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Soroprevaléncia e perfil imunofenotipico de células linféides T em
individuos soropositivos para o virus linfotropico de células T
humanas

Seroprevalence and immunophenotypic profile of T lymphocyte cells in human
T lymphotropic virus seropositive individuals

Geane F. Soéuza!l O virus linfotrépico de células T humanas (HTLV) é transmitido por
Silvia M. M. Magalhaes? transfusdes, uso compartilhado de agulhas contaminadas, aleitamen-
Carlos M. C. Costa’ toe 9ontato sexual_. A prevaléncia varia de acordo com a regido geo-
A . gréfica, grupo racial e populacdo estudada. Cerca de 1% a 4% dos
Francisco D. Rocha Filho* individuos infectados desenvolvem algum tipo de doenca em decor-
Rosa M. S. Mota® réncia da infeccdo. E reconhecida a associagéo entre o HTLV-I e
leucemia de células T do adulto e paraparesia espastica tropical (PET).
Embora a maioria dos portadores permaneca assintomatica, existem
evidéncias de comprometimento funcional da resposta imune celu-
lar. Os objetivos desse trabalho foram avaliar a prevaléncia de
soropositividade para HTLV-I/1l na populacéo de doadores de sangue
do HEMOCE e analisar o perfil imunofenotipico de células linféides
circulantes em 26 doadores soronegativos, 11 soropositivos para HTLV-
| sintomaticos e 24 assintométicos, comparando-os entre si. A
prevaléncia da soropositividade para HTLV-I/11 foi de 0,66%. No grupo
de individuos contaminados pelo HTLV-1 houve predominio do sexo
feminino e a maior média de idade. O grupo soropositivo apresentou
menor valor de hemoglobina e o grupo sintomético evidenciou conta-
gem de neutrofilos significativamente mais elevada. A contagem mé-
dia de linfécitos ndo diferiu entre os grupos. A andlise imunofenotipica
mostrou que os valores médios de células CD3+, CD4+, CD8+ e rela-
¢ao CD4/CD8 néo diferiram significativamente entre os grupos. Uma
elevacao de células CD8+ no grupo soropositivo foi observada embora
n&o alcangasse significAncia estatistica. A ativacao de linfécitos CD8+
est envolvida na patogénese das doencas associadas ao HTLV-I. A
defini¢do do valor preditivo desse achado requer confirmac&o posteri-
or. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(1):33-38.
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Introducao

O virus linfotrépico de células T humanas
(HTLV) é mais comumente transmitido através
de transfusbes de hemocomponentes, uso com-
partilhado de agulhas contaminadas, aleitamento
materno e contato sexual. A soroprevaléncia
entre diferentes grupos etarios varia de acordo
com a regiao geogréafica, grupo racial e sub-
populacdo de risco. No Brasil, a soroprevaléncia
entre doadores de sangue varia de 0,08% a
1,35%, dependendo do estado brasileiro e do
tamanho da amostra.*?

O HTLV-1 é pouco replicativo. Seu genoma
é randomicamente integrado ao DNA humano
a partir da sua ligacdo com células linféides
CD4+. A amplificagdo viral deve-se principal-
mente a expansdo oligoclonal das células infec-
tadas. O virus é necessario, mas insuficiente
para o desenvolvimento do fenétipo maligno.

Cerca de 1% a 4% dos individuos contami-
nados desenvolvem algum tipo de doenca em
decorréncia da infec¢do.® Sdo patologias asso-
ciadas ao HTLV-I, a leucemia/linfoma de célu-
las T do adulto (LTA) e a paraparesia espastica
tropical (PET). A infeccdo esta também associ-
ada a indugdo de imunodeficiéncia e infeccBes
oportunisticas como pneumonite intersticial,
gamopatias monoclonais, estrongiloidiase, uvei-
tes e artropatias inflamatérias.*®

Embora a maior parte dos portadores per-
maneca assintomatica, existem evidéncias de
comprometimento funcional da resposta imune
celular. As doencas associadas caracterizam-se
por diferentes eventos imunolégicos e ocor-
rem independentemente entre individuos de
familias portadoras do HTLV-1.° A variacdo da
resposta imune é, provavelmente, responsavel
pela diversidade de manifestacdes clinicas apre-
sentadas na infecgdo pelo HTLV-1.”

Esse trabalho objetivou a avaliacdo da pre-
valéncia de soropositividade para HTLVI/II na
populacdo de doadores de sangue do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Cearda —
HEMOCE e a anélise das caracteristicas clinico-
laboratoriais dos individuos contaminados.
Considerando que o perfil imunofenotipico de
células linféides no sangue periférico reflete o
desempenho do sistema imune e, ainda, o
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tropismo do HTLV por linfocitos T e seu papel
na regulagdo da resposta imune, esse estudo
objetivou ainda analisar as subpopulac¢des
linfoides T no sangue periférico de individuos
soropositivos para o HTLV-I sintoméaticos e as-
sintomaticos no ano 2001, comparando-0s com
um grupo soronegativo de doadores aptos.

Casuistica e Métodos

No Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceard — HEMOCE, o doador soropositivo
para HTLV, identificado na avaliagdo de tria-
gem atraveés do teste ELISA (Abbott murex HTLV-
| e Il) é, habitualmente, convocado pelo servi-
¢o social para nova coleta. Uma nova amostra
é processada em duplicata pelo teste ELISA e
confirmada pelo Western Blot (WB) (Cambridge
Biotech). Os individuos com sorologia positiva
sdo encaminhados para ambulatério especia-
lizado para avaliagcdo, aconselhamento e segui-
mento.

Todos os individuos incluidos no estudo
apresentaram resultados negativos para os de-
mais testes soroldgicos rotineiramente realiza-
dos em doadores de sangue. ApGs entrevista e
consentimento prévio, foram coletadas amos-
tras de sangue com anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) em 35 indivi-
duos soropositivos e 26 doadores clinica e
laboratorialmente aptos para doacdo no ano
2001. A analise dos parametros hematoldgicos,
realizada em equipamento CELLDYN 3200
(Abbott), incluiu dosagem de hemoglobina e
contagem absoluta de neutroéfilos, linfocitos e
plaquetas. A andlise do perfil imunofenotipico
por citometria de fluxo, realizada no equipa-
mento FACSCount Immunocytometry System,
obedeceu os procedimentos recomendados pelo
fabricante (Becton-Dickinson - San Jose, CA,
USA). Foram utilizados os anticorpos mono-
clonais anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 (FACSCount
Reagents — 340167).

Os valores de referéncia utilizados para as
subpopulaces linfocitarias foram de 657 a
2010/mm? para CD3+, de 430 a 1367/mm? para
0 CD4+, de 205 a 717/mm?3 para o CD8+ e de
1,2 a 3,1 para a relacdo CD4+/CD8+. A analise
estatistica utilizou o teste Exato de Fisher para
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avaliar associagcdes entre as varia-
veis categorizadas. A andlise de
variancia no modelo com um fator

Tabela 1

Parametros hematoldgicos no sangue periférico de individuos

soropositivos e soronegativos para HTLV- |

fixo foi utilizada para testar a igual-

Hemoglobina Linfécitos Neutréfilos Plaquetas

Grupos Analise
T Lo . L 3 /mm?3 /mm3
dade das médias de variaveis conti- _ gid fmm mm mm
nuas entre os grupos. O teste de . ok Media 15,9 2117 4015 201.850
contrastes independentes foi utili- DP 2,54 0,71 1,52 75,70
zado como poOs-teste. Média 13,97 2.305 3.848 238.920
Assintomatico
DP 1,21 0,74 1,86 78,28
Resultados Média 13,70 2.158 5.350 250.090
Sintomatico
A prevaléncia da soroposi- bP 1.89 0.64 145 4932
tividade para o HTLV-I/Il pelo tes-  * DP: desvio padréo
te de ELISA na populacéo geral
de doadores (n=264.593) variou de
Tabela 2

0,45% a 0,74%, com um valor to-
tal de 0,66% no periodo de 1997
a 2001. Dentre os 1.758 casos rea-

Caracterizacao imunofenotipica de subpopulacdes
linfocitarias em sangue periférico de individuos soropositivos

e soronegativos para o HTLV- |

tivos, 777 (44,2%) foram testados

, . . Grupos Andlise CD3+ (mm?®) CD4+ (mm?®) CD8+ (mm?® CD4/CD8
também pelo WB, evidenciando re-
sultados positivos em 40,8%, in- Média 1.379 799,19 494,27 1,73
. 0 . Controle
determinados em 43,0% e negati- DP 397,40 266,40 190,00 0,53
0,
vos em 16,2%. g g Média 1616 950,75 607,79 1,71
N no 2001 indivi- Assintomatico
0 ano 2001, dos 339. DP 586,73 335,28 292,36 0,52
duos com teste ELISA positivo, 97 o
realizaram teste confirmatorio pelo  giyomaico 0 4440 77036 62191 143
WB. Dos 56 casos confirmados DP 433,06 245,77 294,71 0,72

(57,7%), 43 exibiram padrao eletro-

* DP: desvio padréo

forético compativel com o HTLV-I
(76,8%).

Para a caracterizacdo imunofenotipica das
subpopulacdes de linfécitos T circulantes fo-
ram avaliados 35 pacientes soropositivos para
HTLV-I, sendo 24 assintomaticos e 11 com si-
nais e sintomas neuroldgicos. O grupo controle
foi composto por 26 doadores soronegativos.
A analise da distribuicdo dos casos em funcédo
do sexo mostrou um maior percentual de sexo
feminino no grupo de pacientes soropositivos
(57,1%) quando comparado com 0 grupo con-
trole (7,7%) (p<0,0001).

A média de idade foi de 53,1 anos (28-76)
no grupo sintomatico, 43,7 anos (19-68) no gru-
po assintomatico e 32,9 anos (19-58) no grupo
controle. A analise comparativa das médias mos-
trou diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos controle e sintomatico
(p<0,0001), controle e assintomatico (0,004), e
sintomatico e assintomatico (p=0,045).
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A analise de variancia dos valores médios
de hemoglobina entre 0s grupos mostrou dife-
rencgas significativas quando se compararam 0
grupo controle e soropositivo assintomatico
(p=0,02), o grupo controle e positivo sintoma-
tico (p=0,03). Em ambos os casos, os individu-
0S soropositivos apresentaram, em média, me-
nor dosagem de hemoglobina. Os valores mé-
dios da contagem absoluta de linfécitos no san-
gue periférico ndo diferiram de forma signifi-
cativa entre os grupos (p=0,63). A analise com-
parativa entre as médias das contagens de
neutrofilos mostrou diferenca significativa en-
tre 0s grupos controle e sintomatico (p=0,02) e
soropositivo sintomatico e assintomatico
(p=0,01). Em ambos 0s casos, 0 grupo soro-
positivo sintomatico apresentou maior valor
absoluto de neutrofilos. A avaliagcdo da conta-
gem de plaquetas ndo evidenciou diferenca sig-
nificativa entre os grupos (p=0,09) (Tabela 1).
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Fig. 1-Valor médio da contagem de células CD8+ no sangue
periférico nos grupos estudados

A caracterizacdo imunofenotipica das sub-
populagBes linfocitarias T, através da analise
de variancia dos valores médios, mostrou re-
sultados equiparaveis entre 0s grupos para as
contagens de células CD3+, CD4+, CD8+ e re-
lacdo CD4+/CD8+ (Tabela 2). A contagem mé-
dia de células CD8+ foi superior nos grupos
soropositivo sintomatico e assintomatico (Figu-
ra 1) e, ainda, a relagdo CD4/CD8 foi menor no
grupo soropositivo sintomatico (Figura 2). Es-
sas diferengas, no entanto, ndo alcancaram sig-
nificado estatistico (p=0,20 e p=0,32, respecti-
vamente).

Discussao

A obrigatoriedade dos testes de triagem
para HTLV em bancos de sangue passou a clas-
sificar os doadores em trés categorias com re-
lacdo ao estudo soroldgico: soronegativos, ap-
tos para doacdo; soroindeterminados; soropo-
sitivos, inaptos para doagdo. Consequientemente
surgiu uma demanda crescente por assisténcia
médica especializada, para aconselhamento e
seguimento de individuos contaminados, fonte
potencial de infeccdo, apos a realizacdo de tes-
tes confirmatorios.

No Brasil, a soroprevaléncia média para
HTLV-I/1l entre doadores de sangue é de cerca
de 0,46%, com valores que oscilam entre 0,08%
e 1,35%. Valores mais baixos sdo observados
na regido sul (0,08%) e mais elevados na re-
gido nordeste (1,35%).128° A prevaléncia mé-
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Fig. 2 — Valor médio da relagcéo CD4+/CD8+ no sangue
periférico nos grupos estudados

dia encontrada nesse estudo foi de 0,66%, um
valor baixo quando comparado a outro estado
nordestino, mas elevado quando comparado a
soroprevaléncia de 0,025% relatada em popu-
lacdo de doadores americanos.’ E provavel que
a soroprevaléncia para a populagdo geral, ba-
seada em doadores de sangue, esteja ainda su-
bestimada, quando se considera que a maioria
dos doadores é composta por individuos jo-
vens, do sexo masculino, e a soropositividade
para o HTLV-l1 em zonas endémicas €, sabida-
mente, mais elevada em mulheres com idade
superior a 60 anos.™

Uma tendéncia para maior positividade nas
mulheres tem sido observada mundialmente. Sdo
justificativas provaveis a maior vulnerabilidade
para transmissdo da infeccdo pelo homem e a
maior freqiiéncia de transfusbes sanguineas em
mulheres.? Individuos soronegativos sdo, em
geral, mais jovens que aqueles soropositivos. Essa
inclinagcdo ascendente em relagdo a idade de-
corre do longo periodo que transcorre entre a
infeccdo e as manifestacbes de doenca.™®

Poucos estudos investigaram a contagem
de neutrdfilos em pacientes infectados. Brito-
Melo e colaboradores ndo observaram diferen-
ca significativa entre individuos infectados e
néo infectados.** No presente estudo, uma maior
contagem média de neutrofilos no grupo soro-
positivo sintomatico foi observada, embora sem
neutrofilia.

A integracdo do virus ao genoma das célu-
las T resulta na producéo continuada de quanti-
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dades aumentadas de interleucina-2 e seu re-
ceptor. Essa estimulacdo autdcrina participa no
processo leucemogénico envolvido na génese
da LTA. Na PET, observa-se um estado de
hiperimunidade, com elevacdo dos niveis de
anticorpos no soro e liquido cefalorraquidiano
e aumento da resposta dos linfécitos T ao
HTLV.%1

Resultados conflitantes de anélise imuno-
fenotipica de células linféides em sangue peri-
férico de individuos soropositivos para HTLV
tém sido relatados. Lal e colaboradores obser-
varam contagem de células CD4+ e CD8+ com-
paraveis no grupo soropositivo e controle.’® No
estudo de pacientes portadores de PET, reali-
zado por Blank e colaboradores, os valores de
CD3+, CD4+ e CD8+ se apresentaram dentro
dos limites normais.” Brito-Melo e colaborado-
res, na analise imunofenotipica de pacientes
soropositivos assintomaticos, sintomaticos com
PET e oligossintomaticos, verificaram que a
média das contagens de CD3+, CD4+ e CD8+
foi significativamente maior no grupo de soro-
positivos com PET. No presente estudo, uma
contagem de células CD8+ aumentada foi ob-
servada no grupo soropositivo, embora a dife-
renca nao alcancgasse significancia estatistica.
O papel da ativacao de células T na patogénese
da PET tem sido discutido em muitos estudos.
O mecanismo imunopatoldgico, no entanto, ndo
esta ainda definido. E provavel que esse au-
mento de células CD8+ resulte da ativacdo e
proliferacdo aumentadas de células CD4+. O
aumento de células CD8+ pode representar ati-
vacao de resposta imune e inicio de desenvol-
vimento de doenca. Estudos posteriores sdo ne-
cessarios para definir o valor preditivo desse
achado.

Abstract

Human T lymphotropic virus (HTLV) can be
transmitted by transfusions of cellular blood products,
shared use of contaminated syringes, breast feeding
and sexual intercourse. The prevalence of the infection
varies according to geographic region, racial group,
and population under risk. About 1% to 4% of the
infected individuals develop some form of infection-
related disease. The association of HTLV-1 with Adult

37

37

T-Cell Leukaemia, as well as the Tropical Spastic
Paraparesis, is presently well recognised. Although most
HTLV-I-infected individuals remain asymptomatic,
there are indications that cellular immune responses
are functionally impaired. The aims of this study were
to determine the prevalence of HTLV-I/1l seropositivity
among blood donors in HEMOCE and analyse the
immunophenotypic profile of peripheral lymphocytes
in 26 HTLV-l seronegative blood donors, 11
symptomatic and 24 asymptomatic HTLV-I seropositive
individuals. The prevalence of HTLV-I/Il was 0,66%. In
the infected group a predominance of females was
observed as well as a higher average age. The mean
hemoglobin value was found to be significantly lower
in this group and the mean polymorphonuclear
neutrophil count was significantly higher among the
symptomatic individuals. The mean lymphocyte and
platelet count were not significantly different between
the groups. Immuno-phenotyping evaluation revealed
that the mean CD3+, CD4+, CD8+ T cell counts, as
well as the CD4+/CD8+ ratio were not significantly
different between the groups. A slightly higher mean
CD8+ T lymphocyte count was observed in the
seropositive individuals, although it did not reach
statistical significance. The activation of CD8+ subset
is known to be part of pathogenesis of HTLV-I-related
diseases. The predictive value of this immunological
finding needs further and long-range studies. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2003;25(1):33-38.

Key words: Seroprevalence; HTLV-I/II; T lymphocytes;
immunophenotyping.
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