HCV), matriculados no IPEC e acompanhados no ambulatério
de portadores do virus HTLV.

Como controles, foram considerados elegiveis o0s pacientes
monoinfectados pelo HTLV-1 (grupo HTLV-1), com idade minima de 18 anos,
matriculados no IPEC e atendidos no ambulatério de portadores do virus HTLV.

Ainda como controles, foram considerados elegiveis os pacientes
monoinfectados pelo HCV (grupo HCV), com idade minima de 18 anos,

matriculados no Hospital Universitario Gaffréee Guinle, com avaliagéo
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neurolégica realizada no ambulatorio do Grupo de atendimento para Hepatites
Virais do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Os pacientes do grupo HTLV-1/HCV, definidos como casos, formaram
uma amostra de conveniéncia compreendendo todos os pacientes coinfectados
da coorte de HTLV-1. Os pacientes definidos como controles, grupo HTLV-1,
foram selecionados de forma aleatdria no banco de dados da coorte de HTLV-
1, enquanto que o grupo HCV foi selecionado de forma aleatéria de um banco
de dados da coorte de pacientes com hepatite C crbnica.

Os algoritmos de diagndstico sorologico para os grupos monoinfectados
e coinfectado ser&o descritos de forma detalhada a seguir.

Todas as variaveis de interesse foram armazenadas em um banco de
dados do programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS),versédo 16,
e utilizado para analise estatistica.

4.3 - Critérios de exclusao

Na selecao dos pacientes foram excluidos os individuos que:
Apresentavam coinfecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
definida pela sorologia positiva pelo método enzimatico (ELISA) e confirmado
por reatividade pelo método Western blot;
Apresentavam coinfecgdo pelo virus da hepatite B (HBV), definida por
reatividade ao antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAb) ou
presenga de anticorpos ao antigeno do core viral (anti-HBc total) por método

imunoenzimatico;

Nao compareceram para avaliagao clinica e/ou laboratorial;

N&o concordancia com o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo B).

4.4 - Coleta das amostras biolégicas

Foram coletados 15 ml de sangue venoso periférico de cada individuo.

Essas amostras foram divididas em trés aliquotas: uma em tubo vacutainer
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(Beckton & Dickinson, EUA) com EDTA foi utilizada para a realizacdo de
hemograma completo, carga proviral para o HTLV-1, contagem de linfécitos
CD4+, CD8+, CD19+ e CD25+ por citometria de fluxo; as duas outras amostras
foram coletadas em tubo vacutainer sem anticoagulante e foram utilizadas para
realizagdo dos testes laboratoriais, sendo uma aliquota armazenada a -30°C
para futuros testes imunoenzimaticos e de biologia molecular. A coleta da
amostra utilizada nos testes de deteccédo de crioglobulinas foi obtida apds o
pré-aquecimento por 30 minutos a 37°C de todo o material envolvido no
procedimento (luvas, seringas, agulhas, tubos, algoddo e garrote), sendo a
amostra incubada em banho-Maria em igual periodo e temperatura antes da

centrifugagéo a 3.500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.

4.5 - Revisao dos prontuarios médicos

Para coleta de dados dos pacientes foram analisados os prontuarios
médicos arquivados no Servico de Estatistica e Documentagdo (SED) do
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC). As seguintes

informacgdes, quando disponiveis, foram obtidas:

Dados demograficos: sexo, idade, naturalidade.

Fatores de risco: uso de drogas endovenosas, etilismo, historico de transfuséo
sanguinea, numero de parceiros sexuais, utilizacdo de preservativos, passado
de doengas sexualmente transmissivel (DST), parceria sexual com individuos
portadores de hepatite, HTLV-1 ou com usuarios de drogas endovenosas,

dentre outros.

Dados Laboratoriais: concentragdo da hemoglobina, contagem absoluta de
neutréfilos e linfocitos, numero de plaquetas, aspartato aminotransferase/
Transaminase Glutamico Oxalacética (AST/TGO), fosfatase alcalina (FA),
alanina aminotransferase/Transaminase glutdmico Piravica (ALT/TGP),
gamaglutamiltransferase (GGT), hormoénio estimulante da tiredide (TSH),
bilirrubina total (BT), albumina, globulinas, fator reumatéide (FR), Complemento



45

C3 e C4, Imunoglobulinas IgG, IgA e IgM, contagem de linfécitos CD4", CD8",
CD19" e CD25".

4.6 — Avaliacao neurolégica

Objetivando identificar manifestagcbes neuroldégicas nos grupos
estudados, os participantes do estudo foram submetidos a uma consulta com
uma neurologista do Laboratorio de Pesquisa Clinica em Neuroinfecgdes,

obtendo-se informacgdes clinicas e epidemioldgicas.

4.7 - Imunofenotipagem de linfécitos

A imunofenotipagem de linfocitos foi realizada com a utilizagdo de
anticorpos monoclonais que s&o capazes de reconhecer antigenos na
membrana da célula. Os anticorpos foram selecionados para reconhecer
diferentes populagdes e subpopulagdes linfocitarias, permitindo estudar as
populagdes de linfocito T (CD3") e linfocito B (CD19%) e as subpopulagdes de
T, linfocito T auxiliar (CD4") e linfécito T citotoxico (CD8"). Representa também
um marcador prognostico utilizado em conjunto com a analise da carga viral,
indicando a resposta imunoldgica celular e a evolugao clinica da doenga.

Para a quantificagdo dos linfécitos CD4", CD8", CD19+ e CD25", 30uL
de sangue total de cada individuo, coletado em tubo contendo anticoagulante
EDTA, foram incubados com 20uL dos anticorpos monoclonais (diluidos 1:10),
anti-CD4-FITC, anti-CD8-PE ou -PerCP, anti-CD19-PE e anti-CD25-PE
humanos (Becton & Dickinson Biosciences, EUA), por 30 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Como controles negativos foram
utilizados 30uL de sangue total sem a marcagado com anticorpos.

Apos a incubacao, as hemacias foram lisadas com a adi¢do de solugao
de lise (BD Facs™ Lysing Solution, San Jose, EUA), sendo os leucdcitos
separados por centrifugacdo a 200 x g por 8 min. e, posteriormente, lavados
com tampédo fosfato (PBS). Por fim, as células foram fixadas em
paraformaldeido a 1% em PBS (pH 7,4). A leitura foi realizada em citdmetro de
fluxo FacsCalibur (Becton & Dickinson Biosciences, EUA) utilizando o

programa CellQuest, sendo adquiridos 10.000 eventos. A analise dos dados foi
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realizada com o programa WinMDI 1.9, selecionando-se as células da regido
de linfécitos em uma janela de tamanho versus granulosidade (FS x SS), com
os resultados emitidos em valores percentuais. Os valores absolutos das
populag¢des foram calculados indiretamente, multiplicando-se o valor percentual
obtido pelo numero total de linfécitos mensurado no contador de células
Sysmex XT-1800i (Roche Diagnostics, EUA).

4.8 - Pesquisa e caracterizagao das crioglobulinas

A pesquisa de crioglobulinas no sangue foi realizada através do método
de crioprecipitagcdo, segundo o qual os tubos de Wintrobe foram preenchidos
com 1 mL do soro dos pacientes e 10uL de azida sddica a 0,001% e mantidos
a 4°C por até 7 dias, sendo observados diariamente a formacgao de precipitados
ou floculagdo. Ao término desse periodo, as amostras foram centrifugadas a
11.000 rpm por 30 minutos a 4°C e, posteriormente, quando presentes, os
precipitados foram lavados por 4 vezes com tampdo fosfato (PBS) em
centrifuga refrigerada a 4°C para eliminagcdo de possiveis proteinas
inespecificas. Apos a lavagem foram adicionados 1 mL de PBS ao precipitado
e procedeu-se a incubacdo em banho-maria a 37°C por uma hora. Precipitados
constituidos de crioglobulinas se dissolvem apos este aquecimento,
confirmando a presencga de crioglobulinas.

4.9 — Quantificacao da carga proviral (CPV) do HTLV-1

A quantificagdo da carga proviral para HTLV-1 em leucdcitos totais
e células mononucleares do sangue periférico foi realizada por meio da
técnica da PCR em tempo real (Smartcycler, Cepheid, EUA), utilizando o
conjunto de reagentes comercial para amplificacdo TagMan (Applied
BioSystems, EUA). O fragmento amplificado foi a regido tax. Uma curva-
padrdao foi gerada utilizando-se o gene B-globina e o gene fax da
linhagem celular TARL-2, que contém uma unica coOpia do provirus

HTLV-1. A carga proviral em 10* células foi calculada pela seguinte
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féormula: [numero de copias do gene tax/(numero de cépias do gene
globina/2)] x 10* (SILVA et al., 2007).

4.10 — Diagnésticos da infecgao pelo HTLV-1 e HCV

4.10.1 - Diagnostico da infecgao pelo HTLV-1

O diagnodstico da infecgédo pelo HTLV-1 foi realizado através dos seguintes
métodos:
Deteccdo de anticorpos especificos no soro dos pacientes, por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de segunda ou terceira geragdo, com resultado
positivo em uma primeira amostra de sangue periférico, realizado segundo

recomendagdes do fabricante;
Confirmacéao de sororreatividade pelo método Western Blot.

Amplificacdo genémica de sequéncias provirais de HTLV-1/2 pela técnica da
PCR (Heneine et al., 1992), realizada em uma segunda amostra de sangue
periférico, quando os resultados do Western blot foram indeterminados ou

inconclusivos.
4.10.2 - Diagnostico de infecgao pelo HCV

O diagnéstico de infecgao pelo HCV foi realizado através dos seguintes
métodos:
Teste imunoenzimatico (ELISA/EIE) de segunda ou terceira geragdo, com
resultado positivo em uma primeira amostra de sangue periférico, realizado

segundo recomendacgdes do fabricante;

Amplificagcdo genémica do RNA do HCV (Amplicor® HCV Test, v 2.0), por meio
de reagdo em cadeia de polimerase apos sintese de cDNA por transcricdo

reversa (RT-PCR), a partir de uma segunda amostra de sangue periférico.
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De modo complementar, realizou-se a genotipagem do virus da hepatite
C (Versant™ HCV Genotype Assay — LiPA, Bayer Corporation, Tarrytown,
Nova lorque, EUA), utilizando-se um teste de hibridagcdo reversa com sondas
de oligonucleotideos, capaz de identificar os gendtipos 1 a 6 do HCV, e a
quantificacdo da carga viral do HCV (Cobas™ Amplicor HCV Monitor Test, v
2.0, Roche).
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5. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Foi criado um banco de dados no programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), versao16, para as analises estatisticas.

Foram descritas as frequéncias simples das variaveis categoricas socio-
demograficas (sexo, naturalidade, idade) e clinico-epidemioldgicas (uso de
preservativos, quantidade de parceiros sexuais, uso de drogas, aleitamento
materno, histoérico de DST, transfusao, etilismo). As variaveis continuas foram
descritas através das medidas-resumo de acordo com cada variavel como:
media, mediana, desvio-padréo e intervalo-interquartilico (IQR).

A comparacao das variaveis categoricas segundo os diferentes grupos
foi feita por teste qui-quadrado de Pearson com correcdo de Yates e qui-
quadrado para tendéncia, no caso de tabelas com baixas contagens (menores
que 5) ou tabelas formadas por duas linhas e duas colunas(2x2).

O teste nao-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov foi empregado na
verificagdo da normalidade das variaveis continuas, com p-valor <0,05
indicando rejeicdo da hipdétese de normalidade dos dados. A comparagéo da
distribuicdo das variaveis continuas segundo diversos grupos (monoinfectado
HTLV-1, monoinfectado HCV e coinfectado HTLV-1/HCV) foi realizada por
testes paramétricos (teste t e One-Way ANOVA sem replicagéo) e, no caso de
distribuicdo ndo-normal, foram empregados testes ndo paramétricos (Mann-
Whitney para a comparagdo entre dois grupos e Kruskal Wallis para
comparagao de mais de dois grupos). Quando aplicavel, foi utilizado o pés-
teste de Bonferroni.

As medidas de correlacdo entre as variaveis continuas foram realizadas
pelas provas de Pearson ou Spearman, de acordo com a distribuicdo da
variavel continua. P-valor <0,05 foi considerado estaticamente significante.
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6. RESULTADOS

Participaram desta pesquisa 146 pacientes, sendo 50 (34,2%)
coinfectados pelo virus linfotropico para células T humanas do tipo 1 e virus da
hepatite C (grupo HTLV-1/ HCV), 46 (31,6%) monoinfectados pelo virus da
hepatite C (grupo HCV) e 50 (34,2%) monoinfectados pelo virus linfotropico

para células T humanas (grupo HTLV-1).

6.1 Analises das variaveis socio-demograficas e de fatores de exposicao

Em seu conjunto, a série de casos e controles estudada envolveu 73
(50,0%) pacientes do sexo masculino (HTLV-1/HCV, n=32; HTLV-1, n=21;
HCV, n=20) e 73 (50,0%) do sexo feminino (18 HTLV-1/HCV coinfectados, 29
HTLV-1 monoinfectados, 26 HCV monoinfectados), com idades compreendidas
entre 21 e 80 anos (com média de idade de 51,3 anos + 13,81 anos. Houve
predominio de individuos naturais do Estado do Rio de Janeiro (n=93; 63,7%).

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas em
relagdo as caracteristicas socio-demograficas analisadas, segundo sua
classificagcdo nos grupos HTLV-1, HTLV-1/HCV ou HCV (tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicao das frequéncias das caracteristicas socio-demograficas em

relacdo aos grupos estudados

Grupo (n=146)

Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor
n % n % n %

Género 0,050 *
Masculino 21 42,0 32 64,0 20 43,5
Feminino 29 58,0 18 36,0 26 56,5

Faixa etaria (anos) >

de 20 a 39 16 32,0 6 12,0 7 15,2
de 40 a 59 21 42,0 34 68,0 23 50,0
> 60 13 26,0 10 20,0 16 34,8

Naturalidade 0,333 *
Rio de Janeiro 32 64,0 33 66,0 28 60,9
Outros Estados 18 36,0 17 34,0 18 39,1

* Qui-Quadrado de Pearson

** Qui-Quadrado de Pearson para tendéncia

HTLV-1 vs HTLV-1/HCV, p= 0,2967;
HTLV-1 vs HCV, p= 0,0879;
HTLV-1/HCV vs HCV, p=0,3634

Em relacdo ao uso de alcool, verificou-se o relato desse habito em 42

(32,3%) dos pacientes, sendo mais frequente nos pacientes monoinfectados

pelo HCV, conforme apresentado na tabela 2.
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Tabela 2 - Frequéncia de ingestdo de alcool em relagdo aos grupos estudados

Grupo ( n=146)

Variavel
HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor
n % n % n %
Ingestao de alcool 0,001 *
Nao 41 87,2 23 62,2 24 52,2
Sim 6 12,8 14 37,8 22 47,8

* Qui-quadrado de Pearson
HTLV-1 vs HTLV-1/HCV, p=0,0074;
HTLV-1 vs HCV, p=0,0002 ;

HTLV-1/HCV vs HCV, p= 0,3614
HTLV-1 vs HTLV-1/HCV + HCV, p= 0,0003

Na tabela 3 € apresentada a distribuicdo das frequéncias das variaveis

de risco de exposigao em relagédo aos grupos estudados.

Ao se avaliar as variaveis de risco de exposicdo as infec¢des de
transmissdo sanguinea ou sexual, observamos diferengca estatisticamente
significativa na proporgdo de pacientes que relataram terem sido usuarios de
drogas endovenosas (UDEV) (p<0,001), especialmente no grupo de pacientes
HTLV-1/HCV (n=17). Enquanto que somente 2,0% (n=1) e 4,3% (n=2) dos
individuos alocados nos grupos HTLV-1 e HCV referiram tal exposicgéo,

respectivamente.

Observamos, nos grupos estudados, a presenca de passado de doengas
sexualmente transmissiveis (DST) em 45 pacientes (31,5%) , assim como,
90,0% dos individuos declararam a ndo utilizagdo do uso de preservativos nas
relagdes sexuais. Por outro lado, a maioria (58,8%) declarou ter tido menos de
5 parceiros sexuais durante toda a vida.

Em relagdo as outras variaveis de risco de exposicdo a infecgdes de
transmissdo sanguinea ou sexual, o historico de transfusdo sanguinea e o
numero de parceiros sexuais, mostraram significancia estatistica (p<0,001)

entre 0os grupos analisados, sendo o passado de transfusdo sanguinea
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presente em 63% dos pacientes do grupo HCV e 41,3% no grupo HTLV-
1/HCV.

Ao analisar a provavel via de infeccéo para aquisicao de ambos os virus,
observamos que a via sexual foi mais frequente no grupo HTLV-1 enquanto
que o passado de transfusdo sanguinea foi mais frequente nos individuos
portadores de HCV (p<0,001).

Tabela 3 — Comparagao entre os grupos das variaveis de risco de exposigao

as infecgdes de transmissao sanguinea ou sexual.
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Grupo (n=146)

HTLV-1 HTLV-1/HCV p-valor *
Variavel - % - % - %
Uso de Drogas (UDEV) < 0,001
Sim 1 2,0 17 38,6 2 4,3
N&o 48 98,0 27 61,4 44 95,7
DST 0,012
Ausente 34 694 26 54,2 38 82,6
Presente 15 306 22 45,8 8 17,4
Uso de Preservativos 0,089
Sempre 4 11,8 0 - 7 15,2
Nunca 30 882 30 100 39 84,8
N° parceiro sexual 0,091
<5 21 778 11 39,3 29 63,0
5-10 1 3,7 6 214 7 15,2
11-20 2 74 3 10,7 4 8,7
> 20 3 111 8 28,6 6 13,1
Hemotransfuséo < 0,001
Sim 8 163 19 43,2 29 63,0
N&o 41 83,7 25 56,8 17 37,0
Provavel via de infeccao < 0,001
Sexual 25 556 12 29,3 7 19,4
Transfusao 6 133 16 39,0 29 80,6
Uso de drogas 0 0 11 26,8 0 0
Amamentacgédo- vertical 14 31,1 2 4,9 0 0

* Qui-quadrado de Pearson com correcéo de Yates

Em relacdo a presencga de manifestagcdes neurologicas, observamos que

os individuos alocados no grupo HTLV-1/HCV apresentaram, de forma

significativa, maior frequéncia de manifestacdes neuroldgicas, conforme

apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicao das frequéncias do estado neurolégico em relagéo aos grupos

estudados
Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor *
n % n %
Estado Neurolégico <0,001
Assintomatico 25 50,0 34 73,9
Sintomatico 25 50,0 12 26,1

* Qui-quadrado de Pearson

HTLV-1/HCV vs HCV, p<0,0001 (OR=7,286; IC 95%= 2,955 - 17,966);

HTLV-1 vs HCV, p=0,0162 ( OR=2,833; IC 95%= 1,198 - 6,700);

HTLV-1 vs HTLV-1/HCV, p= 0,0241 (OR= 0,3889; IC 95%= 0,1696 — 0,8918).

A comparagédo entre o grupo monoinfectado pelo HCV com o grupo

HTLV-1/HCV revelou que a presenga da coinfecgdo aumenta significativamente

a presenca da manifestacdo neuroldgica,

principalmente a mielopatia

(p<0,0001; OR=7,286, IC 95% = 2,955 — 17,966) (tabela 5).
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grupos HTLV-1 e HTLV-1/HCV referente as

Grupos
Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV p-valor *
n % n %
Estado Neurolégico <0,011

Mielopatia 15 30,0 26 52,0
Mielopatia + NP 7 14,0 6 12,0
NP isolada 0 0 4 8,0

BN isolada 3 6,0 0 0

* Qui-quadrado de Pearson; NP, Neuropatia Periférica; BN, Bexiga Neurogénica

A tabela 6 discrimina as manifestagdes neurolégicas encontradas, sendo

a mielopatia observada somente nos individuos infectados pelo HTLV-1 e a

neuropatia periférica predominando nos portadores do HCV

Tabela 6 — Comparagao entre os grupos referente as principais manifestagdes

neurologicas

Grupos
Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor *
n % n % n %
Estado Neurolégico <0,001
Mielopatia 15 30,0 26 52,0 0 0
Mielopatia + NP 7 14,0 6 12,0 0 0
NP isolada 0 0 4 8,0 9 19,6
BN isolada 3 6,0 0 0 0 0
ONA 0 0 0 0 3 6,5

* Qui-quadrado de Pearson ONA,
BN, Bexiga Neurogénica

Outras Anormalidades Neurolégicas; NP, Neuropatia Periférica;
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6.2 Analise das variaveis laboratoriais

No que se refere a avaliagcdo hematoldgica, a determinagcdo da
concentragdo plasmatica da hemoglobina, o numero total de leucdcitos,
neutrofilos e linfocitos em sangue periférico ndo foram observadas diferengas

entre os grupos estudados (tabela 7).

Tabela 7 — Analise univariada e bivariada dos paradmetros hematol6gicos em
relacdo aos grupos estudados

Variavel Grupo Média DP Minimo Maximo p-valor *
HTLV-1 1325 1,53 9,0 16,5
Hemoglobina |HTLV-1/HCV 13,37 2,09 7.9 17,5 0,225
(g/dL) HCV 13,84 1,56 9,4 16,9
HTLV-1 6,30 1,72 2,6 10,8
Leucécitos |HTLV-1/HCV 6,44 1,89 3,0 10,7 0,606
(mil/mm?) HCV 6,06 2,02 3,4 11,6
HTLV-1 3,46 1,31 1,34 6,78
Neutréfilos |HTLV-1/HCV 3,41 1,22 1,51 6,63 0,975
(mil/mm?) HCV 3,46 1,39 1,49 7,58
HTLV-1 213 0,81 0,52 5,25
Linfécitos  |HTLV-1/HCV 2,23 0,89 0,66 4,44 0,847
(mil/mm?) HCV 220 1,02 0,90 6,15
HTLV-1 242,32 78,79 121,00 540,00
Plaquetas |HTLV-1/HCV 218,31 57,65 10500 396,00 < 0,001
(mil/mm?) HCV 175,98 78,49 60,00 356,00

* One-Way ANOVA , sem replicagao

Pos-teste de Bonferroni (Plaquetas):
HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p=0,301;
HTLV-1/HCV vs HCV, p= 0,015;
HTLV-1 vs HCV, p < 0,001
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Entretanto, em relagdo a contagem de plaquetas, observamos valores
medianos significativamente menores no grupo HCV (Figura 7), assim como a
frequéncia de plaquetopenia (plaquetas < 150.000/mm3) foi maior no grupo
HCV, mesmo quando comparado com o grupo de coinfectados (p<0,001)
(tabela 8).
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Figura 7. Diagrama de caixas da contagem de plaquetas de pacientes dos grupos
HTLV-1 (Md=233,00), HTLV-1/HCV (Md= 214,00) e HCV (Md=165,50). A caixa central
representa os valores do primeiro quartil (25%) ao terceiro quartil (75%) e a mediana é
mostrada como uma linha média horizontal. Valores atipicos foram observados nos
grupos HTLV-1 e HTLV-1/HCV.
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Tabela 8 — Comparagao entre os grupos HTLV-1/HCV e HCV em relagdo a presenca
de plaquetopenia

Grupos (n=95)

Variavel
HTLV-1/HCV HCV p-valor *
n % n %
Plaquetopenia 0,0028
Ausente 43 87,76 27 58,7
Presente 6 12,24 19 41,3

* Teste qui-quadrado de Pearson com corregéo de Yates
(p=0,0028, OR=5,351; IC 95%=1,875 — 14,853)

Em relacdo a analise bioquimica, verificamos diferengas estatisticas
significativas das concentragdes de AST/TGO, ALT/TGP, GGT, FA e BT entre

0s grupos, conforme descrito na tabela 9.

Tabela 9 — Comparacdo das medianas das concentragoes séricas dos parametros
bioquimicos em relagdo aos grupos estudados

Grupos (n=146)

Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor *

Md IQR Md IQR Md IQR

TGO/AST (U/L) 24,00 17,50-35,00 37,50 23,75-52,09 5850 31,00-90,75 <0,001
TGP/ALT (U/L) 30,5 23,00-3525 54,50 34,25-7991 63,00 36,00-136,00 <0,001
GGT (U/L) 27,00 19,00-45,00 58,00 3581-150,75 64,00 24,40-120,00 <0,001
FA (U/L) 101,00 101,00 -149,75 81,15 65,25-100,00 189,00 139,00 -225,75 <0,001
BT (mg/dL) 0,60 0,40 -0,60 0,52 0,42-0,73 0,70 0,50 - 1,04 0,009

* Kruskal-Wallis;  Md, Mediana; IQR, Intervalo Interquartilico

Pos-teste de Bonferroni:

TGO/AST - HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p= 0,002; HTLV-1/HCV vs HCV, p<0,001; HTLV-1 vs HCV, p<0,001
TGP/ALT - HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p= 0,013; HTLV-1/HCV vs HCV, p<0,010; HTLV-1 vs HCV, p<0,001
Gama GT - HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p= 0,027; HTLV-1/HCV vs HCV, p=1,000; HTLV-1 vs HCV, p<0,250
FA - HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p= 0,330; HTLV-1/HCV vs HCV, p<0,001; HTLV-1 vs HCV, p<0,001

BT - HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p=1,000; HTLV-1/HCV vs HCV, p=0,366; HTLV-1 vs HCV, p=1,000
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Na comparagéo entre os grupos em relagcdo a presenca de parametros
verificamos diferencas
estatisticas significativas de AST/TGO e FA entre os grupos estudados,

bioquimicos com valores aumentados no soro,

conforme descrito na tabela 10.

Tabela 10 — Comparacgéao entre os grupos HTLV-1/HCV e HCV em relagédo a presenga
de enzimas hepaticas aumentadas

Grupos
Variavel HTLV-1/HCV HCV p-valor *
n % n %

TGO/AST (n=88) 0,068
Normal (VR=12 - 46 U/L) 26 54,2 13 32,5
Aumentada 22 45,8 27 67,5

TGP/ALT (n=87) 0,327
Normal (VR=3 - 50 U/L) 32 66,7 22 56,4
Aumentada 16 33,3 17 43,6

FA (n=88) 0,001
Normal (VR=65 - 300 U/L) 42 91,3 9 22,5
Aumentada 4 8,7 31 77,5

GGT (n=82) 0,687
Normal (VR=11 - 50 U/L) 26 57,8 23 62,2
Aumentada 19 42,2 14 37,8

BT (n=82) 0,063
Normal (VR=12-46 mg/dL) 38 90,5 30 75,0
Aumentada 4 9,5 10 25,0

* Teste qui-quadrado de Pearson com correcéo de Yates
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Com relacdo aos resultados laboratoriais das dosagens séricas de C3,
C4,TSH, albumina, IgA e IgM, ndo observamos diferengas significativas entre
os grupos (Tabela 11). Entretanto, a média da concentragdo de IgG foi superior
no grupo HTLV-1/HCV (p=0,005) (Figura 8). Os grupos com infecg&o pelo HCV
apresentam niveis anormalmente elevados quando comparados ao grupo
HTLV-1 isolado (p=0,035, x*= 6,690).

Tabela 11 — Comparagdo das concentragbes séricas médias de C3, C4, TSH,
albumina e imunoglobulinas em relagédo aos grupos estudados

Medida Grupo Média DP Minimo Maximo  p-valor*
C3 HTLV-1 124,74 28,06 83,40 209,00
(mg/dL) HTLV-1/HCV 124,69 30,93 76,80 187,00 0,994
C4 HTLV-1 29,26 11,02 9,60 63,00
(mg/dL) HTLV-1/HCV 24,60 8,68 8,1 46,00 0,055
HTLV-1 2,98 3,95 0,84 21,65
TSH HTLV-1/HCV 2,18 1,75 0,59 8,16 0,512
puUl/L HCV 2,40 1,80 0,37 10,30
HTLV-1 4,25 0,75 2,8 5,9
Albumina HTLV-1/HCV 4,15 0,63 3,1 6,2 0,762
(mg/dL) HCV 423 0,43 2,8 4,9
HTLV-1 1530,84 389,34 179,00 2296,00
IgG HTLV-1/HCV 1920,39 583,81 1093,00 3375,00 0,005
(mg/dL) HCV 1797,80 606,51 708,00 3930,00
HTLV-1 337,72 138,35 150,00 665,00
IgA HTLV-1/HCV 294,70 116,00 103,00 589,00 0,068
(mg/dL) HCV 269,01 143,46 84,00 794,00
HTLV-1 179,94 106,26 46,90 670,00
IgM HTLV-1/HCV 172,49 114,15 50,8 709,00 0,244
(g/dL) HCV 143,46 72,98 52,60 426,00

* One-Way ANOVA sem replicagao
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Figura 8. Comparagéo entre as médias das concentragbes séricas de IgG nos trés
grupos estudados.

A analise da genotipagem do virus da hepatite C demonstrou uma maior
prevaléncia do gendtipo 1 em ambos os grupos HTLV-1/HCV e HCV (p= 0,452)
(Tabela 12). Doze pacientes do grupo HTLV-1/HCV n&o tiveram o gendtipo
determinado por apresentarem carga viral inferior ao limite minimo de deteccéo
quantitativa do HCV-RNA (600 a 700.000 Ul/mL para o teste Monitor Amplicor
versdo 2.0). Alguns resultados relacionados a genotipagem nao foram incluidos
porque estavam em processo de realizacdo durante esta pesquisa. Cabe
destacar que esses pacientes apresentavam historia epidemiologica e
sucessivas reatividades ensaios imunoenzimaticos (ELISA), inclusive de 32

geragéao, tornando-os compativeis com a infecgéo pelo HCV.
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Tabela 12 — Prevaléncia dos gendtipos do HCV nos pacientes com coinfecgéo
pelos virus HTLV-1/HCV e infeccdo pelo virus da hepatite C

Grupo
Genotipo HCV HTLV-1/HCV HCV
n % n % Total
1 24 82,76 34 91,89 58
3 5 17,24 3 8,11 8
Total 29 100 37 100 66 *

* Genotipo nao disponivel para 21 individuos do grupo HTLV-1/HCV e 09 individuos do
grupo HCV.

A comparagdo da carga viral do HCV entre os grupos HTLV-1/HCV e
HCV néao evidenciou diferengas estatisticas significativas (Tabela 13).

Tabela 13 - Analise da carga viral do HCV em pacientes com infec¢ao pelo HCV e
coinfecgdo HTLV-1/HCV

Grupo
Medida HTLV-1/HCV HCV p-valor*
Carga viral do HCV (Ul/mL) 0,434
Média 1.177.430 1.696.539
Mediana 847.500 850.000
DP 1.120.465 2.106.224
Valor Minimo 17.800 146.713
Valor Maximo 4.190.000 7.780.374

* Mann-Whitney

A quantificagdo do numero de leucdcitos infectados pelo HTLV-1 — carga
proviral- forneceu valores medianos semelhantes entre os grupos infectados
pelo HTLV-1(HTLV-1/HCV e HTLV-1) (Tabela 14). A presenga da coinfecgéo
nao alterou o aumento de carga proviral observado nos individuos com

acometimento neuroldgico.
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Tabela 14 - Andlise da carga proviral em pacientes com infec¢do pelo HTLV-1 e
coinfecgao pelo HTLV-1/HCV

Grupos
Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV p-valor *
(n=45) (n=45)
Md IQR Md IQR
Carga Proviral (%) ** 5,30 1,19-12,51 5,95 1,06 — 9,32 0,779

* Mann-Whitney; ** leucdcitos infectados; Md, Mediana; IQR, Intervalo Interquartilico ;

Ao avaliarmos a presenga de crioglobulinemia nos grupos estudados
ndo se observou diferengas estatisticas significativas (Tabela 15) , mesmo

quando a comparacgao foi realizada apenas entre os grupos HTLV-1/HCV e
HCV(p=0,1871).

Tabela 15 - Analise da presencga de Crioglobulinemia entre pacientes com infecgéo
pelo HCV, HTLV-1 e coinfecgao HTLV-1/HCV

Grupos
Variavel HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV p-valor*
n % n % n %
Crioglobulinemia 0,4043
Presente 2 11,80 6 19,40 3 8,30

Ausente 15 88,20 25 80,60 33 91,70

Total 17 31 36

* Qui-quadrado de Pearson

A analise das populacdes e subpopulagdes de linfocitos apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Observou-se um
aumento do nimero de células T CD8" nos individuos infectados pelo HTLV-1,
mais acentuado no grupo de coinfectados (tabela 16 e figura 9).



65

Tabela 16 - Distribuichio e comparagdo dos resultados observados nas

imunofenotipagens de linfécitos entre os grupos estudados

Grupos p-valor *
Medida HTLV-1 HTLV-1/HCV HCV
CD4" (células/mm®) 0,053
Média 1114,44 987,31 849,00
DP 391,09 386,39 374,19
Valor minimo 409,00 353,00 459,00
Valor maximo 2051,00 1693,00 1742,00
CD8" (células/mm?) 0,006
Média 676,64 787,89 457,00
DP 354,27 439,70 179,96
Valor minimo 145,00 139,00 169,00
Valor maximo 1580,00 1662,00 810,00
CD19" (células/mm?®) 0,752 **
Média - 223,22 210,00
DP - 141,89 120,71
Valor minimo - 44,00 90,00
Valor maximo - 545,00 534,00
CD25" (células/mm®) 0,354 **
Média - 616,33 526,13
DP - 356,46 250,24
Valor minimo - 79,00 245,00
Valor maximo - 1546,00 1244,00

* One-Way ANOVA sem replicagdo  ** Teste t de Student ndo-pareado

Pés-teste de Bonferroni (CD8"):

HTLV-1/HCV vs HTLV-1, p=0,6030 (IC 95%= 99,49 — 321,97);
HTLV-1/HCV vs HCV, p= 0,0045 (IC 95%= 84,29-577,49);
HTLV-1 vs HCV, p=0,1076 (IC 95%= 31,90-471,19)
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Figura 9. Diagrama de caixas das imunofenotipagens de linfocitos CD8" de pacientes
dos grupos HTLV-1 (Md=553,50), HTLV-1/HCV (Md= 839,00) e HCV (Md=457,50). A
caixa central representa os valores do primeiro quartil (25%) ao terceiro quartil (75%) e
a mediana é mostrada como uma linha média horizontal.
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7. DISCUSSAO

A coinfeccao pelo virus da hepatite C (HCV) e virus linfotropico para
células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) constitui tema de grande interesse em
funcdo da relevancia epidemioldgica dessas infecgdes em nossa populagéo; no
entanto, existem poucas referéncias bibliograficas sobre o assunto. Em nosso
estudo, visando estudar aspectos epidemiolégicos e biologicos dessa
coinfec¢cdo, comparamos trés grupos de pacientes: coinfectados HTLV-1/HCV,
monoinfectados com HCV e moninfectados com HTLV-1. E importante salientar
que, na selecao de pacientes, excluimos aqueles que apresentaram evidéncia
de infeccdo pregressa ou atual de hepatite B (HBV) e/ou HIV, devido ao viés
que poderiam trazer ao estudo, em fung¢do do potencial dano hepatocelular e
imunodepressao que esses virus podem acarretar.

Em relagcdo aos aspectos epidemioldgicos, ndo se evidenciou qualquer
variavel relacionada a infeccdo pelo HTLV-1, de forma isolada ou
concomitantemente ao HCV, excetuando-se historico de DST e uso de alcool.
A monoinfecgéo pelos virus HCV e HTLV-1 predominou em pacientes do sexo
feminino (56,5% e 58,0%, respectivamente), enquanto que a coinfecgdo
HTLV-1/HCV esteve presente em 64,0% dos pacientes do sexo masculino.
Quanto a faixa etaria, houve predominio nos grupos HTLV-1, HTLV-1/HCV e
HCV de individuos com idades entre 40 a 59 anos. Estes achados enfatizam o
caracteristico aumento da prevaléncia de infecg¢ao pelo HTLV-1 com o aumento
da idade, conforme descrito por Catalan-Soares e colaboradores (2001).

A predominancia do sexo masculino no grupo HTLV-1/HCV sugere um
padrao de acometimento diferente do habitual, j& que em monoinfectados
HTLV-1 espera-se o predominio da infecgdo entre as mulheres (CATALAN-
SOARES et al., 2001). Este padrdo também se repetiu nos estudos de
Okayama e colaboradores (1995) e de Magalhdes (2006), nos quais 0 sexo
masculino foi o mais prevalente entre os coinfectados (66,6% e 73,3%,
respectivamente).

De modo curioso e a despeito da orientacdo médica sobre a importancia
da abstencao alcodlica, o relato do uso de alcool foi estatisticamente mais
frequente nos grupos HTLV-1/HCV e HCV. Cabe destacar ainda que essa

variavel pode ter sido avaliada de forma imprecisa, uma vez que nao se
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conseguiu obter de forma adequada a informag&o sobre a quantidade de alcool
ingerida ou seu tempo de uso.

Quanto as categorias de exposi¢cdo aos virus, a transfusdo sanguinea
constituiu a provavel via de infecgdo mais frequente no grupo HCV (80,6%) e
HTLV-1/HCV (39,0%), entretanto, observamos uma frequéncia significativa
maior de UDEV na coinfecg¢ao, sugerindo que esta categoria de exposi¢ao seja
mais importante para aquisicdo desses virus na coorte estudada. Ja foi
relatada como mais comum a presenga de coinfeccdo HCV/HTLV-2 em
usuarios de drogas injetaveis (HISADA et al 2003). A transmiss&o sexual
(55,6%) ocorreu com maior predominancia no grupo HTLV-1 (p<0,001). A
transmissdao da hepatite C por via sexual apresenta baixa prevaléncia e,
portanto, menor importancia epidemiolégica. Por outro lado, embora, na
atualidade, haja uma maior frequéncia de casos novos de hepatite C em
usuarios de drogas injetaveis, a transmissédo relacionada a hemotransfuséo
prévia (anterior a 1994) ainda constitui o fator de exposicdo ao HCV mais
prevalente (MEMON & MEMON, 2002).

A infeccdo cronica pelo HCV esta associada ao desenvolvimento de
diversas manifesta¢cdes extra-hepaticas, incluindo complicagdes neuroldgicas
(ACHARYA & PACHECO, 2008). A classificagao dos pacientes com base na
presenga ou auséncia dos sintomas neurologicos (sintomaticos e
assintomaticos) apresentou diferencas estatisticas significativas, com uma
maior frequéncia de individuos sintomaticos no grupo HTLV-1/HCV (72,0%). Os
individuos coinfectados apresentaram mais sintomatologia neuroldgica,
sugerindo que a presenga dos dois virus aumenta a possibilidade de leséo do
sistema nervoso. Esse dado devera ser confirmado com o aumento da
casuistica e através do seguimento desses pacientes em estudo de coorte.

Em relagdo a avaliagdo laboratorial dos parametros hematoldgicos,
apenas observamos diferengas estatisticas no numero absoluto de plaquetas
no sangue periférico, que apresentou meédias e medianas significativamente
menores no grupo HCV, sendo a presenca de plaquetopenia mais frequente
nesse grupo (41,3%). A plaquetopenia é uma das manifestagdes
hematologicas mais comuns em individuos com HCV, sendo sua ocorréncia
estimada em 40-50% dos casos. Numerosas sao as causas que contribuem
para sua ocorréncia em pacientes virgens de terapia antiviral: a) anticorpos

antiplaquetas e revestimento das plaquetas por imunocomplexos; b) diminuigdo
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de trombopoetina produzida, principalmente, pelo figado; c) sequestro de
plaquetas nos casos de esplenomegalias; d) depressao medular e/ou infecgéo
de megacariécitos causada pelo HCV; e) e, finalmente, a plaquetopenia
causada pela interacdo HCV-plaquetas( DE ALMEIDA et al., 2004; CINES et
al.,2009; STASI et al., 2009). Em nosso estudo, n&o observamos diferengas em
relagdo as contagens de plaquetas ou a presenca de plaquetopenia entre os
individuos monoinfectados com HTLV-1 (4,0%) e os coinfectados (11,8%). O
mecanismo pelo qual a coinfecgdo HTLV-1/HCV foi associada a uma menor
frequéncia de plaquetopenia do que nos pacientes monoinfectados HCV
permanece desconhecida.

Ainda com relagdo aos achados laboratoriais, ao se compararem as
concentragdes seéricas de AST/TGO, ALT/TGP, FA, GGT e BT, observou-se
que os valores foram significativamente mais altos nos pacientes
monoinfectados pelo HCV (p<0,001). Alguns trabalhos sugerem que na
presenga do HTLV-1 ocorra redugdo da imunidade celular (TACHIBANA et
al.,1988), sendo que essa imunossupressdo pode acarretar maior leséo
hepatica nos individuos coinfectados por HTLV-1/HCV. Realmente, Boschi-
Pinto e colaboradores (2000) observaram maior morbidade e mortalidade nos
coinfectados, e Kishihara e colaboradores (2001), observaram uma diminuigao
do “clearance” de HCV com o tratamento antiviral. Por outro lado, estudo
recente realizado no Brasil sugeriu que a presenca da coinfec¢do HTLV-1/HCV
possa minimizar o dano imunomediado hepatico agudo, reduzindo assim, a
liberacdo de enzimas hepaticas (CARDOSO, 2008).

Em nosso estudo, os niveis menores de AST e ALT nido puderam ser
explicados por diferengas nos genotipos do HCV, ja que em ambos os grupos
houve uma predominancia do gendétipo 1, particularmente o 1b, observado em
41,37% dos pacientes coinfectados HTLV-1/HCV e 30,77% dos pacientes
infectados pelo HCV. A carga viral do HCV foi semelhante em ambos os
grupos, sendo observada carga elevada, superior a 600.000Ul/mL, nos dois
grupos. Esses dados sugerem que os niveis da carga viral do HCV néao
parecem ser influenciados pela presenga ou auséncia de coinfecgao.
Corroborando nossos resultados, Hisada e colaboradores (2003), ao
estudarem a carga viral do HCV em coinfecgdes com HIV e/ou HTLV-2,
observaram possivel papel da etnia dos pacientes nos niveis de carga viral de
HCV, e demonstraram que a presenca do HTLV-2 aumenta significativamente
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a carga viral do HCV em individuos brancos caucasianos e ndo em pacientes
de origem hispanica ou afro-descendentes. Esses resultados sugerem que
polimorfismos de genes envolvidos na resposta imunologica devem influenciar
os niveis de HCV nos diferentes grupos étnicos.

No que se refere a carga proviral do HTLV-1, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos HTLV-1 e HTLV-1/HCV que permitam distinguir
os pacientes dos diferentes grupos estudados. Nos pacientes coinfectados, a
carga proviral permanece semelhante aos monoinfectados, isto é, os individuos
com acometimento neurolégico apresentam niveis mais elevados do que os
assintomaticos. Esses dados sugerem que o numero de células circulantes
infectadas pelo HTLV-1 n&o ¢é influenciado pela coinfeccdo com HCV.

A infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) esta associada a numerosas
manifestagdes extra-hepaticas como a crioglobulinemia mista. A presencga de
crioglobulinemia mista € muito variavel (19- 60%) nos portadores de HCV,
estando relacionada a faixa etaria e ao nivel de acometimento hepatico da
populacdo estudada (WONG et al.,1996; SAADOUN et al., 2007). Apesar da
alta frequéncia de crioglobulinemia relatada, menos de 5% desenvolvem
vasculite (SAADOUN et al.,2008).

A presenga de crioglobulinemia foi percentualmente (19,4%) maior no
grupo de pacientes coinfectados, embora sem relevancia estatistica.
Entretanto, ainda faltam dados complementares que possam elucidar a baixa
positividade encontrada no grupo HCV, uma vez que esta associagéo é
sabidamente descrita. Diferente de nosso estudo, Margarida (2005), em
pesquisa de auto-anticorpos em portadores de hepatite C, identificou
crioglobulinas no soro de 39/60 (65%) portadores de HCV, através do método
de cridcrito e da imunodifusdo em gel de agarose a 1%.

Deve-se enfatizar que, infelizmente, ndo ha uma padronizacao
universalmente aceita para a detecg&o de crioglobulinemia, bem como valores
de referéncia para a normalidade; a maneira variavel com que os laboratorios
realizam o teste dificulta a comparagdo de estudos. Alguns estudos apenas
referem o resultado de forma qualitativa, como positivo ou negativo,
ressaltando-se que o limite para detecc¢ao visual varia de 0,001 a 0,005 mg/mL.
Além disso, ha diferengas nas técnicas de coleta, transporte, centrifugacéo e
periodo de incubagdo a 4°C, que interferem fortemente nos resultados. Na
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tentativa de padronizar a coleta e a forma de detecgdo, Vermeersch e
colaboradores (2008) publicaram, recentemente, um guia para sua detecgao .

Os pacientes com HCV apresentaram niveis séricos significativamente
mais elevados de imunoglobulina G, o que parece refletir uma ativacéo
policlonal. Cabe ressaltar, que ndao foram evidenciadas manifestagdes clinicas
relacionadas a presenga de imunocomplexos circulantes, exceto
plaquetopenia, esta descrita como sendo de etiopatogénese multifatorial em
pacientes com infecgéo pelo HCV (DE ALMEIDA et al., 2005; SAADOUN et al.,
2007).

A avaliagdo imunoldgica dos pacientes ndo mostrou prejuizo quantitativo
da resposta imune, embora a contagem de linfocitos T CD8" tenha
demonstrado valores aumentados no grupo HTLV-1/HCV, alguns estudos
demonstraram resultados semelhantes em pacientes infectados pelo HTLV-1.
O aumento do numero de linfocitos T CD8" estaria relacionado a uma forte
resposta dos linfocitos T citotdxicos, estando, principalmente, direcionados a
proteina Tax do HTLV (URETA-VIDAL et al., 2001; CARDOSO et al., 2008).

Esse estudo representa a fase inicial de um estudo de coorte que
possibilitara uma analise mais aprofundada em relacdo aos dados obtidos.
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8. CONCLUSOES

Neste estudo, a comparagcdo de uma seérie de casos de pacientes
monoinfectados pelo HTLV-1 e monoinfectados pelo HCV com coinfectados
pelo HTLV-1/HCV permitiu concluir que:

Os grupos HTLV-1/HCV, HTLV-1 e HCV apresentam caracteristicas soécio-
demograficas similares;

Transfusdo de sangue antes de 1994 foi a mais provavel via de infec¢ao para
os individuos do grupo HCV e do grupo HTLV-1/HCV, enquanto que a
transmissao sexual predominou no grupo HTLV-1. A segunda provavel via de
infecgéo para o grupo de coinfectados foi a utilizagado de drogas injetaveis.
Individuos coinfectados HTLV-1/HCV apresentam mais sintomatologia
neuroldégica, sugerindo que a presenga concomitante desses virus pode
contribuir para aumentar a possibilidade de lesdo do sistema nervoso;

A plaquetopenia ocorre com menor frequéncia em individuos coinfectados pelo
HTLV-1/HCV quando comparados aos individuos monoinfectados pelo HCV.

O acometimento hepatico, com base nos niveis séricos de AST e ALT, parece
ser menor nos coinfectados quando comparados com os monoinfectados pelo
HCV.

Os pacientes coinfectados pelo HTLV-1/HCV apresentam prevaléncia de
crioglobulinemia semelhante aos demais grupos estudados (HTLV-1 e HCV).

A presenga de coinfec¢ao n&o influenciou os niveis de carga viral do HCV.

A presenga de coinfecgdo nao influenciou os niveis e o padrdo da carga

proviral para HTLV-1.
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2. Sumario:
Trata-se de um estudo transversal de caso-controle aninhado a uma coorte c_ie
pacientes infectados pelo HTLV. O projeto principal “Estudo clinico e Iaborator]al
da coinfeccao virus linfotrépico para células T humanas do tipo (HTLV-l) e hepatite
C” foi submetido aoc CEP/IPEC, tendo sido aprovado em 29/10/2008, sob o nimero
056/2008. Atualmente a coorte de HTLV do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC) tem cerca de 700 pessoas. Observa-se uma frequéncia de 12,2%
de pacientes coinfectados com hepatite C (HCV). Este projeto visa a estudar
aspectos clinico-epidemioldgicos e bioldgicos relacionados a esta coinfecgao,
avaliar se a coinfecgdo HTLV/HCV oferece um risco maior para o desenvolvimento
de alguma das doencgas associadas a estes dois virus, avaliar se a coinfeccéo
HTLV/HCV oferece um risco adicional para a progresséo da doenga hepatica efou
de doencgas associadas ao HTLV, avaliar se a carga proviral e viral do HTLV
relaciona-se & presenga de qualquer manifestacdo associada a estes virus,
comparar clinicamente pacientes monoinfectados com HTLV com os coinfectados
com HCV, avaliar a resposta imunolégica dos pacientes monoinfectados com HTLV
e dos coinfectados com HCV, avaliar os niveis de carga viral do HCV nos pacientes
monoinfectados com HCV e nos coinfectados com HTLV e estudar as alteragdes
hematolégicas e imunologicas associadas a coinfecg@o. Serdo selecionados trés
- grupos de pacientes atendidos no periodo entre 2007 e 2009: 1) 50 individuos
- HTLV -monoinfectados; 2) 50 individuos coinfectados HTLV/HCV e 3) 50 pacientes
HCV monoinfectados. O estudo sera dividido em duas etapas. Inicialmente sera
feito o levantamento dos individuos HTLV monoinfectados e HTLV/HCV
coinfectados que ja sdo acompanhados no IPEC. Apéds a andlise dos dados
obtidos nestes dois grupos, se fara o recrutamento dos pacientes HCV
monoinfectados para entrevista clinica no Grupo de Atendimento para Hepatites
Virais do Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

3. Observacdes Gerais: (Atendendo a Resolugdao CNS 196/96).
Projeto com delineamento adequado. Sera utilizado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido do projeto principal. Este estudo seré financiado pelo CNPq.



“Analise laboratorial de individuos coinfectados pelo HTL-I e hepatite C — Estudo caso-
controle aninhado a coorte”.

4. Diligéncias:
Sim. Foram satisfeitas.

5. Parecer: APROVADO.
Data: 16 de julho de 2009.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUIGAO: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)
Instituto Oswaldo Cruz (I0C)
Fundacgao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) - Rio de Janeiro

TiITULO DO PROJETO:. Estudo clinico e laboratorial da co-infeccao virus
linfotrépico para células T humanas do tipo | (HTLV-I) e hepatite C.

COORDENADOR DO PROJETO: Ana Claudia Celestino Bezerra Leite, MD, PhD e
Maria José de Andrada-Serpa, MD, PhD

Eu, , declaro que sou
voluntario no estudo clinico e laboratorial da co-infecgdo virus linfotropico para
células T humanas do tipo | (HTLV-I) e hepatite C. Fui informado que este estudo
visa obter um maior conhecimento sobre a evolugdo da co-infeccdo HTLV-l e HCV e
determinar os aspectos clinicos e laboratoriais que caracterizam esta co-infecgéo.
Também, tem por objetivo verificar se a ocorréncia de doencas associadas a estes
virus é maior no grupo de pacientes co-infectados. A caracterizacdo dos aspectos
clinicos e laboratoriais dos pacientes com esta co-infec¢éo possibilitard a elaboracéo
de uma rotina de acompanhamento adaptada a estes pacientes.

A minha participagdo € inteiramente voluntaria e caso nao queira participar,
isto de forma alguma afetara meu atendimento no IPEC.

Os resultados sdo confidenciais e serao fornecidos somente ao interessado,
sendo arquivados no Laboratério de Virologia, sob responsabilidade da Dra. Maria
José de Andrada-Serpa. Os resultados deste estudo poderdo nao me beneficiar
diretamente, mas poderao fornecer subsidios para um maior conhecimento sobre a
co-infeccdo pelo HTLV-/HCV e serdo divulgados na forma de comunicagao
cientifica, ndo sendo permitido divulgar a minha identidade.

Declaro que fui informado de que:

1. Poderei recusar-me a participar da pesquisa, sem que este fato me venha causar
qualquer constrangimento e que o meu atendimento clinico em nada sera
modificado pela minha recusa;

2. Os exames aplicados serdo gratuitos;

3. Antes de assinar este Termo, devo ser informado plenamente sobre a pesquisa,
nao hesitando em fazer perguntas de qualquer natureza que julgar conveniente
esclarecer;

4. Este projeto visa estudar a co-infeccdo HTLV-I/HCYV,;

5. Nesta investigacdo serdo coletados de 15 a 20ml de sangue. O sangue sera
colhido assepticamente por pungéo de uma veia do braco. Este procedimento
sera realizado junto com a coleta dos exames de rotina, ndo implicando em uma
pungao venosa separada. A coleta de sangue € um exame seguro, podendo
causar pequeno desconforto, como um pequeno hematoma, ou seja,
extravasamento de sangue da veia para o tecido, no local da puncao;

6. Caso haja alguma alteragéo de pele, o médico dermatologista podera realizar
uma bidpsia de pele que consiste na coleta de um pequeno fragmento de pele
lesada, mediante uma injegdo com anestésico local, para que vocé néo sinta dor
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durante o procedimento. Apdés o mesmo serdo dados trés pontos que serédo
retirados sete dias apds. O curativo poderd ser retirado por vocé em sua
residéncia;

7. Esta pesquisa poderd ndo trazer beneficios imediatos para o meu
acompanhamento clinico, mas trard um maior conhecimento a respeito da co-
infecgdo por HTLV-I/HCV,;

8. O material biolégico coletado, apds exames, sera estocado, podendo ser usado
posteriormente, em outras pesquisas com fins semelhantes, mas somente apds a
avaliacdo, pelo Comité de Etica em Pesquisa, que podera dispensar a assinatura
de um novo Termo de Consentimento, todavia mantendo sempre a identidade do
doador em sigilo;

Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-
me participar da investigagao proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter
recebido respostas satisfatérias a todas elas, e ciente de que poderei voltar a fazé-
las a qualquer momento.

Declaro dar meu consentimento para participar deste estudo recebendo uma
copia do Termo de Consentimento, e estando ciente, de que a outra cépia serd
arquivada sob a responsabilidade do Laboratério de Pesquisa em Patogenia Viral do
IPEC.

Local: Data:
Nome completo do voluntario:
Enderego:

Assinatura do participante

Nome do médico responsavel:

Assinatura do médico

Médicos Responsaveis pelo Atendimento: Maria José de Andrada-Serpa, IPEC
Ana Claudia Celestino Leite, IPEC
Marcus Tulius Teixeira da Silva, IPEC
Marco Antonio Dantas de Lima, IPEC

Coordenadores do Projeto: Ana Claudia Celestino Bezerra Leite e Maria José de
Andrada-Serpa, IPEC

Assinatura do coordenador

Telefone para contato: 3865 9506 ou 3865 9608
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ANEXO C - Protocolo Clinico-Epidemiologico

Ministério da Salde
IPEC - FIOCRUZ
Laboratério de Pesquisa em Neuroinfecgio
PROTOCOLO CLINICO
NUmero do Prontuario:

Data do preenchimento deste protocolo: / /

Examinador:

IDENTIFICACAO

Nome:

Estado neurolégico: [ ] Assintomatico, [ ] Neuropatia qual (ais) :
Se neuropata, ha quanto tempo: meses
Estado Clinico: [ ] Hepatopatia [ ] Tiroidite, [ ] Sind. Sjogren [ ] outras colagenoses, [ ]

Dermatopatia(s) Qual (ais):

1 - Variaveis Sécio-Demograficas:

Sexo: [ ] Masculino, [ ] Feminino Data de Nascimento: / / Idade:

Cor da pele: [ ] Branca, [ ] Negra, [ | Amarela/Amerindia, [ ] Mestica

Naturalidade: Profissao:

Escolaridade: [ JAnalfabeto; [ ] até 4 anos estudos; [ ]14-8 anos; [ ]8-11 anos;[ 1> 12 anos
Renda Familiar: [ ] até 1 salario; [ ] 1-5 salarios; [ ] 5-10 salarios ;[ ] mais de 10 salarios.

Estado civil atual (formal ou informal) : Ha quanto tempo:

Casamentos anteriores: [ ] Sim, [ ] Ndo Por quanto tempo:

Filhos: [ ] Sim; [ ] Ndo; Quantos: [ ] Feminino; [ ] Masculino

Foram Amamentados: [ | Sim; [ ] N&o;[ ] N&o sabe; Por quanto tempo:

EPIDEMIOLOGIA

1 - Antecedentes sexuais:

Sexualidade: [ ] Hetero; [ ] Homosexual; [ ] Bissexual

Idade de inicio da atividade sexual (em anos): anos

Nimero de parceiros sexuais na vida inteira:

Uso de preservativos: [ ] Nunca; [ ] Raramente; [ ] Quase sempre; [ ] Sempre
DSTs: [ ]Sim; [ ]Nédo Qual (ais)?:

(sifilis, gonorréia, herpes, condiloma, HIV, hepatites e outras




Sexo com usuario de drogas endovenosas? [ 1Sim; [ ] Nao
Sexo com individuo sabidamente HCV positivo? [ ] Sim; [ ] Nao

Sexo com individuo sabidamente HIV positivo? [ ]Sim; [ ] Nao

2 - Antecedentes morbidos:

Uso de drogas endovenosas: [ ] Sim; [ ] Nao; Em caso afirmativo, qual droga: Hae
por quanto tempo: :

Outras drogas por outras vias: [ ] Sim; [ ] Nao; Caso afirmativo, qual:

Etilismo cronico: [ ] Sim; [ ] Ndo; Quantitativo semanal:

Alcoolista atual: [ ] Sim; [ ] Nao;

Hemotransfusdo: [ ] Sim; [ ] Nao; Quantas: ; Ano da ultima transfusédo:

Passado de acidente perfurante com sangue ou derivados? [ ] Sim; [ ] Ndo; Ano:

Historia de abortamentos (para mulheres)? [ ] Sim; [ ] Nao; Em caso positivo, indique o tipo:

[ ]Auto-induzido; [ ]Espontaneo

3-H.P.P.

Alcoolismo?[ ] Sim; [ ] Néo;

Linfoadenomegalias?[ ] Sim; [ ] Néo; Local:

Hepatite? [ ] Sim; [ ] Nao; Em caso afirmativo, informe qual:
Diabetes mellitus?[ ] Sim; [ ] Nao; [ ] Sim; [ ] Nao;

Doenga de Pela?[ ] Sim; [ ] N&o; Qual?

Doenga tireoidiana? [ | Sim; [ ] Nao; Qual?

4 - H.Familiar
Familiar com de HCV? [ ] Sim; [ ] Nao;

Em caso positivo, grau de parentesco:

Doenga associada ao HCV, se houver: [ ] Sim; [ ] Nao. Qual:

Provavel via de Infecgdo: [ | sexual, [ ] transfusdo, [ ] Drogas EV, [ ] amamentagéo, [ ] Ignorada

EXAME FiSICO GERAL

Estado clinico atual:

Em caso de outras doencgas, descreva o tipo:

- PA: mmHg FC: ppm

- Exame das mucosas:

- Linfonodomegalia?: [ ] Sim; [ ] Nao;
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- Exame da tiredide:

- Exame cardiovascular:

- Ausculta Pulmonar:

- Hepatomegalia/esplenomegalia?:

- Lesodes Cutaneas?:

- Sabe o genétipo do HCV?

- Sabe a Carga Viral do HCV?

- Fez tratamento para HCV? [ ] Sim[ ]| Nao. Em caso afirmativo, assinale esquema: [ ]IFN Alfa; [
1IFN Alfa + RBV [ ]| RBV [ ] IFN Pegilado [ ] UFN Pegilado + RBV.

- Se fez tratamento, houve alguma complicagdo do mesmo? [ ] Sim[ ] Ndo. Caso afirmativo,

assinale:

HISTORIA E EXAME NEUROLOGICO
1 - Queixa(S) Principal(is): [ ] Assintomatico; Neuropatia.

Caso tenha sintomas, descreva conforme o esquema: /nicio ha anos com

. Houve

entdo [ ]curso flutuante com melhoras e pioras; [ ] piora progressiva; [ ] estabilidade, [ ] melhora

progressiva, queixando-se agora de

2- Més e ano de inicio da doenga: /
3- Tempo total de doenga: meses
4- ldade do paciente ao aparecimento dos primeiros sintomas: anos

5- Usou algum medicamento prévio para controle dos sintomas anteriores? [ ] Sim; [ ] Nao;

Em caso positivo, indique qual(ais):

6- EXAME NEUROLOGICO ATUAL

eTremor postural? [ ] Sim; [ ] Nao;

eReflexo mandibular exaltado? [ ] Sim; [ ] Nao;

eSindrome piramidal de MMSS? [ ] Sim; [ ] Nao; [ ] > Direita; [ ] >Esquerda; [ ] Simétrica
«Sindrome piramidal de MMII? [ ] Sim; [ ] Nao; ; [ 1> Direita; [ ] >Esquerda; [ ] Simétrica
«Sindrome miopatica? [ ] Sim; [ ] Nao;

«Sindrome de ELA?[ ] Sim; [ ] Nao;

eHipo/arreflexia: [ ] Sim; [ ] Nao; [ ] Aquileana; [ ] MMII; [ ] Generalizada
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sParesia flacida? [ 1 Sim; [ ] Nao; Em caso positivo, especifique:

«Sindrome cordonal posterior de MMII? [ ] Sim; [ ] Nao;
eSindrome cordonal posterior de MMSS?[ ] Sim; [ ] Néo;
«Sindrome sensitiva superficial: distal de MMII? [ 1 8im; [ ] Néo; distal de MMSS?[ ] Sim; [ ] Néo;

nivel sensitivo? [ ] Sim; [ ] Nao; - Em caso positivo, qual:

eSindrome cerebelar? [ ] Sim; [ ] Nao; Em caso positivo: hemisférica D[ ] Sim; [ ] Nao;
hemisféricaE [ ] Sim; [ ] Nao; vermiana[ ] Sim; [ ] Nao; holocerebelar [ ] Sim; [ ] Nao;

eSindrome de Nn cranianos? [ ] Sim; [ ] Nao; - Em caso positivo, assinale qual {is)?: _

eSindrome radicular? [ ] Sim; [ ] Nao; — Em caso positivo, assinale o local;___ _ Raiz

acometida:

eHipotenséo postural? [ ] Sim; [ ] Nao;
«Qutra(s) sindrome(s)? [ ] Sim; [ ] Nao; Qualis)?

+Qutros sinais neurolégicos isolados? [ 1 Sim; [ ] Nao; Em caso positivo, descreva livemente:

MAPA DE DERMATOMOS (assinalar anormalidades, quando houver)

Dermatomes




ANEXO D - Ficha de Investigacdo Laboratorial

Ficha de Investigagdo Laboratorial

Nome:

Registro:
Hemoglobina (g/dl): __,_
Leucometria (x 10%): ___, _ Neu TSH

Linfécitos (%): __
Plaquetas (x 10%)
VHS:
FAN (R/NR): ___
Se positivo titulagdo: _ /
Fre: (R/INR): ___
Se positivo titulagdo: __ /
C3:
C4:
IGG:
IGA:
IGM:
Eletroforese de Ptns:
- Ab:
- Globulina:
- Gama:_____
CPV:
CV HTLV:
CD4:
CD8:
CD25:
CD19:
HCV Genétipo:
Uso de IFN (S/N):
Uso de Ribavirina (S/N):
CV de HCV:
Bidpsia hepatica (S/N):
Descri¢do das alteragdes:

TGO:

TGP:

GGT:

FA:
PCReativa:
Bb:

ENMG (S/N):
Descrigdo da ENMG:

Biépsia de nervo (S/N):
Descri¢ao da biopsia:

Parestesias (S/N):
Crioglobulinemia (S/N):
Titulagéo:

Tipo de Crioglobulinemia:
Vasculite (S/N):

Tipo:

Alteragéo cutanea (S/N):
Descri¢ao:
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ANEXO E - Cartédo para leitura e interpretacdo da genotipagem do

HCV

WSOy Bayver HealthCare

HCV Genotype Assay
(LiPA)
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