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RESUMO

As mulheres profissionais do sexo (MPS) constituem uma populagdo
vulnerdvel a aquisicdo de doengas sexualmente transmissiveis (DST) em virtude do tipo
de atividade que desempenham. O presente trabalho teve como objetivo descrever a
soroprevaléncia da infec¢do e a caracterizacdo molecular do HIV e do HTLV de MPS
do Estado do Pard, Brasil. Coletou-se amostra de sangue de 339 MPS, sendo 105
provenientes da cidade de Barcarena, 31 da cidade de Augusto Correa, 98 da cidade de
Braganca e 105 da cidade de Belém, no periodo de abril de 2005 a agosto de 2006.
Todas as amostras de plasma foram testadas para a presenca de anticorpos anti-HTLV-
1/2 e anti-HIV-1/2, por meio do uso de um ensaio imunoenzimético. As amostras
reativas para o HTLV foram submetidas a confirmacdo por métodos moleculares,
enquanto que as reativas para o HIV foram confirmadas por imunofluorescéncia
indireta. A prevaléncia do HIV-1 e do HTLV-1 na populacdo estudada foi de 2,3% e
1,76 %, respectivamente. A amplificacdo do gene pro do HIV-1 revelou os subtipos B e
F, enquanto que as amostras de HTLV foram classificadas como HTLV-1 do subtipo
Cosmopolita do subgrupo Transcontinental. Houve uma associacdo significativa da
infeccdo pelo HIV-1 com a faixa etdria, com o nlimero de parceiros por semana e com o
uso inconstante de preservativos. Entretanto, a infeccdo pelo HTLV-1 s6 mostrou
associacdo significativa em relacdo ao uso inconstante de preservativo. A relacdo sexual
foi a mais provével via de aquisi¢do da infeccio pelos dois agentes virais, uma vez que
o relato de uso de drogas endovenosas foi raro. Sendo assim, as MPS necessitam de
maior atengdo dos 6rgdos publicos de satide quanto a prevencdo e monitoramento de
agentes transmissiveis por via sexual, uma vez que estas podem ser importantes na

aquisi¢do e disseminacdo destes agentes.
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ABSTRACT

The Women’s Professional of the Sex (WPS) constitute a vulnerable
population to the acquisition of sexually transmissible illnesses (STI) in virtue of the
type of activity that they play. The present work had as objective to describe the
serumprevalency of the infection and the molecular characterization of the HIV and the
HTLYV of WPS of the State of Para, Brazil. Blood sample’s of 339 WPS were collected,
being 105 proceeding from the city of Barcarena, 31 of the city of Augusto Correa, 98
of the city of Braganga and 105 of the city of Belém, in the period of April of 2005 the
August of 2006. All the plasma samples had been tested for the presence of antibodies
anti-HTLV-1/2 and anti-HIV-1/2, by means of the use of a immune enzimatic assay.
The prevalence of the HIV-1 and the HTLV-1 in the studied population was of 2,36%
and 1,77%, respectively. The amplification of the gene pro of the HIV-1 disclosed
subtypes B and F, whereas the samples of HTLV, had been classified as HTLV-1 of the
Cosmopolita subtype of the Transcontinental sub-group. It had a significant association
of the infection for the HIV-1 with the age band, the number of partners per week and
with the capricious use of condoms. However, the infection for the HTLV-1 alone
showed significant association in relation to the capricious use of condom. The sexual
relation was the most likely way of acquisition of the infection for the two viral agents,
considering that the report of use of injective drugs was rare. Being thus, the WPS need
bigger attention of the public agencies of health, specially in relation to the prevention
and monitoring of transmissible agents by sexual pathways, as these can be important in

the acquisition and dissemination of these agents.
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1. INTRODUCAO

Os retrovirus formam um grupo de virus pertencentes a familia
Retroviridee. Nessa familia encontram-se virus que infectam primariamente vertebrados
e estdo associados a doencas neuroldgicas, a transformagdo celular e a quadro de
imunodeficiéncia, sendo similares na estrutura fisica, na organizacdo do genoma e no
modo de replicag@o (Coffin, 1996).

A familia Retroviridae é dividida em duas subfamilias: Orthoretrovirince
e Spumaretrovirince. A subfamilia Orthoretrovirine é formada por seis géneros:
Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus e
Lentivirus, enquanto a subfamilia Spumaretrovirinee é formada por apenas um género:
Spumavirus (Murphy et al., 1996; ICTV, 2004).

O Virus linfotrépico de células T humanas 1 (HTLV-1), o primeiro
retrovirus humano identificado, estd classificado no género Deltaretrovirus. Esse virus
foi isolado em 1980 de pacientes com Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto
(LLcTA) (Poiesz et al., 1980) e, posteriormente, associado ao quadro de distirbios
neurodegenerativo denominado de Paraparesia Espdstica Tropical/Mielopatia associado
ao HTLV-1 (PET/MAH) (Gessain et al., 1985).

No ano de 1982 foi isolado o HTLV-2 a partir de células T derivadas do
baco de um paciente com uma forma rara de leucemia (Kalyanaraman et al., 1982). No
ano de 2005, foram identificados, em populacdes de areas rurais de Camardes, dois
tipos distintos de HTLV, denominados de HTLV-3 e HTLV-4 (Calattini et al., 2005;
Wolfe et al., 2005).

O Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) esta classificado no género

Lentivirus, isolado em 1983 (Barre-Sinoussi ef al., 1983), denominado inicialmente de
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virus associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty associated virus — LAV) pelo grupo
liderado por Luc Montaigner, do Instituto Pasteur de Paris e Virus linfotrépico de
células T humana tipo III (HTLV-III) pelo grupo de Robert Gallo dos Estados Unidos
(Gallo et al., 1984). Posteriormente, em 1986, essas denominacdes foram substituidas
em favor da denominacdo Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) (Coffin et al.,
1986). Nesse mesmo ano, um outro virus com caracteristicas semelhantes foi descrito,
tendo sido denominado Virus da imunodeficiéncia humana 2 (HIV-2) (Clavel et al.,

1986).

1.1. BIOLOGIA DO HIV-1

O HIV-1 possui um envelope formado por uma bicamada lipidica
derivada da membrana plasmdtica da célula hospedeira, com glicoproteinas virais
expostas na superficie (gp120) e glicoproteinas transmembrana (gp41) (Freed, 1998). A
matriz (MA) esté localizada entre envelope e o capsideo, sendo composta pela proteina
p17 que forma uma estrutura compacta a partir de proteinas o e B-pregueadas (Turner &

Summers, 1999; Figura 1).

RNA viral

epl20

MA

CA

Figura 1 — Estrutura morfolégica do HIV-1 (Adaptado de Sierra et al., 2005).
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O capsideo, de natureza protéica e simetria icosaédrica, protege o
genoma viral que é constituido de duas moléculas iguais de 4cido ribonucléico (RNA)
de fita simples e polaridade positiva que, juntamente com a protease (PR), a
transcriptase reversa (TR) e a integrase (IN), formam o nucleocapsideo viral (Turner &
Summers, 1999).

Os retrovirus apresentam trés genes estruturais comuns a familia
Retroviridee: gag, pol e env. O gene gag codifica as proteinas da MA, do capsideo (CA)
e do nucleocapsideo (NU); o gene pol codifica as enzimas TR, IN e PR, enquanto que
env codifica as glicoproteinas do envelope (gpl20 e gp41). Além desses genes
estruturais, o HIV-1 possui seis genes regulatorios: tat, rev, vpr, vpu, nef e vif (Coffin,
1996; Figura 2). Esses genes sdo delimitados por duas regides terminais longas e

repetitivas chamadas LTR (Long Terminal Repeats) (Greene, 1991).

_

gag viT

LTR LTR

pol vpr

Figura 2 — Representacdo esquemdtica do genoma do HIV-1, mostrando os genes
estruturais (gag, pol, e env) e regulatérios (tat, rev, vpr, vpu, nef e vif) (Adaptado de

Sherman & Greene, 2002).



19

O gene nef e o gene vpu codificam proteinas que, dentre outras fungdes,
destacam-se pela reducdo da quantidade de receptores de membrana (CD4), presentes
principalmente nos linfécitos T auxiliares, nos mondcitos e nas células dendriticas e na
diminui¢do das proteinas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I na
superficie celular, protegendo as células infectadas do reconhecimento e lise pelos
linfécitos T citotéxicos (Arold & Baur, 2001; Deora & Ratner, 2001; Greenway et al.,
2003; Montal, 2003; Petersen et al., 2003).

A proteina Vif € sintetizada no final do ciclo de replicacdo viral,
possivelmente estando relacionada com a montagem, a maturagdo e o brotamento das
particulas virais (Madani & Kabat, 2000; Zhang et al., 2000; Gaddis et al., 2003; Lake
et al., 2003).

A proteina Vpr regula a expressdo dos genes virais induzindo as células
infectadas a permanecerem na fase G2 do ciclo celular. Além disso, é importante no
transporte do complexo de pré-integracdo (CPI) do citoplasma para o nucleo,
constituido do DNA proviral, TR, p17, IN e a proteina Vpr (Sawaya et al., 2000;
Eckstein et al., 2001; Sherman & Greene, 2002).

A proteina Rev se liga ao RNA viral ndo processado, em uma regido
chamada de rev response element (RRE) e, juntamente com a proteina nuclear celular
exportina-1, transporta-o do niicleo para o citoplasma da célula infectada (Ohno et al.,
1998). A proteina Tat atua ativando a transcricdo, pois se liga ao RNA mensageiro
(mRNA), recrutando proteinas celulares, como a ciclina T e a proteina quinase 9
dependente de ciclina, que estimulam o alongamento da transcri¢do (Bayer et al., 1995;

Wei et al., 1995; Turner & Summers, 1999).
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1.1.1. Replicacao do HIV-1

O ciclo de replicacio do HIV-1 pode ser considerado como uma
seqliéncia de eventos que se inicia a partir da interacdo entre as glicoproteinas
localizadas na superficie do envelope viral (gp120) e as moléculas CD4 presentes na
célula hospedeira (Wyatt & Sodroski, 1998). Posteriormente, ocorre mudanca na
conformacdo da gpl20, permitindo sua interacio com a molécula receptora de
quimiocina, como a CCRS ou a CXCR4 (Overbaugh et al., 2001). A interacio com o
receptor de quimiocina causa nova mudanga conformacional na gpl20 que,
conseqiientemente, permite a gp4l promover a fusdo do envelope viral com a
membrana da célula-alvo, culminando assim com a penetragdo do virus na célula
hospedeira (Goldsmith & Doms, 2002; Sherman & Greene, 2002; Gallo et al., 2003;
Figura 3). Uma outra forma usada pelo HIV-1 para penetrar na célula-alvo se da por

meio da endocitose mediada por receptor com posterior fusdo do envelope viral com a

membrana do endossoma (Marechal et al., 1998).

HIV1

. \ Montagem
el o # Brotamento

Exportagao
Nuclear
Poro

Nuclear DNA

» Cromossomal
N\

N -/.
A\
Importagao AN J-
~ ;‘ "" J

Adsor¢ao

Nuclear
Integragéo
Nucleo

* Desnudamento Microtubulo

Figura 3 — Representacdo esquemadtica da replicacdo do HIV-1 (Adaptado de Sherman

& Greene, 2002).
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No citoplasma da célula hospedeira ocorrem vdrios eventos que se
iniciam com a transcricdo reversa do genoma viral. O RNA gendmico serve como
molde para a sintese de uma molécula de 4cido desoxirribonucléico (DNA) por agdo da
TR, resultando em um filamento hibrido RNA-DNA (Lanchy et al., 2000). Em seguida,
ocorre a degradacdo da fita simples de RNA, pela acdo de ribonuclease que a TR
apresenta, com subseqiiente duplicagdo do DNA, levando a formacgdo do CPI (Beerens
& Berkhout, 2002; Sherman & Greene, 2002). O CPI entra no nicleo por meio dos
poros nucleares, formados por grandes estruturas de proteinas transmembrana chamadas
importinas (Zennou et al., 2000). A integracdo do DNA viral ao genoma da célula
hospedeira € catalisada pela enzima integrase (Asante-Appianh & Skalka, 1997).

O genoma proviral integrado ao material genético da célula infectada
entra na fase tardia da replicacdo com a transcricdo e o processamento do RNA viral. Os
transcritos irdo dar origem ao RNA gendmico e a sintese de proteinas estruturais das
particulas em processo de montagem (Nydegger et al., 2003). Nessa etapa, o RNA
gendmico e as proteinas estruturais do virus s@o transportados para a membrana
plasmatica, onde haverd a montagem de novas particulas virais que finalmente serdo
liberadas para o meio extracelular por exocitose (Pelchen-Matthews et al., 2003;

Scarlata & Carter, 2003).

1.1.2. Heterogeneidade genética do HIV-1

Uma das principais caracteristicas do HIV-1 € a sua grande diversidade
genética. A anilise molecular e filogenética do virus isolado na Africa e em outras
regides do mundo indica a existéncia de trés grupos: M (main), grupo N (non-M/non-0)

e grupo O (Outlier) (McCutchan, 2000; Holzmayer et al., 2005; Zhang et al., 2005a).
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Essa variag@o pode ser devida a erros de leitura da TR durante o processo de replicacio,
a pressdo da resposta imunolégica, a eventos de recombinag¢do e ao uso de terapia
antiretroviral (Jetzt et al., 2000; Kelleher et al., 2001; Perrin et al., 2003).

A andlise filogenética do HIV-1 tem mostrado que o grupo M encontra-
se dividido em 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K), em 8 sub-subtipos (Al, A2, A3,
A4, F1, F2, J1 e J2) (Delgado et al., 2002, Papa et al., 2002; Meloni et al., 2004; Zhang
et al., 2005a; Vidal et al., 2006) e em 34 formas recombinantes circulantes (CRF), tais
como: CRFO1_AE, CRF02_AG, CRF03_AB, CRF04_cpx, CRF05_DF, CRF06_cpx,
CRF(07_BC, CRF08_BC, CRF09_cpx, CRF10_CD, CRFIl1_cpx, CFRI12_BF,
CRF13_cpx, CRF14_BG, CRFI15_01B, CRF16_A2D, CRFI17_BF, CRF18_cpx,
CRF19_cpx, CRF20_BG, CRF21_A2D, CRF22_01A1, CRF23_BG, CRF24_BG,
CRF25_cpx, CRF26_AU, CRF27, CRF28_BF, CRF29_BF, CRF30, CRF31_02Al,
CRF32_06A1, CRF33_01B, CRF34_01B. (www.hiv.lanl.gov/content/hiv-

db/CRFs/CRFs.html).

1.1.3. Epidemiologia do HIV-1

Segundo a UNAIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS) e a
OMS (Organizagdo Mundial de Satide), no ano de 2005, cerca de 40,3 milhdes de
pessoas no mundo eram portadoras do HIV-1 e ocorreram, aproximadamente, 4,9
milhdes de novas infec¢des (Figura 4). Desde o inicio da epidemia, ja evoluiram para

6bito mais de 25 milhdes de pessoas (UNAIDS/WHO, 2005).
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Figura 4 — Estimativa do nimero de pessoas infectadas pelo HIV-1 de acordo com a

regido geogrifica (Adaptado de UNAIDS/WHO, 2005).

1.1.4. Modos de transmissao do HIV-1

Estudos epidemioldgicos demonstraram que a maioria das infeccoes
causadas pelo HIV-1 ocorreu por meio da transmissdo sexual, pois o virus pode ser
encontrado no sémen, tanto na forma livre, como associado a célula (Kashuba et al.,
1999; Delwart et al., 2000; Pao et al., 2005). Essa forma de contaminacdo € a
predominante entre mulheres profissionais do sexo (MPS) em vdrios paises do mundo,
como na Africa (Ghys et al., 2001), no Vietna (Tran et al., 2005), no México (Petterson
et al., 2005) e no Brasil (Aratjo et al., 2006).

Na Africa do Sul, as principais formas de aquisicio do HIV sdo as
relacdes heterossexuais e materno-infantil, enquanto que na Franga a forma

predominante € o contato sexual (Morison, 2001; Vanchot et al., 2004). Em Cuba, um
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estudo realizado em vdrias provincias, indicou maior prevaléncia do HIV-1 entre
homens com comportamento bissexual (Taboada et al., 2000).

Em alguns paises como China, Tailandia e Alemanha, a transmissdao do
HIV-1 ocorreu pela via parenteral entre usudrios de drogas injetdveis (UDI) e
adicionalmente por contato sexual (Yu et al., 2002; Saidel et al., 2003; Harris et al.,
2005). Resultado semelhante foi encontrado no Sul e Centro Sul do Brasil (Martinez et
al., 2002; Teixeira et al., 2004). Contudo, nas dltimas décadas, nos EUA e no Brasil tem
aumentado o nimero de mulheres infectadas pelo HIV-1 por relagdes heterossexuais
como forma predominante de contdgio (Martinez et al., 2002; Fernandes et al., 2005;
Wenzel & Teucker, 2005).

A transmissdo do HIV-1 da mulher grdvida para o seu concepto pode
ocorrer de trés maneiras distintas: intra-titero, no decorrer do nascimento e no pés-parto,
neste caso por meio do aleitamento materno (Bryson, 1996; Orloff et al., 1996; Dabis et
al., 2000; Fowler & Newell, 2002). Além desses fatores, a doenca materna avancada é
também um fator de risco, pois taxas aumentadas de transmissao sdo encontradas entre
maes com baixos niveis de CD4 ou com sintomas da doenca (Orloff et al., 1996).

No caso do aleitamento materno, ja foi comprovada a presenga do virus
em amostras de leite humano e no colostro (Read, 2003). Isso representa um risco
adicional de infeccio de 7,0% a 22,0%, dependendo do tempo de exposicdo e
suscetibilidade da crianga (Embree et al., 2000; Bhana et al., 2002).

Virias estratégias podem ser adotadas com a finalidade de reduzir a
transmissdo vertical, dentre elas destacando-se a reducdo da carga viral com o uso de

antiretrovirais e a intervengdo com cesdrea eletiva (realizada antes de instalado o
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trabalho de parto e da ruptura das membranas amniéticas) (Cannor et al., 1994;
Mandelbrot et al., 1999; Sedgh et al., 2004; Duarte et al., 2005).

A transmissdo pela via parenteral do HIV-1 ocorre, principalmente,
através de instrumentos contaminados entre UDI, o que foi demonstrado em varios
estudos realizados em paises da Europa Ocidental, nos EUA e na América Latina com
essa populacdo (Delgado et al., 2002; Bobkov et al., 2004; Teixeira et al., 2004). No
caso especifico das MPS, o uso de drogas injetdveis é um fator de risco adicional quanto
a aquisi¢do do HIV (UNAIDS, 2006). Ademais, outra forma de aquisicdo do HIV-1 se
da por transfusdo de sangue, porém esta ji ndo representa mais um fator de risco
importante como no inicio da epidemia (Fernandes et al., 2002).

O HIV-1 também pode ser adquirido por profissionais de saide em caso
de acidentes com materiais perfuro-cortantes contaminados com sangue, ou ainda pelo

contato com secregdes de pacientes portadores do virus (Machado et al., 2002).

1.1.5. Distribuicio geografica do HIV-1
1.1.5.1. Distribuicio geografica do HIV-1 na Africa

A distribuicio mundial do HIV-1 é heterogénea, mas a Africa
subsaariana apresenta 60% do total de infecc@o pelo virus no continente, somando 25,8
milhdes de portadores (UNAIDS, 2005). A diversidade genética do HIV-1 € elevada
nos paises do continente africano, onde a maioria dos subtipos do grupo M, assim como
os grupos N e O, ji foram isolados (Osmanov 2002; Peeters et al., 2003; Roque et al.,

2004; Kandathil et al., 2005; Figura 5).
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Figura 5 — Distribui¢do geogréfica dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

do HIV-1 na Africa (Adaptado de Peeters et al., 2003).

O subtipo C do HIV-1 é a cepa dominante na epidemia dos paises
localizados ao sul da Africa, principalmente, em Limpopo, Burundi, Zdmbia e Malawi
(Koch et al., 2001; MacCormack et al., 2002; Bessong et al., 2005; Munkanta et al.,
2005). Em Angola, uma ampla diversidade de subtipos do HIV-1 pode ser encontrada,
pois com apenas 48 seqii€ncias obtidas dos genes env e gag encontram-se oito subtipos
(Al, C, H, J, G, A2, F1 e D) e mais seis formas recombinantes (A1/H, A1/G, C/A2,
F1/B, G/B e G/H) (Bartolo et al., 2005).

A distribuicdo de subtipos e a propor¢cdo de formas recombinantes do

HIV-1 na Africa dependem do pais em questdo. Isso ficou evidente a partir de
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levantamentos moleculares realizados em paises como a Republica Democritica do
Congo, pois a andlise dos genes gag e env permitiram a descricdo de vdrios subtipos
(A1, A2, B, C, D, E, F, G, H, J e K) e diversas formas recombinantes (CRFO1_AE,
CRF02_AG, CRF05_DF, CRF11_CPX, CRF13_CPX) (Vidal et al., 2000; Poveda et
al., 2005; Yang et al., 2005). Na regido sudeste da Tanzania, Myeba, a freqiiéncia dos
subtipos foi: A (25%), C (55%), D (9%) e a forma recombinante CRF10_CD, descrita
pela primeira vez nesse pais (Hoelscher et al., 2001; Kiwelu et al., 2005).

No Quénia e paises vizinhos como Etiépia, Somdlia e Sudao, a andlise
parcial de seqiiéncias do gene env, revelou 50% do subtipo A, 39,0% do subtipo C e
11,0% do subtipo D, refletindo a predominancia desses trés subtipos nessas localidades
(Peeters et al., 2003; Yang et al., 2003; Khamadi et al., 2005). Por outro lado,
resultados semelhantes foram encontrados na Costa do Marfim, Camardes e Senegal
(Toni et al., 2005; Zhang et al., 2005a).

Servais et al. (2004), estudando a diversidade genética do gene pol para o
HIV-1 em Ruanda, isolaram os subtipos C e D e o sub-subtipo Al, como formas
predominantes entre mulheres gravidas. Além desses subtipos, foi identificada a forma
recombinante A/C. Esses subtipos podem também ser detectados ndo s6 em centros
urbanos, mas também em 4areas rurais, como ja foi documentado em Malavi

(MacCormack et al., 2002).

1.1.5.2. Distribuicio geografica do HIV-1 na Asia
No continente asidtico, estima-se que 8,3 milhdes de pessoas eram
portadores do HIV-1 no ano de 2005. Nesse mesmo ano ocorreram 1,1 milhdo de novas

infeccoes (UNAIDS, 2005). Dados de epidemiologia molecular revelaram que os
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subtipos A, B, C, D, E, G e as formas recombinantes CRFO1_AE, CRF02_AG, no Japdo

e em Taiwan, eram as cepas predominantes (Lee et al., 2000; Kato et al., 2003; Figura

6).
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Figura 6 — Distribuicdo geogrifica dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

do HIV-1 na Asia (Adaptado de www.vermundo.com).

Os primeiros casos de infec¢do pelo HIV-1 na China foram detectados
entre UDI na provincia de Yunnan em 1989 (Zheng et al., 1994). Nessa regido e
Shandong os subtipos B, B’, C e as formas recombinantes CRF07_BC, CRF08_BC,

CRF02_AG, CRF01_AE, sdo predominantemente distribuidos entre UDI. Em contraste,
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o subtipo B’ era a forma predominante entre heterossexuais antes de 1997, enquanto
que os recombinantes ocorriam em baixas freqiiéncias nessa categoria (Yu et al., 2002;
Li et al., 2005; Zhang et al., 2005b).

Na Malasia hd vérias cepas em circulagdo, mas no grupo de UDI foi
descrita uma nova recombinacdo intrasubtipo denominada CRFO1_AE/B com
prevaléncia de 65% em ambos os genes TR e PR analisados (Tee et al., 2005). Alguns
paises da Asia apresentam algumas cepas relacionadas a determinadas categorias de
exposicdo. No Vietnd, as formas recombinantes CRFO1_AE, CRF10_CD sio isoladas
de forma predominante entre UDI (Ha et al., 2004), o subtipo B e os tipos
recombinantes CRFO1_AE e CRF0O1_AE/B sdo também mais freqiientes nesse mesmo
grupo, na Tailandia (Tovanabutra et al., 2004).

Na India, o principal subtipo circulante é o C, principalmente entre UDI e
MPS, embora outros subtipos como o A e o B, e as formas recombinantes CRFO1_AE e
B/C possam ser encontradas (Deshpande et al., 2004; Tripathy et al., 2005). No
Uzbequistdo, os subtipos citados e a forma recombinante CRFO3_AB sdo as formas

mais freqiientes desse agente viral (Rhodes er al., 2002; Kurbanov et al., 2003).

1.1.5.3. Distribui¢@o geografica do HIV-1 na Europa

Segundo a UNAIDS, no ano de 2005, apenas no oeste europeu mais de
720 mil pessoas eram portadoras do HIV (UNAIDS, 2005). Ademais, estudos
moleculares realizados nesse continente demonstram grande variedade de subtipos do
HIV-1 circulando, embora o predominio de subtipos como o B seja sugerido (Osmanov

et al., 2002; Wainberg, 2004; Figura 7).
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Figura 7 — Distribui¢do geogréfica dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

do HIV-1 na Europa (Adaptado de www.journey-zone.com).

Levantamento epidemiolégico, realizado na Grécia com pacientes
portadores do HIV-1, revelou maior prevaléncia do subtipo B e uma menor freqiiéncia
do subtipo A, além das formas recombinantes, entre as quais se destacam CRF04_cpx e
CRFOI1_AE (Adwan et al., 2000; Papa et al., 2002). Dados semelhantes ji foram
relatados na Franga e na Bélgica, embora subtipos ndo-B, como A, C, D, E, F, G, H,J e
mais os recombinantes CRFO1_21B, CRF02_AG, CRF02_C/A, possam ser isolados em
diferentes freqiiéncias (Vachot et al., 2004; Chaix et al., 2003; Snoeck et al., 2002;

Vallet et al., 2002).
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Tatt et al. (2004) analisaram amostras oriundas de pacientes atendidos
em clinicas especializadas da Inglaterra e Pais de Gales e encontraram como subtipos
mais freqiientes o C (32,0%), o B (29,0%) e o A (12,0%), sendo o restante distribuido
entre os subtipos D, F, G e H. Além desses subtipos B e ndo-B, oito formas
recombinantes foram descritas (CRF02_AG, CRFO1_AE, CRF14_BG, CRF03_AB,
CRF03_DF, CRF06_cpx e CRF11_cpx).

No Reino Unido, pais caracterizado por contar com grande quantidade de
imigrantes, ja foram isolados vérios subtipos (A, B, C, D e F2) e formas recombinantes
(CRF02_AG, CRFOI_AE e CRFO01_AG) (Aggarwal et al., 2006). Resultados
semelhantes foram encontrados na Alemanha entre UDI, porém a forma recombinante
isolada em maior proporcdo € a CRF14_BG (Deroo et al., 2002; Harris et al., 2005).

Na EstOnia, a epidemia do HIV-1 estd ligada a expansdo do subtipo A e
do recombinante CRF06_cpx entre UDI (Zetterberg et al., 2004). Nesse mesmo grupo
de estudo, em Latvia 93,0% era infectado com o subsubtipo Al e o restante com a
forma CRF03_AB (Balode er al., 2004). Diferente desse resultado, a forma
recombinante CRF14_BG ¢é encontrada predominantemente nessa mesma populagcdo na
Espanha (Delgado et al., 2002, Holguin et al., 2002).

Na Eslovénia, um estudo voltado para a populagdo em geral identificou
apenas as cepas Al, B, F1, CRFO2_AG, CRFO1_AE (Babic et al., 2006; Maria et al.,
2006). Enquanto isso, na Itdlia, embora o subtipo B do HIV-1 seja o mais predominante,
vem-se registrando um aumento no nimero de formas recombinantes. Essa constatagdo
foi feita a partir de uma avaliagdo realizada com pacientes em tratamento, entre os quais
foram identificadas as formas recombinantes CRF02_AG/K, CRF02_AG,

CRF02_AG/A, CRFO02_AE, D/B, J/K (Tramuto et al., 2004).
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1.1.5.4. Distribui¢@o geografica do HIV-1 nas Américas

Em 2005, a UNAIDS estimou que, aproximadamente, 1,2 milhdo de
pessoas na América do Norte e 1,8 milhdo na América Latina eram portadoras do HIV-
1. Estudos de epidemiologia molecular realizados no continente americano indicam a
predominancia do subtipo B, embora outros subtipos e formas recombinantes, com
freqliéncias variadas, possam ser encontrados (Aulicino et al., 2005; Rios et al., 2005;
Pinto & Struchiner, 2006; Tovanabutra et al., 2005; Filho et al., 2006; Figura 8).

Nos EUA, Delwart et al. (2003) analisaram seqiiéncias nucleotididas dos
genes gag e env, e identificaram entre doadores de sangue que 94,4% eram infectados
com o subtipo B. No Estado da Califérnia, um estudo realizado com pacientes
infectados pelo HIV-1 e em tratamento, 99,4% eram portadores do subtipo B e apenas
0,6% com subtipos niao-B (A, C, D, F, F1, F2, G, H, J e K) (Gonzales et al., 2001).

A diversidade de subtipos do HIV-1 foi considerada elevada em um
estudo voltado para militares americanos, pois, de forma predominante, foram descritas
as formas recombinantes CRFO1_AE, CRF02_AG e CRF09_cpx (Tovanabutra et al.,
2005). Resultados semelhantes foram encontrados em Nova lorque. Quanto as formas
recombinantes e em relacdo aos subtipos foram encontrados o B (22%), 0 C (15%) eo F
(4%) (Achkar et al., 2004). Diferente desses resultados, em dreas rurais da Gedrgia
identificaram-se apenas o subtipo A e a forma recombinante CRFO1_AE (Womack et
al., 2001). Esse mesmo padrdo de distribuicdo dos subtipos, € com predominio das
mesmas cepas, pode ser percebido em paises como Canadd, México e Honduras
(Rivera-Morales et al., 2001; Spittal et al., 2002; Shepherd et al., 2005; Akouamba et

al., 2005; Figura 8).
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Figura 8 — Distribuicdo geogrifica dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

do HIV-1 na América Latina (Adaptado de Wainberg, 2004).

Cueva et al. (2002) investigaram a diversidade de formas genéticas do
HIV-1 em Cuba e encontraram uma distribuicdo de 48% de subtipos B e 52% nao-B (B,
C, D, Fl, G, H e J). Com esse mesmo objetivo, foi realizado um estudo no Peru,
Equador, Uruguai e Paraguai, onde o subtipo B foi encontrado em 98,3% das amostras.
Dentre as amostras obtidas do Uruguai, 56% foram do subtipo F e o restante do subtipo
B. O subtipo F foi detectado pela primeira vez no Peru e no Paraguai, assim como o
subtipo A no Peru (Russel et al., 2000).

A caracterizagdo de diferentes subtipos do HIV-1 na Guiana Francesa

demonstrou que 95% das amostras eram do subtipo B, 4,5% era do subtipo A e somente
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um paciente foi infectado pelo subtipo F (Kazanji et al., 2001). Na Bolivia os subtipos
B e F sdo prevalentes, semelhantemente ao descrito para outros paises da América
Latina como Brasil e Argentina (Velarde-Dunois et al., 2000; Aulicino et al., 2005).

Na Venezuela, inicialmente, a prevaléncia era atribuida ao subtipo B e a
forma recombinante B/F (Delgado et al., 2001; Castro et al., 2003), porém,
recentemente, foi demonstrada a presenca do subtipo C e da forma recombinante B/C
(Castro et al., 2005). No Chile, um estudo realizado por Rios et al. (2005) encontrou

resultados semelhantes.

1.1.5.5. Distribui¢ao geografica do HIV-1 no Brasil

No Brasil, assim como nos demais paises das Américas, hd uma
tendéncia em apresentar uma baixa diversidade de subtipos do HIV-1. No Estado do
Rio Grande do Sul, estudos de epidemiologia molecular revelaram os subtipos B(75%),
C (22%), F (2,5%), D (0,5%) e as formas recombinantes F1/B, D/B, B/C, Cenv/Bgag,
Benv/iCgag, Fenv/Bgag, que podem ser também encontradas com taxas de prevaléncia
menores (Martinez et al., 2002; Soares et al., 2003).

Em 2005, Locateli et al. analisaram os genes gag e env de cepas oriundas
do Estado de Santa Catarina e encontraram a seguinte proporc¢io: 33% (C), 31% (B),
2% (F) e o restante distribuido entre formas recombinantes (Cenv/Bgag, Benv/Cgag,
Benv/Fgag e Fenv/Bgag). Na cidade de Sdo Paulo, quanto aos subtipos, foi observada
uma distribuicdo equivalente aquela encontrada no Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
embora a variedade das formas recombinantes seja maior (CRF12_BF, CRF28_BF,
CRF29_BF, CRF05_DF) (Brigido et al., 2005; Carreto et al., 2005; Filho et al., 2006;

Figura 9).
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Figura 9 — Distribui¢do geogréfica dos subtipos e das formas recombinantes circulantes

do HIV-1 no Brasil (www.vermundo.com).

No Estado do Rio de Janeiro, além dos subtipos B e F, o subtipo D e a
forma recombinante CRF02_AG foram detectados com prevaléncia de apenas 0,2%
(Couto-Fernandez et al., 2005; Fernandez et al., 2005; Teixeira et al., 2004). Na regido
Centro-Oeste, Brasilia, a andlise das seqiiéncias obtidas do gene pol revelou alta
prevaléncia do subtipo B (96%) e 4% do subtipo F (Cerqueira et al., 2004).

O Nordeste do Brasil € uma regido vulnerdavel. As condi¢cdes econdmicas
aliadas ao turismo sexual e a prostituicdo t€m aumentado a incidéncia de AIDS e a

introducdo de novos subtipos. Mello et al. (2005) realizaram um estudo no Estado da
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Bahia analisando os genes env e gag, e como resultado encontraram B (81,0%), F
(0,5%) e trés formas recombinantes (Benv/Fgag, Fenv/iBgag, Benv/Dgag). Resultado
equivalente foi encontrado, quanto aos subtipos, nos Estados do Pard, Amapd, Ceard,
Pernambuco e Maranhao (Gadelha et al., 2003; Reis et al., 2005; Medeiros et al., 2006).

Na cidade de Belém, a andlise de 62 amostras de pacientes infectados
com o HIV-1, identificadas pela técnica do heteroduplex, mostrou uma prevaléncia de
95% do subtipo B e 5% do subtipo F (Santos, 1998). Os subtipos F e B também foram

isolados no Estado do Amazonas (Vicente et al., 2000).

1.1.5.6. Soroprevaléncia e subtipos do HIV-1 entre MPS

O ndmero de pessoas vivendo com o HIV/AIDS, no ano de 2006, supera
39,5 milhdes no mundo (UNAIDS, 2006). Dentro desse contingente, vem-se
observando um aumento no nimero de mulheres infectadas, acentuadamente entre
aquelas que exercem a atividade comercial do sexo (UNAIDS, 2005).

A prevaléncia do HIV-1 entre MPS na Africa variou de 62,2% a 80,7%
em Benin (Alary et al., 2002), de 29,0% na Costa do Marfim (Ghys et al., 2002), de
46,4% na Africa do Sul (Dunkle ef al., 2005) e, na Etiépia, de 45%, com predominancia
dos subtipos B, C e D (Hussein et al., 2000).

No continente Asidtico, as taxas de soroprevaléncia do HIV entre MPS
sdo consideradas baixas quando comparadas com aquelas encontradas na Africa. Na
China, a prevaléncia do HIV-1 entre MPS é de aproximadamente 0,4% (Ding et al.,
2005), no Vietna 17% (Tran et al., 2005), no Nepal variando entre 4% a 17% (Singh et
al., 2005), enquanto na India a prevaléncia variou entre 16% a 54%, com predomindncia

do subtipo C (Brahame et al., 2006; Sengupta et al., 2005a). Na Tailandia, a prevaléncia
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do HIV-1 entre as MPS foi de 47%, com predominio dos subtipos E e B
(Limpakarnjanarat et al., 1999).

Na Europa, entre MPS, a soroprevaléncia do HIV-1 na Itdlia é de 16%
(Tirelli & Spina, 1998). Na Espanha, em MPS imigrantes, essas taxas chegam a 20% e
o0s subtipos mais predominantes sdo A, B, G e o mosaico G/A (Gutérrez et al., 2004).
Inciardi et al. (2005) realizaram um estudo nos EUA com MPS e encontraram
soroprevaléncia para o HIV-1 de 22,4%.

Hierholzer et al. (2002) obtiveram seqiiéncias nucleotidicas de cepas do
HIV-1 isoladas de MPS e identificaram os subtipos B, F e a forma recombinante
CRF12_BF, proveniente do Equador, do Peru, da Bolivia, do Uruguai, e da Argentina.
Vinoles et al. (2005) trabalhando com a mesma populacdio no Uruguai, também
encontrou como formas predominantes o subtipo B e a forma recombinante BF.

No Brasil, a infec¢do pelo HIV-1 entre MPS ji foi descrita em vdrios
centros urbanos. Um estudo realizado no Parand reportou prevaléncia de 4,5% (Andrade
Neto, 1993; Borba & Clapis, 2006), no Espirito Santo de 8,6% (Pires & Miranda, 1998)
e em Sao Paulo de 11,1% (Aratijo & Fortuna, 1998). Estudos qualitativos realizados
com MPS em Feira de Santana, na Bahia (Morais & Ferreira, 2006), em Teresina
(Aratjo et al., 2006), em Fortaleza (Pinheiro et al., 2006) e no Estado do Rio Grande do
Sul (Silva, 2006), mostraram que a pratica do sexo comercial aumenta a vulnerabilidade
dessas mulheres ndo s6 quanto a AIDS, mas também em relacdo a outras doencas
sexualmente transmissiveis.

Um estudo realizado com homossexuais masculinos e femininos,

bissexuais, UDI e MPS, a partir de amostras coletadas no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
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Minas Gerais, mostrou a soroprevaléncia para o HIV-1 de 54% para MPS (Cortes et al.,

1989).

1.2. VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANA (HTLV)
1.2.1. Biologia do HTLV

O HTLYV apresenta tamanho que varia de 80 a 110 nm de didmetro, cujo
genoma ¢é constituido de duas cdpias iguais de RNA de fita simples com polaridade
positiva, associadas as proteinas do nucleocapsideo, TR, IN e PR. Toda essa estrutura
esta coberta pelas proteinas do CA (p24) e da MA (p19) (Blut ef al., 1999). O envelope
€ de natureza lipoprotéica, formado a partir da membrana plasmatica da célula
infectada, onde estdo inseridas as glicoproteinas virais (gp46 e gp21) resultantes de um

precursor comum (Gessain, 2004; Figura 10).
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Figura 10 — Representacdo esquematica do HTLV (Adaptado de www.kmu.ac.jp)
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O genoma viral é constituido por trés genes estruturais comuns aos
retrovirus: gag, pol e env, flanqueados por duas regides LTR nas extremidades 5’ e 3°’do
provirus. As regides LTR sdo formadas por trés dominios iguais (U3-R-U5) com a
funcdo de iniciador e finalizador da transcricdo, respectivamente. Além dos genes
estruturais, o genoma viral apresenta uma regido chamada pX, que codifica as proteinas
Tax e Rex. Sobreposto aos genes gag e pol, encontra-se um segmento do genoma viral
(regido pro) com a fungdo de codificar a enzima protease (Hjelle et al., 1991; White &

Fenner, 1994; Coffin et al., 1996; Tangy et al., 1996; Figura 11).

— eny
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p —
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Figura 11 — Estrutura do genoma do HTLV (Adaptado de Wigg, 2002).

O gene gag codifica um precursor de 48 kDa que, apds sofrer clivagem,
fornece as proteinas estruturais do CA (p24), da MA (p19) e do NU (p15) (Ciminale et
al., 1992). O gene env codifica uma proteina precursora que depois de sofrer acido da
protease e de ser glicosilada, produz a glicoproteina transmembrana (gp2l) e a
glicoproteina (gp46) da superficie do envelope viral (Hall et al., 1994). O gene pol é
responsdvel pela codificagdo da TR e da IN, as quais estdo envolvidas na sintese do
genoma viral e na integracio desse genoma ao DNA da célula hospedeira (Ciminale et

al., 1992).
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1.2.2. Replicacao do HTLV

O ciclo de replicagdo do HTLV na célula hospedeira inicia-se com a
adsor¢ao viral na superficie da célula-alvo (Jawetz ef al., 1991). Essa interacdo ocorre
entre as glicoproteinas do envelope viral (gp46 e gp2l) e receptores presentes na
superficie celular, que para o HTLV-1 ja foi apontado como um transportador 1 de
glicose (GLUT-1), presentes em células como linfécitos T, linfécitos B, mondcitos e
fibroblasto (Koyanagi et al., 1993; Yasunaga et al., 2001; Manel et al., 2003). Em
seguida, o virus penetra na célula hospedeira através da fusdo do envelope viral com a
membrana celular (Poiesz et al., 2003; Figura 12), podendo essa entrada também

ocorrer por endocitose (Voyles, 1993).
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Figura 12 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do HTLV (Adaptado de

Gessain, 2004).
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No citoplasma da célula hospedeira, o genoma de RNA ¢é copiado em um
duplo filamento de DNA pela TR (Voyles, 1993). O DNA de fita dupla recém formado
¢é transportado para o niicleo, onde ocorrerd a integracdo deste ao genoma celular
(provirus) por acdo da enzima integrase (Tangy, 1996).

Na fase de transcricio do DNA proviral, sdo originados trés tipos
diferentes de mRNA: a) um mRNA subgendmico que sofreu um processamento do tipo
splicing, utilizado como fonte de traducdo das proteinas do envelope, b) um mRNA com
duplo processamento (splicing), fonte de tradugdo das proteinas reguladoras Tax e Rex,
e ¢) um mRNA subgendmico longo, sem processamento (unsplicing) que servird como
fonte de traducdo dos genes gag, pro e pol, e também como RNA gendmico (Gelmann
et al., 1984; Shimotohno et al., 1985; Ciminale et al., 1992; Ferreira Jr. et al., 1997).

A proteina Tax atua regulando a transcri¢do do préprio provirus e de
genes celulares que codificam IL-2, IL-2R, IL-6, TNF-a, além de proto-oncogenes (Lal
& Rudolph, 1991), assim como interferindo na transcricdo do gene supressor de tumor
pS3 (Good et al., 1996; Ariumi et al., 2000). A proteina Rex tem fungdo pos-
transcricional, regulando positivamente a expressdo e a estabilidade do mRNA
gendmico (gag-pro-pol), o processamento (splicing) dos demais mRNA e ainda sendo
responsdvel pelo transporte do RNA viral do nicleo para o citoplasma (Franchini, 2000;
Banghan, 2003).

Apo6s a sintese das proteinas e do RNA viral, da-se inicio a etapa final,
que envolve a montagem e o brotamento das novas particulas virais, o que ocorre
simultaneamente. Durante a montagem, as particulas virais sdo visualizadas como
contornos crescentes da face externa da membrana celular, que se estende até formar

uma esfera envolvida pela matriz lipidica da membrana, contendo as glicoproteinas
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virais. E nesse processo, que a particula viral imatura adquire o envelope (White &

Fenner, 1994; Tangy, 1996; Poiesz et al., 2003).

1.2.3. Heterogeneidade genética do HTLV

O HTLV-1 e o HTLV-2 apresentam genoma marcadamente estdvel (Liu
et al., 1994), e essa caracteristica se deve a estratégia de replicacdo adotada por esses
virus, que ocorre mais em funcdo da expansdo clonal das células infectadas do que
usando a transcri¢do reversa (Wattel et al., 1995). Dentro da regidao gendmica LTR a
variabilidade genética acumulada entre os diferentes subtipos € menor do que 10%
(Gessain et al., 1992).

As andlises filogenéticas, baseadas na regido gendmica LTR, classificam
o HTLV-1 em quatro subtipos: HTLV-1a (Subtipo Cosmopolita) (Miura et al., 1994),
HTLV-1b (Subtipo Africa Central) (Hanh et al., 1984; Vandamme et al., 1994), HTLV-
1c (Subtipo Australo-Melanésio) (Bastian et al., 1993) e o HTLV-1d (Novo Subtipo
Africa Central) (Chen et al., 1995; Mahieux et al., 1997). Em 1998, Salemi et al.,
baseando-se na seqiiéncia LTR e env do HTLV-1, descreveram mais dois novos
subtipos: 0 HTLV-1e, de um pigmeu vivendo no Congo e o HTLV-1f, de um individuo
do Gabao. Em estudos realizados em 2005, Wolfe et al. (2005), isolaram o HTLV-1g de
moradores de areas florestais em Camardes.

O HTLV-la apresenta ampla distribuicdo geografica, pois a
caracterizacdo genética mais detalhada, com base em seqiiéncias nucleotidicas obtidas
da regido gendmica LTR de cepas obtidas de vérios lugares do mundo, revelou que o
grupo Cosmopolita consiste de quatro subgrupos: Transcontinental (A), Japonés (B),

Oeste africano (C) e Norte da Africa (D) (Gasmi et al., 1994).
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A caracterizagdo molecular do HTLV-2 indica que existem quatro
subtipos: HTLV-2a, HTLV-2b (Hall et al., 1992), HTLV-2c (Ishak et al., 1995; Eiraku
et al., 1996) e HTLV-2d (Vandamme et al., 1998). Além desses subtipos foram isolados
em Camardes na Africa o HTLV-3 (Calattini et al., 2005) e o HTLV-4 (Wolfe et al.,

2005).

1.2.4. Epidemiologia do HTLV

Estima-se que, aproximadamente, 22 milhdes de pessoas no mundo
estejam infectadas pelo HTLV (Phillips, 2005). Esse agente é endémico na Africa
subsaariana, no sudeste do Japao, no Caribe, em paises da América do Sul, na Austrélia
e na Melanésia (Cessar et al., 2005; Diop et al., 2006).

Na América Latina, o HTLV-1 € encontrado de forma endémica,
principalmente, em popula¢des descendentes de africanos e entre populagdes de origem
japonesa. A soroprevaléncia desse virus varia de 1 a 10% em adultos de alguns grupos
da Argentina, do Brasil, da Coldombia, do Peru e vérios paises caribenhos, incluindo
Guadalupe, Jamaica e Trinidad (Gessain, 1996).

O HTLV-2 é endémico entre UDI na Europa, na América do Norte e em
varias populagdes indigenas, incluindo tribos Nuu-Chah-Nulth no Canad4, os Navajo e
Pueblo do Novo México e os Seminole na Flérida (Hjelle et al., 1990; 1993; Levine et
al., 1993; Peters et al., 2000).

Na América do Sul, o HTLV-2 ja foi isolado em vdrias popula¢des na
Colémbia (Wayu), na Argentina (Toba e Mataco) (Hjelle et al., 1993) e na Amazo6nia

brasileira (Ishak et al., 1995). O HTLV-3 e HTLV-4 foram isolados recentemente em

Camardes, na Africa (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).
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1.2.5. Modos de transmissao do HTLV

As formas de transmissdo do HTLV-1 e HTLV-2 sao semelhante as dos
outros retrovirus e envolvem contato direto com sangue contaminado, relagdes sexuais
ndo protegidas e verticalmente de mée para o filho (Tajima et al., 1982; Nakano et al.,
1984; Van Dyke et al., 1995; Fujino & Nagata, 2000; Catalan-Soares et al., 2005b).

A transmissao materno-infantil através do aleitamento materno se dd em
funcdo da presenca de linfocitos T infectados nas amostras de leite das maes
soropositivas (Nakano et al., 1984; Ando et al., 2003). No entanto, esta infecc¢io
também tem sido relatada em criancas ndo amamentadas com leite materno, indicando a
possibilidade de transmissdo por via intrauterina ou perinatal (Hino ef al., 1985; Kakuda
et al., 2002; Ando et al., 2003). Nesse caso, a interrupcdo na amamenta¢do pode ser
uma medida eficaz na transmissdo desses virus (LeVasseur et al., 1998; Fujino et al.,
2000; Ando et al., 2003).

Outra forma de transmissdo importante € a horizontal, através de relacdes
sexuais sem o uso de preservativos. Nesse caso, muitos estudos apontam para uma
maior eficiéncia da transmissdo do homem para mulher, uma vez que se tem isolado o
virus a partir de linfocitos infectados presentes no s€émen (Dourado et al., 1999;
Abbaszadegan et al., 2003; Kazanji & Gessain, 2003; Van Veldheuisen et al., 2003).

A via de transmissdo parenteral do HTLV-2 ocorre largamente entre UDI
em dreas urbanas de paises das Américas (Estados Unidos, Argentina, Brasil), Europa
(Espanha, Italia, Portugal, Suécia) e Asia (Vietna), em funcdo do uso compartilhado de
agulhas ou seringas contaminadas (Vandamme et al., 2000; Guimaraes et al., 2001; De

la Fuente et al., 2005; Silva et al., 2005).
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A transmissdao do HTLV-1, principalmente, por transfusdo sanguinea é
uma forma relevante de contagio, porém vem sendo minimizada com os programas de
triagem em bancos de sangue que foram introduzidos em vdrios paises do mundo,
inclusive no Brasil — em novembro de 1993, pelo Ministério da Satide. Trabalhos
desenvolvidos com doadores de sangue das capitais brasileiras mostraram que as taxas
de soropositividade referentes aos testes imunoenzimdticos sdo menores naqueles do
Sul do pais, tendendo a aumentar em direcdo ao Norte e Nordeste (Souza et al., 2003;
Catalan-Soares et al., 2005a). Essa tendéncia pode ser observada em paises como
Libano, com prevaléncia de 0,3% (Tamim et al., 2004) e de 0,06% na Arébia Saudita
(Fawaz et al., 2005).

A transmissdo do HTLV pode também acontecer por meio do transplante
de 6rgdos, como ji foi relatado no Japdo (Nakamura et al., 2005) e na Europa
(Imirizaldu et al., 2003). Quanto ao HTLV-3 e HTLV-4, ainda ndo se sabe se seus
modos de transmissdo seguem esses mesmos padrdes, por isso sendo necessarios mais

estudos para comprovagdo (Calattini et al., 2005; Wolfe et al, 2005).

1.2.6. Distribuiciao geografica do HTLV
1.2.6.1. Distribuicio geografica do HTLV na Africa

No continente africano, determinados paises podem ser considerados
como endémicos, pois um inquérito epidemioldgico realizado em Camardes com
pessoas que moram em dreas rurais e t€m contato direto com primatas ndo-humanos
(cagadores, agougueiros e pessoas que t€m esses primatas como animais de estimacio),

identificou os subtipos de HTLV Cosmopolita (A), Africa Central, Novo Subtipo Africa
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Central, HTLV-2a e HTLV-2b. Além desses subtipos foi isolado um novo subtipo, que

denominaram de HTLV-1g (Calattini et al., 2005; Wolfe et al, 2005; Figura 13).
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Figura 13 — Distribui¢io geografica dos tipos e subtipos do HTLV na Africa (Adaptado

de Peeters et al., 2003).

Um estudo realizado por Diop et al. (2006), em Senegal, com doadores
de sangue, mostrou baixa taxa de prevaléncia em relagdo ao HTLV-1 de 0,14% (subtipo
Cosmopolita) e ao HTLV-2 de 0,02% (subtipo HTLV-2a). Nesse mesmo pais, Mahé et
al. (2004) reportaram a presenca do HTLV-1 Cosmopolita do subgrupo

Transcontinental e Africa Central entre criancas com dermatite infecciosa.
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A andlise molecular de amostras oriundas de 13 paises localizados nas
regides oeste, sul e central da Africa possibilitou a descri¢io do subtipo Cosmopolita
(Transcontinental), Africa Central HTLV-1d (Mahieux et al., 1997). No entanto, estudo
realizado apenas no Gabdo e na Republica Democrética do Congo encontrou como cepa
predominante o HTLV-1b (Africa Central) (Salemi ez al., 1998) e, em Camardes, o
HTLV-2b (Gessain et al., 1995).

Alcantara et al. (2006) encontraram uma prevaléncia de 1,7% do HTLV-
1 Cosmopolita (Transcontinental) na Africa do Sul (Kwa-Zulu-Natal) e Capdepont et al.
(2005) seqiienciaram o gene env de cepas virais oriundas do Gabao, Guiana Francesa,
Oeste da India e Ird, cujos resultados revelaram a predomindncia do subtipo

Cosmopolita em relagio ao subtipo Africa Central.

1.2.6.2. Distribuicio geografica do HTLV na Asia

No Japdo, o HTLV-1 encontra-se amplamente distribuido,
principalmente, entre trés populagdes etnicamente diferentes: Ainu, Ryukyuans e Wajin,
sendo o subtipo predominante em Ainu e Ryukyans o Cosmopolita do subgrupo
Transcontinental, enquanto o subtipo Cosmopolita do subgrupo Japonés predomina em
Wajim (Yamashita et al., 2001). Além de no Japdo, em Bellona, localizada nas Ilhas
Salomio, e na regido oriental da Asia, o HTLV-1 Cosmopolita, Transcontinental, € a

cepa predominante (Ohkura et al., 1999; Figura 14).
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Figura 14 — Distribuicdo geogrifica dos tipos e subtipos do HTLV na Asia (Adaptado

de www.vermundo.com)

Estudos de epidemiologia molecular realizados nas Ilhas Kinmen,
provincia da China, e Taiwan, mostraram soroprevaléncia de 1,63% e 0,73%, para o
HTLV-1, respectivamente. A caracterizacdio molecular dos subtipos revelou o
Cosmopolita do subgrupo Transcontinental como o predominante, e o Cosmopolita do
subgrupo Japonés como o menos freqiiente (Chen et al., 1999). O Cosmopolita do
subgrupo Transcontinental € também encontrado de forma predominante em trés
distritos localizados ao sul da India (Kerala, Andhra Pradesh e Tamil Nadu) (Ohkura ef
al., 2005). Diferente destes resultados, no Vietna entre UDI, a predominéncia foi do

HTLV-2, subtipo HTLV-2b (Fukushima et al., 1998).
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O Ira ¢ identificado como um local endémico para o HTLV-1, pois a
prevaléncia desse virus entre doadores de sangue chega a 0,77% na cidade de Mashhad,
sendo os subtipos HTLV-1a do subgrupo Transcontinental e HTLV-1b (Africa Central)
os tipos moleculares ja identificados nessa regido (Abbaszadegan et al., 2003;

Capdepont et al., 2005).

1.2.6.3. Distribui¢@o geografica do HTLV na Europa

Na Europa, o HTLV-1 € pouco freqiiente na populacio em geral,
entretanto o HTLV-2 encontra-se, principalmente, entre UDI. Estudos realizados nos
paises do continente europeu apontam para uma predomindncia do HTLV-2a ao norte e
do HTLV-2b ao sul (Taylor, 1999; De la Fuente et al., 2005; Silva et al., 2005; Toro et
al., 2005).

Na Espanha, uma investigacdo epidemiolégica com UDI e com
portadores de outras infec¢des, como as causadas pelos virus da hepatite B, virus da
hepatite C e o HIV-1, em vérios centros urbanos, nao detectou a presenca do HTLV-1,
mas a soroprevaléncia do HTLV-2b, foi de 2,7% (De la Fuente et al., 2005; Toro et al.,
2005), enquanto, entre mulheres gravidas, a freqiiéncia encontrada foi de 0,054 % para o
HTLV-2 e de 0,01% para o HTLV-1 (Machuca et al., 2000). Contrariando esses
resultados em pacientes nativos e transplantados desse mesmo pais, foi isolado o
HTLV-1 cosmopolita do subgrupo Transcontinental (Imirizaldu et al., 2003; Vallejo et
al., 2003).

No Reino Unido, Ades et al. (2000) realizaram um estudo
epidemiolégico com mulheres gravidas, e a soroprevaléncia encontrada foi de 0,046%

(HTLV-1) e de 0,001% (HTLV-2). Essa tendéncia de baixos valores de prevaléncia foi
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detectada também em Londres entre mulheres atendidas em clinicas especializadas com
0,37% (HTLV-1) e de 0,01% (HTLV-2) (Donati et al., 2000).

Em 2003, Zervou et al. ndo encontraram nenhum caso de infec¢do pelo
HTLV entre doadores de sangue da Grécia. Entretanto, em paises como Portugal e
Irlanda a prevaléncia varia de 0,61% a 14,6%, indicando a caracterizagdo molecular
dessas cepas o predominio do subtipo HTLV-2b (Portugal) e do subtipo HTLV-2a

(Irlanda) entre UDI (Egan et al., 1999; Silva et al., 2005; Figura 15).
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Figura 15 — Distribuicio geografica dos tipos e subtipos do HTLV na Europa (Adaptado

de www.journey-zone.com).
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1.2.6.4. Distribui¢ao geografica do HTLV nas Américas

O HTLYV apresenta ampla distribui¢do nos paises americanos. Em 1999,
Fujiyoshi et al. conduziram um estudo soroepidemioldgico com populagdes nativas da
Colémbia, do Peru, da Bolivia, da Argentina e do Chile, e encontraram soroprevaléncias
que variaram de 0,8% a 6,3% em relacao ao HTLV-1 e de 9,1% a 57,9% quanto ao
HTLV-2. Esse agente pode também ser encontrado circulando na América do Norte,
pois Murphy et al. (1999) realizaram um amplo estudo nos EUA entre doadores de
sangue e descreveram soroprevaléncia de 0,09% para o HTLV-1 e de 0,22% para o
(HTLV-2). Resultado semelhante foi encontrado nesta mesma populacdo, no Canada,
onde a prevaléncia descrita foi de 1,77% (Chivetta et al., 2003).

A soroprevaléncia para o HTLV-1 e HTLV-2 foi de 2,8 e 1,6%
respectivamente, entre amerindios canadenses da tribo Nuu-Chah-Nulth, na qual a
caracterizacdo molecular mostrou o HTLV-2a como sendo o subtipo predominante
(Peters et al., 2000). Além desse subtipo, o HTLV-2b foi isolado no México entre os
povos Pueblo e Navajo (Switzer et al., 1995). Achados semelhantes foram registrados
nos EUA entre UDI (Vandamme et al., 2000; Figura 16).

A presenca do HTLV-1 na Argentina foi inicialmente detectada em 1989
entre UDI em Buenos Aires (Libonatti et al., 1989). Uma pesquisa posterior realizada
em doadores de sangue mostrou uma prevaléncia média de 0,05%, variando entre
0,03% a 0,16% dependendo da localidade pesquisada (Biglione et al., 2005). A
caracterizacdo genética de cepas que circulam nesse pais as identificou como sendo os
subtipos Cosmopolita (subgrupos Transcontinental e Japonés) e Melanésio (Otsuki et

al., 2005). Diferente desses resultados, entre as comunidades indigenas de Mataco e
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Toba, bem como entre UDI, os subtipos circulantes sio o HTLV-2b e o HTLV-2a,

respectivamente (Biglione et al., 1999; Figura 16).
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Figura 16 — Distribuicdo geogrifica dos tipos e subtipos do HTLV nas Américas

(Adaptado de Wainberg, 2004).

No Chile, o subtipo Cosmopolita do subgrupo Transcontinental foi
isolado de pacientes com PET/MAH (Ramarez et al., 2002), enquanto na Guiana
Francesa essa mesma cepa foi encontrada na populacdo em geral (Kazanjin & Gessain,
2003). No Suriname, o subtipo Cosmopolita do subgrupo Transcontinental era a cepa

encontrada entre doadores de sangue com prevaléncia de 1,3% (Pouliquen et al., 2004).
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A predominéncia do subtipo citado anteriormente foi também descrita na Coldmbia e no
Peru (Van Dooren et al., 1998; Dominguez et al., 2002). Na Jamaica, a prevaléncia de
5% e de 7%, foi encontrada entre doadores de sangue e ex-usudrios de drogas

respectivamente, em um estudo realizado por Dowe et al. (2000).

1.2.6.5. Distribuicao geografica do HTLV no Brasil

No Brasil, a infecc@o pelo HTLV-1 e HTLV-2 ja foi descrita em todas as
regides, embora exista uma grande variabilidade na prevaléncia e na distribuicdo dos
subtipos quando se trata cada regido de forma individualizada (Catalan-Soares et al.,

2005a; Figura 17).
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Figura 17 — Distribuicdo geogréfica dos tipos e subtipos do HTLV no Brasil (Adaptado

de www.citybrazil.com/br/mapas).
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Na regido Sul, a prevaléncia de 1,4% do HTLV-1 e de 0,5% do HTLV-2
foi reportada no ano de 2006 no Estado do Rio Grande do Sul (Barcelos et al., 2006),
tendo a andlise de seqiiéncias nucleotidicas da regido gendmica 5’ LTR e do gene env
desses agentes, isolados da cidade de Porto Alegre, identificado como predominantes os
subtipos HTLV-2c e HTLV-2b (Renner et al., 2005). Esses subtipos ja foram reportados
em outros Estados brasileiros, bem como HTLV-2b no Mato Grosso do Sul e o HTLV-
2c¢ na cidade de Belo Horizonte (Catalan-Soares et al., 2005b; Vicente et al., 2006).

No Estado Sdo Paulo, um estudo realizado usando a técnica de RFLP,
com cepas de HTLV-1 isoladas de pacientes assintomdticos e com PET/MAH,
encontrou prevaléncias de 73,8%, 7,1%, 7,1% e 12%, para os subtipos A, B, C e E,
respectivamente. Nos pacientes sintomdticos que desenvolveram PET/MAH, as
prevaléncias foram de 89,3%, 7,1% e 3,6% para os subtipos A, B e E, respectivamente
(Segurado et al., 2002). Nesse mesmo Estado, foi descrito o subtipo cosmopolita do
subgrupo Transcontinental e o subtipo HTLV-2a, isolados de pacientes co-infectados
com esses agentes (Catarino-de-Aradjo et al., 2000).

Na cidade de Salvador, um inquérito epidemioldgico realizado com a
populagdo em geral, mulheres grdvidas, UDI e pacientes atendidos em clinicas
especializadas, revelou uma taxa de prevaléncia de 1,74%, pertencendo as cepas
identificadas ao subtipo Cosmopolita, do subgrupo Transcontinental e do subtipo
Cosmopolita do subgrupo Japonés (Dourado et al., 2003; Alcantara et al., 2003a). Além
do HTLV-1, no Estado da Bahia, o HTLV-2a foi isolado a partir de amostras obtidas
entre UDI e de um imigrante chileno residente no Estado (Alcantara et al., 2003b).

Um estudo de epidemiologia molecular realizado nas cidades de

Salvador, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre, mostrou o subtipo Cosmopolita do
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subgrupo Transcontinental e do subgrupo Japonés, como as cepas mais freqiientes.
Além disso, em relacdo ao HTLV-2, amostras provenientes de nove Estados localizados
no Nordeste e Sudeste indicaram o subtipo HTLV-2c presente nessas localidades
(Vicente et al., 2005).

A soroprevaléncia da infeccio pelo HTLV-1/2 em alguns Estados
brasileiros pode ser considerada baixa, pois foi o que mostraram dados obtidos na
populagdo de doadores de sangue no Ceard, que variaram de 0,45% a 0,74% no periodo
de 1997 a 2001 (Santos et al., 2003; Souza et al., 2003), enquanto que na Bahia a taxa
foi de 0,48% (Mota et al., 2006) e no Acre, de 0,11% (Colin et al., 2003).

O Estado do Pard pode ser uma regido considerada como endémica para
o HTLYV, pois esse agente ja foi detectado em vdrias comunidades indigenas (Ishak et
al., 1995; Vallinoto et al., 2004) e na drea metropolitana de Belém (Vallinoto et al.,
1998). O subtipo HTLV-2c, que inicialmente foi detectado apenas em comunidades
indigenas na regido amazonica (Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996), atualmente &
encontrado em outras regides do Brasil (Shindo et al., 2002; Catalan-Soares et al.,
2005b; Vicente et al., 2005).

A infeccdo pelo HTLV-1 também é freqiiente no referido Estado,
principalmente do subtipo HTLV-1a (Cosmopolita do subgrupo Transcontinental). Isso
ficou evidente em estudos moleculares realizados com mulheres gravidas, cuja
prevaléncia foi de 1,4% (Costa et al., 2005), com imigrantes japoneses no municipio de
Tomé-Acu (1,8%) (Vallinoto et al., 2004) e com pacientes co-infectados com o HIV-1

(3,5%) (Laurentino et al., 2005).
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1.2.6.6. Soroprevaléncia e Subtipos do HTLV em MPS

A infeccdo pelo HTLV-1 ja foi reportada entre MPS em dreas urbanas,
com prevaléncias que variam dependendo do local estudado e do tamanho da amostra
analisada. Em MPS de Camardes, foi identificada, apds andlise da regido LTR, a
presenca do subtipo HTLV-2a (Mauclére et al., 1995). No Zaire, a prevaléncia do
HTLV-1 em MPS pode ser considerada elevada, pois é de aproximadamente 12,7%
(Delaporte et al., 1995). Por outro lado, na Nigéria a prevaléncia foi apenas de 2,8%
(Dada et al., 1995).

Na Espanha, a soroprevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 entre MPS € de
0,3% e de 0,2% para HTLV-2 e, principalmente em relagdo ao segundo caso, encontra-
se relacionado ao uso de drogas endovenosas (Belza et al., 2004). Na Argentina, a
prevaléncia para o HTLV-1/2 foi de 1,6%, mais elevada do que aquela detectada na
Espanha (Pando et al., 2006).

Na Argentina, testes sorolégicos realizados com MPS de Buenos Aires
revelaram prevaléncia do HTLV-1 de 0.8%. No entanto, na Guiana Francesa foi descrita
a presenca do HTLV-2a em MPS imigrante de origem indigena que residia em Belém,
Par4, Brasil (Kajanji et al., 2001).

Segundo dados do Ministério da Saide, a prevaléncia do HTLV era de
9% entre MPS do Rio de Janeiro e Minas Gerais, € de 2,8% entre MPS da cidade de
Santos no ano de 2004 (Ministério da Satdde, 2004).

Um estudo populacional incluindo homens que fazem sexo com homens,
mulheres bissexuais, MPS e hemofilicos de vérias cidades brasileiras (Rio de Janeiro,

S@o Paulo e Minas Gerais) mostrou a soroprevaléncia para o HTLV-1 de 1% entre as
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MPS (Cortes et al., 1989) e em Santos, Sdo Paulo, a prevaléncia de 2,8% (Ballei et al.,

1996).
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1.3. OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral
Descrever a soroprevaléncia da infeccdo e a caracterizagdo molecular do

HIV e do HTLV em MPS no Estado do Para, Brasil.

1.3.2. Objetivos especificos

e Descrever a prevaléncia do HIV-1 e do HTLV em MPS de quatro municipios
(Braganca, Augusto Correa, Belém e Barcarena) do Estado do Par4;

e Determinar os tipos e os subtipos do HIV-1 circulantes nestas populacdes;

e Determinar os tipos e os subtipos do HTLV circulantes nestas populacdes;

e Verificar as relacOes filogenéticas desses virus isolados com aqueles descritos na
literatura e disponiveis no Genbank;

e Correlacionar as informacgdes epidemioldgicas fornecidas pelas participantes com a

infeccdo pelos agentes investigados.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. AREA DE ESTUDO

A 4rea de estudo compreendeu as cidades de Braganca, Augusto Correa,
Barcarena e Belém (figura 18). As localidades de Braganca (00° 47" 06 S, 46°43° 41~
O) e Augusto Correa (01°01'45" S e 46°38' 57" O) estdo situadas na regido nordeste do
Estado do Para e recebem muitos turistas e pescadores, principalmente dos Estados do
Maranhio e Ceard.

A cidade de Belém (01° 28 03 S, 48° 29’ 18 O), capital do Estado do
Pard, é uma drea de centro urbano que interfere na dindmica de cidades como Barcarena

(01°30° 247 S, 48°37 12” O), pois o fluxo didrio de pessoas € muito elevado.

Braganga

Augusto Corréa

Figura 18 — Localizacdo geografica dos municipios onde as coletas das amostras foram

efetuadas (Fonte primdria).
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2.2. POPULACAO EXAMINADA

As amostras de sangue de 339 MPS (31 de Augusto Correa, 98 de
Braganca, 105 de Belém e 105 de Barcarena) que se encontravam trabalhando em casas
noturnas ou que admitiam exercer a atividade, foram coletadas de abril de 2005 a agosto
de 2006. Primeiro era feita uma palestra sobre o projeto e as DST, destacando a
prevencdo e o controle. Apds a explicacdo dos objetivos do trabalho, aquelas mulheres
que concordaram em participar do mesmo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 1) e responderam a um questiondrio epidemioldgico (anexo 2).

Posteriormente foram colhidas amostras de sangue total para os exames necessarios.

2.2.1. Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido pela comissdo de ética em pesquisa da
Fundacdo de Hemoterapia e Hematologia do Parda (HEMOPA) e por ela aprovado, tendo
seguido as diretrizes € as normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres

humanos (Resolucdo 196 do Conselho Nacional de Satde).

2.2.2. Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidas no presente trabalho mulheres que se encontravam
trabalhando em casas noturnas ou que declarassem exercer a atividade. Nao foi feita
qualquer restrigdo quanto a etnia, idade, condi¢cdo social ou cor. Foram excluidas
aquelas que ndo faziam programas sexuais ou que ndo aceitaram assinar o termo de

consentimento.
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2.3. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas em um sistema a vdcuo, em um
tubo com capacidade de 5 ml, contendo EDTA como anticoagulante. Essas amostras
foram transportadas ao Laboratério de Virologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Pard, onde o plasma foi separado por centrifugacdo a 8.000
rotacdes por minuto (rpm) e, juntamente com a fracdo celular, congelado a -20°C até o

momento de uso.

2.4. SOROLOGIA

Os plasmas foram testados para a presenga de anticorpos anti-HTLV-1/2
e anti-HIV-1/2, usando-se um ensaio imunoenzimatico, ELISA (HTLV-1/2 Ab-Capture
ELISA Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA e HIV-1/2 Ab-Capture ELISA
Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc.,USA). As amostras reativas para o HTLV
foram submetidas a confirmac¢do por meio da Reacdo em Cadeia mediada pela
Polimerase (PCR) e aquelas para o HIV foram confirmadas pelo Laboratério Central de

Saude Piblica do Pard (LACEN-PA), pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFT).

2.5. EXTRACAO DO DNA

O método de extracdo de DNA, a partir da por¢do celular de sangue das
mulheres soropositivas para o HTLV e o HIV, seguiu as instru¢cdes do fabricante
(Puregene, Gentra Systems, Inc., USA), obtendo-se ao final o DNA total das amostras.
O procedimento ocorreu seguindo-se as etapas de lise celular, de precipitacdo de

proteinas, de precipita¢@o e de hidratagdo do DNA.
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2.5.1 Lise Celular

O protocolo de lise celular seguiu as etapas abaixo:
1. Adicionar 300 pL de sangue total a um tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 900 pL de
solu¢do de lise RBC. Inverter para misturar e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente (25°C);
2. Centrifugar, por 20 segundos, entre 13.000 e 16.000 rpm. Remover o sobrenadante
com uma micropipeta, deixando, ao fundo do tubo, o sedimento de leucécitos com um
residuo de 10-20 pL do liquido;
3. Agitar vigorosamente, em agitador mecénico (vortex), para ressuspender o sedimento
de células e para facilitar a lise celular na etapa seguinte;
4. Adicionar 300 pL de solucio de lise celular e homogeneizar por pipetagem. E

necessdria a incubacio a 37° C, caso seja possivel visualizar aglomerados no sedimento.

2.5.2 Precipitacao de Proteinas
O protocolo de precipitacio de proteinas seguiu as etapas abaixo:
1. Permitir & amostra atingir a temperatura ambiente (25°C);
2. Adicionar 100 pL de solucdo de precipitacdo protéica ao lisado celular;
3. Agitar vigorosamente, em agitador mecanico, em alta velocidade, por 20 segundos,
objetivando uma total homogeneizacio;
4. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm, por 3 minutos. As proteinas precipitadas

formardo um sedimento marrom escuro no fundo do tubo.
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2.5.3. Precipitacao do DNA

O protocolo de precipitacdo do DNA seguiu as etapas abaixo:
1. Transferir o sobrenadante, contendo o DNA (deixando o precipitado no tubo), para
um novo tubo de 1,5 ml, contendo 300 pL de isopropanol 100%;
2. Misturar a amostra, por inversdo suave (cerca de 50 vezes), até formar um precipitado
visivel de DNA;
3. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm por 1 minuto. O DNA formard um precipitado
branco visivel a olho nu;
4. Desprezar o sobrenadante e secar o excesso com papel absorvente;
5. Adicionar 300 pL. de etanol 70%. Inverter o tubo, vdrias vezes, para lavar o
sedimento de DNA;
6. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm por 1 minuto. Desprezar o etanol,
cuidadosamente, evitando a perda do DNA;

7. Secar o excesso em papel absorvente e deixar a amostra secar, ao ar, por 15 minutos.

2.5.4. Hidratacao do DNA

O protocolo de hidratagcdo do DNA seguiu as etapas abaixo:
1. Adicionar 100 pL de solugdo de hidratacio de DNA (concentragcdo final de 100
pg/ml);
2. Deixar o DNA reidratar durante a noite (entre 12 e 16 horas), a temperatura ambiente
(25°C);
3. Estocar entre 2 e 8° C. Posteriormente, aliquotas de DNA foram usadas diretamente

na reacdo de amplificacio descrita a seguir.
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2.6. REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR) PARA O
HTLV

A PCR foi efetuada em duas etapas (nested PCR), para a amplificacdo de
regides gendmicas pX (159 pb) e 5’LTR (800 pb) do DNA proviral do HTLV, a partir de
leucdcitos de individuos soropositivos. A amplificacdo do segmento gé€nico foi realizada
no equipamento termo-ciclador da Perkin-Elmer Cetus Corp.,USA. Ap6s a PCR, os
produtos amplificados das regides pX (159 pb), foram digeridos por endonucleases de
restricdo (Taql) e os segmentos 5’LTR do HTLV-1 (788 pb) foram seqiienciados e

submetidos a andlise das seqiiéncias de bases nucleotidicas obtidas.

2.6.1. Amplificacio da regido pX

A amplificacdo de uma regido pX de 159 pb foi realizada com o objetivo
de investigar a presenga de um sitio de restricdo (T/CGA) para a enzima Tagl
(Invitrogen, USA), o qual encontra-se presente apenas no HTLV-2, servindo como
critério discriminatdrio da infec¢do pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume de S0uL.
contendo 500ng de DNA extraido, 200uM de cada dNTP (deoxinucleotideos), 20 pmol
de cada iniciador, tampao PCR 1X (KCl 50mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM), MgCl, 2,0
mM, e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen USA). Em cada reacdo de
amplificacdo, apds a desnaturac@o inicial a 94°C por 5 minutos, foram efetuados 35
ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a 51,6°C e 1 minuto a 72°C. Os 35 ciclos
foram seguidos por uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. No passo seguinte da
amplificagdo foram utilizados 5 pUL do produto da amplificagdo anterior, considerando

as mesmas condi¢des de reacdo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Iniciadores utilizados na PCR para amplificagdo da regido gendmica pX.

Regiao Iniciadores Nucleotideos Programa
pX TR101 7219-7238 94°C 5°
(159 pb) 94°C 40
(Guroff et al., 1982) TR102 7483-7464 35x4 51°C 30™
72°C I
TR103L 7248-7268 72°C 100
TR104 7406-7386

A andlise de RFLP (Polimorfismo com Enzimas de Restri¢ao) do produto
do gene pX (159 pb) foi realizada misturando-se 6,0 uL. do produto amplificado, 7 uLL
de H,O, 1,5 pLL de tampao E (Promega, Madison WI, USA) e 0,5 uL da enzima de
restricdo Tagl (10 U/uL, Promega, Madison WI,USA), com posterior incubagdo a 65°C
por 5 horas. A presenca do sitio de restrigdo (T/CGA) gera dois fragmentos (85 pb e 53

pb). Esse sitio encontra-se presente no HTLV-2, porém € ausente no HTLV-1.

2.6.2. Amplificacio da regiao 5’LTR do HTLV-1

O produto da amplificacdo da regido 5’LTR (800 pb) foi utilizado na
andlise de seqiienciamento de nucleotideos e na construcio de arvores filogenéticas.

Para a amplificacdo da regido 5’LTR, as reag¢Oes foram executadas em um
volume final de 50 pL, contendo 500 ng de DNA extraido, 125 uM de cada dNTP, 20
pmol/uL. de cada iniciador, tampao PCR 1X (KCl 50mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM),
MgCl, 2,0 mM, e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen USA). No segundo passo
da amplificacdo (Nested PCR) foram utilizados 5,0 pL do produto da primeira

amplificacdo utilizando as mesmas condi¢des de reacao (Tabela 2).
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Em cada reacdo de amplificacdo, apds a desnaturagdo inicial a 94°C por 5

minutos, foram efetivados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C e 1

minuto a 72°C. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensdo final de 10 minutos a

72°C.

Tabela 2 — Iniciadores utilizados na PCR para amplificagdo da regido 5’LTR do HTLV.

Regido Iniciadores Nucleotideos Programa
5’LTR-1 LTR-1LO1 1-22 94°C 5°
(800 pb) 94°C 40
(Seiki et al., 1983) LTR-1.02 823-842 35x 3 57°C 30™
72°C 1
LTR-1.03 30-49 72°C 100
LTR-1.04 781-800

2.6.3. Reacao em cadeia mediada pela polimerase (PCR) para o HIV-1

2.6.3.1. Amplificacdo do Gene pro

As reacdes de amplificacdo foram realizadas, primeiramente, em um

volume de 50 puL, contendo 400 ng de DNA extraido, 225 uM de cada dNTP, 250 ng de

cada iniciador, tampao PCR 1X (KCl 50mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM), MgCl, 2,0 mM,

e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen USA). Na segunda etapa da amplificagdo

(Nested PCR) foram utilizados 5 UL do produto da amplificacdo anterior, considerando

as mesmas condi¢cdes de reacdo (Janini et al., 1996; Tanuri et al., 1999). Essas reacdes

se dardo pela utilizacdo de pares de iniciadores internos e externos (Tabela 3).

Em cada reacdo de amplificacdo, apds a desnaturag@o inicial a 94°C por 5

minutos, foram efetivados 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C por 30

segundos, com um tempo de dez minutos para a extensdo final a 72°C.



67

Os produtos da amplificacdo foram visualizados apds eletroforese (100
V/45 minutos), em gel de agarose a 1,5%, em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque —
TrisBase 1,6 M, acetato de s6dio 0,8 M e EDTA-Na; 40 mM/1000 ml dgua deionizada),
contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/ml), mediante a utilizacdo de

transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

Tabela 3 — Iniciadores utilizados na PCR para amplifica¢do do gene pro do HIV-1

Regido  Iniciadores Nucleotideos Programa

Gene DP16 5’- CCTCAAATCACTCTTTggCAAC -3’ 94°C 5°

pro , , 94°C 30™
DP17 5'- AAAATTTAAAgTgCAgCCAAT -3 35 {50"C 0™
DP10 5’- CAACTCCCTCTCAgAAgCAggAgCCg -3’ 72°C 308
DP11 5’- CCATTCCTggCTTTAATTTTACTggTA -3’ 7elo

2.6.3.2. Eletroforese

Os produtos das amplificacdes e das digestdes enzimdticas serdo
visualizados ap6s eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em tampao
TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40
mM/1000 ml 4dgua deionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/ml),

mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.6.3.3. Purificacdo do produto da PCR

A reacdo de purificacdo dos produtos amplificados das regidoes 5’LTR
e do gene pro a partir da PCR visa a melhoria do processo de seqiienciamento de bases
nucleotidicas. O processo de purificacdo seguiu o protocolo da QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen, Inc., USA).
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2.7. SEQUENCIAMENTO DOS NUCLEOTIDEOS

Ap6s a purificagdo dos produtos das PCR (regides 5’LTR) para o HTLV
e o gene (pro) para o HIV, o DNA amplificado foi submetido ao seqiienciamento
automadtico. A metodologia empregada foi baseada na sintese bioquimica da cadeia de
DNA através do método de Sanger et al. (1977) utilizando kit da ABI PRISM™ 310/377
BigDye Terminator v3.1 Matrix Standards (Applied Biosystems). As fitas de DNA serdo
seqiienciadas em ambas as dire¢des, usando-se o equipamento de seqiienciamento
automdtico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A técnica foi

realizada de acordo com o protocolo abaixo:

1. Para cada reag@o, misturar os seguintes reagentes em um tubo marcado:

e Terminator Ready Reaction Mix 0,5 uL.
e Tampao 1,0 uL
e DNA 10-30 ng (produto da PCR purificado) 0,5 uL
¢ Iniciadores (5,0 pmol/uL) 1,0 uL
e H,O deionizada 7.0 uL

Volume final 10,0 L.

O Terminator Ready Reaction Mix € composto de A-Dye Terminator, G-
Dye Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP,
Tris-HCl pH9,0, MgCl,, Pirofosfato Termo-estivel e AmpliTag DNA Polimerase.
Colocar os tubos contendo a mistura no termociclador (GeneAmp PCR System 2400) e
realizar 35 ciclos de 10 segundos a 94°C, 5 segundos a 57°C e 4 minutos a 60°C. Ao

final do processo, resfriar a mistura para 4°C.
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2.7.1. Precipitacio do DNA Seqiienciado

1. Adicionar 40 pL de isopropanol a 65% aos 10 UL da solucdo anteriormente
seqlienciada;

2. Homogeneizar em agitador mecanico;

3. Deixar a temperatura ambiente (25°C), nao expondo a luz, por 15 minutos;

4. Centrifugar por 25 minutos a 14.000 rpm;

5. Desprezar o sobrenadante;

6. Adicionar 300 uL de etanol a 60%;

7. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos;

8. Desprezar o sobrenadante;

9. Secar na estufa a 37°C.

2.7.2. Eletroforese do DNA Seqiienciado

O sistema de eletroforese utilizou o seqiienciador ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A corrida foi realizada seguindo o protocolo do
fabricante em um capilar de 61 cm, nas seguintes condi¢des: voltagem de corrida 12,2

kV, corrente 3-5 LA, temperatura 50°C, tempo de corrida 2 horas e 45 minutos.

2.8. ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.8.1. Edicao e Alinhamento das Seqiiéncias

A andlise comparativa entre as seqiiéncias nucleotidicas requer que elas
estejam perfeitamente alinhadas, considerando o pareamento de bases homdélogas. O

alinhamento foi realizado por meio do programa Bioedit 7.0.5.3 (Hall, 1999).
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2.8.2. Inferéncia estatistica

Foi utilizado o método do qui-quadrado (y2) para avaliar a relagdo dos
dados epidemioldgicos como a idade, a escolaridade, o uso de preservativos e a op¢io
sexual confrontada com a infec¢do pelo HIV-1 e HTLV-1, sendo que a corre¢do de
Yates foi utilizada quando o referido teste apresentou valores de pouca confianga. O
teste estatistico foi realizado por meio do programa BIOESTAT, versdo 4.0 (Ayres et
al., 2005) e os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes
e para estimar a confiabilidade das inferéncias filogenéticas, foi feito o célculo de

bootstrap (Felsenstein, 1985).

2.8.3. Analise Filogenética

As seqliéncias nucleotidicas da regido 5°LTR foram utilizadas para
estabelecer as relacdes filogenéticas entre os HTLV-1 isolados neste estudo, assim
como com outras seqiiéncias previamente descritas na literatura e que estdo disponiveis

no Genbank.

2.8.3.1. Método Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) para a Andlise
Filogenética

O agrupamento de vizinhos € um método que faz referéncia a distancia
genética entre as amostras, agrupando-as de acordo com a maior similaridade (Saitou &
Nei, 1987). O método estabelece, primeiramente, os cédlculos para o percentual de
divergéncias entre todos os pares de seqiiéncia, corrigindo estes valores para multiplas
substitui¢des ao usar o0 modelo de Kimura 2-parametros, e as distincias corrigidas sdo

usadas para gerar as arvores filogenéticas. Para a realizacao desse método também sera
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utilizado o programa MEGA2 — Molecular Evolutionary Genetics Analysis versdo 2.1
(Kumar et al., 2001). A sustentagdo estatistica da arvore filogenética serd efetuada por

meio da andlise de bootstrap que gera 2.000 réplicas do banco de dados.
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3. RESULTADOS
3.1. SOROLOGIA

Das 339 amostras testadas, oito (2,36%) foram reativas para o HIV e seis
(1,77%) para o HTLV (Tabela 4).

A prevaléncia do HIV-1 foi de 6,67% na cidade de Belém e de 0,95% em
Barcarena, nao tendo sido encontrada soropositividade nas cidades de Braganca e
Augusto Correa. Em relagdo ao HTLV, a prevaléncia encontrada foi de 3,23% na cidade
de Augusto Correa, 3,81% na cidade de Belém e 0,95% na cidade de Barcarena.
Nenhuma das amostras provenientes de Braganca apresentou soro-reatividade para este

virus (Tabela 4).

Tabela 4 — Soroprevaléncia do HIV e do HTLV nas cidades de Augusto Correa,

Braganca, Belém e Barcarena.

Cidades N HIV (%) HTLV (%)
Augusto Correa 31 0 0,00 1 3,23
Braganca 98 0 0,00 0 0,00
Belém 105 7 6,67 4 3,81
Barcarena 105 1 0,95 1 0,95

Total 339 8 2,36 6 1,77




73

3.2. INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

A média de idade entre as MPS participantes do presente trabalho foi de
247 anos (variando de 15 a 54) em Braganca; 24,9 anos (variando de 16 a 56) em
Augusto Correa; 31,7 anos (variando entre 15 a 71) em Belém e de 27,4 anos (variando

entre 16 a 51) em Barcarena (grafico 1).

rJ
o wn ol
[ I N TN T T T |

Braganca Augusto

correa Barcarena

Grafico 1 — Média de idade das MPS

Com relacdo ao estado civil das MPS de Braganca, 89,80% (88/98)
declaram-se solteiras e as demais (10,20%; 10/98), casadas, enquanto que em Augusto
Correa, 87,10% (27/31) eram solteiras e 12,90% (4/31) casadas. Em Belém, 83,81%
(88/105) informaram ser solteiras e 16,19% (17/105) informaram ser casadas; ji em
Barcarena, 90,48% (95/105) informaram ser solteiras e 9,52% (10/105), casadas

(gréfico 2).
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Grafico 2 — Estado civil das MPS

Em relac@o ao grau de escolaridade das MPS de Braganca, 2,04% (2/98),
ndo eram alfabetizadas, 89,80% (88/98) ndo haviam concluido o ensino fundamental e
8,16% (8/98) ndo tinham concluido o ensino médio. Em relacdo as de Augusto Correa,
9,68% (3/31) eram analfabetas, 83,87% (26/31) nao concluiram o ensino fundamental e
as demais (6,45%; 2/31) haviam concluido o ensino médio (grafico 3).

Em Belém, 2,86% (3/105) eram analfabetas ou alfabetizadas, 82,86%
(87/105) possuiam o ensino fundamental completo ou incompleto, 13,33% (14/105) ndo
haviam concluido o ensino médio e 0,95% (1/105) tinham o terceiro grau. Em
Barcarena, 0,95% (1/105) eram analfabetas, 69,52% (73/105) possuiam o ensino
fundamental completo ou incompleto, 25,71% (27/105) ndo concluiram ou completaram

o ensino médio e 3,81% (4/105) haviam concluido um curso superior (grafico 3).
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Grafico 3 — Grau de escolaridade das MPS

Quando questionadas sobre o uso de drogas, em Barcarena 62,85%
(66/105) das MPS entrevistadas consumiam bebidas alcodlicas diariamente ou faziam
uso constante de bebidas alcodlicas e cigarro, 14,29% (15/105) consumiam maconha,
4,76% (5/105) eram UDI e 18,10% (19/105) informaram ndo consumir nenhuma dessas
drogas citadas (grafico 4).

Em Belém, 70,48% (74/105) consumiam apenas bebidas alcodlicas ou
faziam uso simultdneo de bebidas alcodlicas e cigarro, 20,95% (22/105) declaram ter
preferéncia por maconha, 2,86% (3/105) faziam uso de drogas injetdveis e 5,71%
(6/105) relataram nao fazer uso de drogas. Quanto as cidades de Braganca e Augusto

Correa, nao foi possivel obter essas informacdes (grafico 4).
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Gréfico 4 — Uso de drogas pelas MPS

A média de parceiros em Braganca foi de 12 (minimo 1 e maximo 42),
quanto ao comportamento sexual, 69,39% (68/98) declaram sé ter relacdo com parceiros
heterossexuais, 21,43% (21/98) informaram ter preferéncia por parceiras ou parceiros
bissexuais e 9,18% (9/98) mantinham relagdes apenas com outras mulheres (grafico 5).

Em Augusto Correa, a média de clientes por semana era de 8,9 (minimo
1 e maximo 23), 54,84% (17/31) informaram que mantinham rela¢gdes sexuais s6 com
homens, 19,35% (6/31) declaram a preferéncia por parceiras ou parceiros bissexuais e
25,81% (8/31) mantinham relacdes sexuais apenas com homossexuais femininas
(gréfico 5).

Em Belém, a média de parceiros por semana foi de 10,5 (minimo 1 e
maximo 50), sendo que 81,90% (86/105) das entrevistadas relataram preferéncia por
clientes do sexo masculinos, 5,71% (6/105) responderam gostar apenas de parceiros
bissexuais e 12,38% (13/105) informaram ter relacdes apenas com parceiras do mesmo
sexo. Em Barcarena, a média de clientes por semana era de 7,0 (minimo 1 e maximo

20), onde 89,52% (94/105) das MPS declaram s6 ter mantido relacdo sexual com
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parceiro heterossexual, 8,57% (9/105) com parceiros bissexuais e 1,90% (2/105) com

clientes do sexo feminino (grafico 5).
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Gréfico 5 — Comportamento sexual das MPS

Constatou-se também que, embora, aparentemente, todas as MPS
apresentassem conhecimento sobre a importancia do uso de preservativo nas relagdes
sexuais, em Braganca, 61,22% (60/98) informaram fazer sempre uso de preservativo,
34,69% (34/98) responderam que o usam apenas as vezes e 4,08% (4/98) nunca o usam
(gréfico 6).

Em Augusto Correa, 51,61% (16/31) relataram fazer uso de preservativos
sempre, 35,48% (11/31) os usavam apenas as vezes e 12,90% (4/31) nunca os usaram.
Em Belém, 68,57% (72/105) dessas mulheres informaram usar sempre o preservativo,
26,67% (28/105) declararam usi-lo apenas as vezes e 4,76% (5/105) nunca o usaram.
Em Barcarena, 63,81% (67/105) declararam usi-lo sempre, 27,62% (29/105)

informaram usé-lo as vezes e 8,57% (9/105) relataram nunca té-lo usado (grafico 6).
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Gréfico 6 — Uso de preservativos nas relagdes sexuais pelas MPS

Quanto ao histérico de DST, em Braganca 19,39% (19/98) das
participantes relataram ja ter contraido sifilis (12/98) ou gonorréia (7/98). Em Augusto
Correa, 48,39% (15/31) apresentaram histérico de DST, sendo que destas a gonorréia
era a mais freqiiente, perfazendo 66,67% (10/15) do total. Em Belém, 24,76% (26/105)
das entrevistadas tinham histérico de DST, sendo que, entre as doencas citadas, as mais
freqiientes s@o a sifilis 26,92% (7/26) e a gonorréia 46,15% (12/26). Em Barcarena,
14,29% (15/105) dessas profissionais tinham histérico de DST, com predominio da

gonorréia 53,33% (8/15).

3.3. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DAS MPS PORTADORAS DO HIV
E DO HTLV

A média de idade das oito mulheres infectadas pelo HIV-1 foi de 32 anos
(minimo: 22 e maximo: 58), sendo todas solteiras; 62,50% (5/8) eram maes (média de
1,13 filhos); 25% (2/8) eram analfabetas e as demais (75%; 6/8) ainda nido haviam

concluido o ensino fundamental.
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Quanto a preferéncia sexual, entre as MPS soropositivas, todas tinham
preferéncia por parceiros heterossexuais com uma média de 14,13 por semana (minimo
5 e maximo 25); 75% (6/8) faziam uso do preservativo apenas as vezes; 62,5% (5/8)
declaram ja ter contraido alguma DST e 37,5% (3/8) informaram j4 ter mantido relacio
sexual com individuos de outros Estados ou de outros paises.

Quanto ao uso de drogas, 62,5% (5/8) eram consumidoras de bebidas
alcodlicas associadas com cigarro e 37,5% (3/8) faziam uso didrio de maconha, de
cigarro e de dlcool. Em relagdo ao uso de drogas injetdveis, 12,5% (1/8) declaram usé-
las e as demais 87,5% (7/8) relataram nunca té-las usado.

As seis MPS portadoras da infeccdo pelo HTLV eram todas solteiras,
com a média de idade de 38,17 anos (minimo: 25; maximo: 71), das quais 66,67% (4/6)
tinham filhos (média de 2,33), 83,33% (5/6) ndo haviam concluido o ensino
fundamental e 16,67% (1/6) consumiam &lcool, cigarro € maconha concomitantemente.
Quanto a preferéncia sexual, 83,33% (5/6) declararam que tinham apenas relacdes
sexuais com parceiros heterossexuais € nenhuma informou fazer uso de droga injetavel.
Além disso, metade das MPS afirmou j4 ter mantido contato com parceiros de outros
Estados, 66,67% (4/6) usavam preservativos apenas as vezes, metade das quais relatou
ja ter contraido alguma DST.

A andlise dos dados epidemioldgicos mostrou uma significativa
associacdo da infecc@o pelo HIV-1 com o nivel de instrugdo (p= 0,0072), com o niimero
de parceiros por semana (p=0,0079) e com o uso irregular de preservativos (p= 0,0076).

Ja a infeccdo pelo HTLV-1 sé mostrou associacdo estatisticamente

significativa com o uso inconstante de preservativo (p= 0,0482) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Caracteristicas epidemioldgicas de 339 mulheres profissionais do sexo que

fizeram parte do estudo.

Caracteristicas Anti-HIV )4 Anti-HTLV p
Negativo Positivo Negativo Positivo
Faixa etéria 0,198 0,129
<20 62 0 62 0
21-34 212 6 214 4
34-49 49 1 49 1
>50 8 1 8 1
Escolaridade 0,0072 0,668
alfabetizada 10 2 12 0
1° grau 264 6 264 6
2° grau 51 0 51 0
3° grau 6 0 6 0
Estado Civil 0,252 0,728
Solteiro 290 8 293 5
Casado 41 0 40 1
Categoria/exposicio 0,312 0,800
Heterossexual 256 8 259 5
Homossexual 23 0 23 0
Bissexual 52 0 51 1
Parceiros /semana 0,0079 0,694
Um 35 0 35 0
2-10 207 3 205 5
11-20 78 3 80 1
>20 11 2 13 0
Preservativos 0,0076 0,048
Sempre 217 1 217 1
As vezes 93 6 95 4

Nunca 21 1 21 1
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3.4. SUBTIPAGEM do HIV e do HTLV

Todas as (oito) amostras soropositivas para o HIV-1 foram confirmadas
através da IFI e submetidas a caracterizacdo molecular, tendo a amplificacdo do
segmento do gene pro de 50% delas, revelado dois subtipos distintos, de trés amostras
de Belém e uma de Barcarena, conforme os programas Blast e Beta Test, cujas relacdes
filogenéticas e valores de Bootstrap podem ser observados na Figura 19. O subtipo B
foi o mais prevalente (75%), sendo dois de Belém e um de Barcarena, seguido do
subtipo F (25%) proveniente de Belém.

Metade das amostras sororeativas para o HIV-1, todas provenientes de
Belém, ndo amplificaram para o gene pro.

Os testes soroldgicos revelaram a infec¢do pelo HTLV em seis amostras,
a confirmacdo foi feita por meio da amplificacdo da regido gendmica pX, que apds a
digestdo enzimdtica, mostrou que todas apresentavam um padrdo de bandas
correspondente ao HTLV-1. A andlise nucleotidica de um segmento de 788 pb da
regido gendmica 5’LTR, de duas amostras de Belém, depois de analisadas e comparadas
com outras seqiiéncias, obtidas no GenBang, permitiu classificd-las como subtipo
Cosmopolita, subgrupo Transcontinental (Figura 20)

Todas as amostras testadas tiveram a regido gendmica pX amplificada e a
andlise por meio da técnica de RFLP, ndo identificou nenhuma delas como sendo do
tipo HTLV-2. entretanto, o produto da PCR ndo amplificou para regido LTR de 66,67 %

(4/6) das amostras sororeativas.
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Figura 19 — Arvore filogenética baseada no alinhamento de 249 nucleotideos do gene
pro de trés amostras de Belém (em azul) e uma de Barcarena (em vermelho) com
aquelas disponiveis no GenBank. A seqiiéncia de SIVCPZGAB foi usada como grupo
externo. A arvore foi construida usando o método de Neighbor-Joining. Os nlimeros nos

nés da drvore indicam o valor booststrap, obtidos usando-se 2.000 réplicas.
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Figura 20 — Arvore filogenética mostrando as relagdes das cepas do virus linfotrépico
de células T humanas descritas no presente trabalho (HTLV-115007, HTLV-115180)
com aquelas disponiveis no GenBank. A arvore foi construida por meio do método de
Neighbor-Joining apds o alinhamento de 410 nucleotideos da regido 5°’LTR. O suporte

estatistico foi efetuado por meio do uso de 2.000 réplicas de booststrap.
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4. DISCUSSAO
4.1. EPIDEMIOLOGIA DO HIV

A prevaléncia da infeccdo pelo HIV entre as MPS residentes em quatro
municipios do estado do Par4, descrita no presente trabalho, foi de 2,36%, semelhante a
encontrada por Dutra et al. (2006) na cidade de Manaus (1,9%) e menor que a
encontrada em Imbituba, Santa Catarina, que foi de 6,7% (Trevisol et al., 2005). Essas
diferengas podem ser o reflexo do fato de a regido Norte do Brasil ter uma prevaléncia
da infec¢do pelo HIV mais baixa em relagdo aos Estados do Sul e Sudeste do Pais
(Boletim Epidemioldgico, 2004). No entanto, em 2006, Monteiro et al. demonstraram a
presenca deste agente em 6,4% das MPS residentes na cidade de Belém, o que sugere
que o virus ainda tenha uma baixa circulagdo no interior do Estado do Pard, 3,23% em
Augusto Correa e 0,95% em Barcarena.

A média de idade das MPS participantes do presente estudo foi de 28
anos, que é semelhante a encontrada em um trabalho realizado no Brasil (Schreiner et
al., 2004), ndo tendo sido verificada nenhuma associag¢do entre a presenca da infec¢do
pelo HIV e a faixa etdria das mulheres estudadas, como ji foi relatado em outros
lugares, como na India (Brahme et al., 2006), na China (Chen et al., 2005) e no México
(Goéngora-Biachi et al., 2002).

No presente estudo foi verificada uma associa¢do entre a infeccdo pelo
HIV-1 e a baixa escolaridade das MPS participantes, sendo que aproximadamente 80%
destas tinham o primeiro grau completo ou incompleto, evidenciando que a epidemia da
infeccdo pelo virus atinge, principalmente, a parcela com menor tempo de estudo. Esse
fato deve ser resultado das dificuldades de acesso a escola ou, mais provavelmente, do

abandono precoce do estudo, uma vez que 10% das MPS tinham idade entre 15 e 19
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anos e ja ndo estudavam mais. Esse aspecto também ja havia sido observado em outros
lugares do Brasil, como em Imbituba, Santa Catarina (Trevisol et al., 2005) e em
Ribeirao Preto (Passos & Figueiredo, 2004).

Outra possibilidade para o abandono precoce do estudo pelas MPS
participantes deste trabalho é o fato de a maioria delas ndo possuir residéncia fixa,
migrando constantemente para vdrios lugares, de acordo com o interesse de cada uma e
com a oportunidade de trabalhar em cidades diferentes, como é comumente observado
nessa populacio (Ohshige et al., 2000; Trevisol et al., 2005).

O uso inconstante de preservativos durante as relagdes sexuais,
juntamente com o grande nimero de parceiros por semana, foram associados com a
infeccdo pelo HIV-1 dentre as MPS do Pard. Essa associagdo também foi demonstrada
por Montano et al. (2005) entre as MPS de nove paises da América Sul (Venezuela,
Colombia, Equador, Peru, Chile, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina), o que indica
que a promiscuidade sexual e o sexo desprotegido ainda sdo grandes obsticulos a
contengdo da epidemia de HIV nessas regides estudadas.

O uso de drogas injetdveis ndo foi uma pratica comumente observada
entre as MPS do Pard, uma vez que somente 4,76% das MPS de Barcarena e 2,86% de
Belém, declararam ser usudrias, destas apenas uma (0,3%) sendo portadora do HIV-1.
No entanto, um grande nimero de mulheres relatou o uso de drogas nao injetaveis,
como o alcool, o cigarro e a maconha, ou ainda, ter parceiros usudrios dessas drogas,
sendo raro o relato de parceiros UDI. Isso indica que a via sexual ainda é a mais
importante para a disseminacdo do virus no Estado do Para, semelhante ao relatado em
Ribeirao Preto (Passos & Figueiredo, 2004) e em Imbituba, Santa Catarina (Trevisol et

al., 2005).
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Nas cidades de Braganca e Augusto Correa ndo foi identificada a
presenca do HIV entre as MPS participantes do estudo. No entanto, ressalta-se a
importancia da realizacdo de campanhas educativas para essa populagdo especifica, pois
6,20% das MPS dessas cidades relataram nunca usar preservativo durante as relagdes
sexuais, embora a média do nimero de parceiros por semana chegue a 12 (médximo 42)
em Braganca e 8 (mdximo 23) em Augusto Correa, o que sugere que a introducio do

virus nessas comunidades fatalmente acontecera.

4.2. EPIDEMIOLOGIA DO HTLV

A prevaléncia do HTLV-1 reportada no presente trabalho foi de 1,77%. E
semelhante a descrita previamente na cidade de Belém, que foi de 1,0% (Lopes &
Miranda, 2004), e na cidade de Imbituba (Catarino-de-Araijo et al., 2006), que foi de
1,1%. Entretanto, tal prevaléncia é mais baixa que a encontrada no Estado do Espirito
Santo (Etzel et al., 2001), que foi de 6,0% e no Peru (Zunt et al., 2002), que foi de
8,7%. Essas diferencas quanto a soroprevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1 entre as
MPS das diferentes localidades podem estar associadas a distribui¢do heterogénea desse
agente viral nos centros urbanos do Brasil e da América Latina.

A idade média das MPS infectadas pelo HTLV-1, nesse trabalho, foi de
38 anos (médximo 71), sendo superior a média de 24 anos verificada previamente em
Belém (Lopes & Miranda, 2004), na Europa (34 anos; Zehender et al., 2004) e na
Espanha (29 anos; Belza et al., 2004). Essa diferenga ocorreu porque as participantes,
principalmente as de Belém, apresentavam uma maior média de idade, o que sugere um

maior tempo de exposi¢do ao virus, embora a associagdo da infeccdo com essa varidvel

ndo se tenha mostrado estatisticamente significativa.
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Uma das caracteristicas das MPS portadoras do HTLV-1 incluidas no
presente trabalho foi o baixo nivel de escolaridade, pois todas tinham apenas o primeiro
grau incompleto. Esse fato reflete o precoce abandono da escola por parte dessas
mulheres e, embora algumas revelem a vontade de voltar a estudar, vérios fatores —
como o medo de ser discriminada, a familia, o trabalho a noite e a falta de confiangca —
as afastam do retorno a escola. A predomindncia de MPS com baixa escolaridade
também foi observada no Estado de Santa Catarina (Catarino-de-Aratjo et al., 2006).

Em relacdo ao uso de drogas ilicitas, somente uma das MPS portadoras
do HTLV-1 informou usar maconha, e nenhuma declarou fazer uso de droga injetdvel.
No entanto, a metade das mulheres participantes declarou fazer uso didrio de drogas
licitas como cigarro e bebidas alcodlicas, o que poderia aumentar sua vulnerabilidade a
aquisicdo de agentes infecciosos pela via sexual, em funcdo do estado de
despreocupacdo causado pelas referidas drogas, como jd descrito em trabalhos
realizados com MPS na Venezuela (Bartanjer & Pérez, 1998), no Peru (Miller et al.,
2004) e em Kwazulu-Natal, na Africa (Ramjee & Gouws, 2001).

No presente trabalho, o uso inconstante de preservativo foi um
importante fator de risco associado a infeccdo pelo HTLV-1, pois, entre as MPS
soropositivas, 66,6% usavam preservativo somente as vezes, fato que confirma
observacgdes realizadas em Feira de Santana, na Bahia (Morais et al., 2006) e no Peru
(Zunt et al., 2002). Essa realidade pode refletir a ineficiéncia das campanhas educativas
veiculadas nos meios de comunicagdo em massa, que terminam ndo atingindo esse
publico.

Na cidade de Braganca ndo se detectou nenhum caso de MPS

soropositiva para o HTLV. Entretanto, faz-se necessdria a implementacdo de agdes
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educativas nas escolas e nas casas de prostitui¢do, pois, naquela localidade, a média de
idade das MPS € baixa, ndo sendo raro observar meninas de quinze anos de idade ja
mantendo relagdes sexuais em troca de dinheiro por varios motivos, como a violéncia
doméstica. Apesar de se encontrarem muitas mulheres menores de 20 anos de idade na
populagdo examinada, quase todas apresentam um elevado nimero de parceiros por
semana.

No que concerne a freqiiéncia de DST relatada no presente trabalho,
22,12% das participantes relataram ter ou ja ter tido alguma DST, sendo as mais
freqiientes a sifilis, com prevaléncia de 41,33%, e a gonorréia, com 49,77%, superiores
ao encontrado na populacdo de MPS em outros paises, como no Vietnd (gonorréia,
10,7% e sifilis, 11,9%) (Thuong et al., 2005), em Calcutd, na India, com 1,2% e 8,9%
de sifilis e gonorréia, respectivamente (Gangopadhyay et al., 2005) e de 3,3% de
gonorréia e 14,4% de sifilis entre MPS no Camboja (Kim et al., 2005). Esse fato pode
dever-se a um conjunto de fatores, tais como o trabalho noturno, que dificulta o acesso

aos servicos publicos de sauide, e o tratamento inadequado, feito sem orientacdo médica.

43. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV-1 EM MULHERES
PROFISSIONAIS DO SEXO

Os estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil demonstram
que o subtipo B € a cepa circulante mais prevalente no pais, apesar de também ja terem
sido isolados os subtipos C, D, F e diversas formas recombinantes (Cerqueira et al.,
2004; Cabral et al., 2006; Medeiros et al., 2006). No presente trabalho, o subtipo B do
HIV-1 foi o mais prevalente (75%), seguido do subtipo F (25%), o que estd de acordo

com o anteriormente observado no Estado do Pard (Machado e al., 2004).
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Esse é o primeiro relato de caracterizagdo molecular do HIV-1 entre as
MPS de cidades do interior do Estado do Pard, o que confirma a presenga do subtipo B
circulando ndo s6 nos grandes centros urbanos, mas também nas pequenas localidades
da regido.

A diversidade de cepas do HIV-1 circulando entre MPS estd relacionada
com a regido geogréfica em questdo. No continente africano ja foram descritos os sub-
subtipos A2 e A3 em Senegal (Meloni et al. 2004), as formas recombinantes CRF02_
AG e CRF06_cpx em Burkina (Manigart et al., 2004), o subtipo C em Durbdo e na
Etiépia (Pollakis et al., 2003; Grobler et al., 2004) e as formas recombinantes
CRF10_CD na Tanzania (kiwelu et al., 2005), o que estd de acordo com quantidade de
formas circulantes do referido virus na Africa (Yang et al., 2005).

A diferenca encontrada na prevaléncia de subtipos distintos do HIV-1
entre as MPS é um reflexo das cepas que circulam na populacdo em geral, pois os
subtipos B e F sdo as formas desse agente mais freqiiente na regido Norte (Machado et
al., 2004). Achados semelhantes ji foram citados em outros trabalhos realizados com
MPS em paises como India (Segunpta et al., 2005a; 2005b; 2005c), na Tailandia
(Kilmax et al., 2000), na Espanha (Gutierrez et al., 2004) e na Republica Democrética

do Congo (Vidal et al., 2005).
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44. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HTLV-1 EM MULHERES
PROFISSIONAIS DO SEXO

No Brasil, com base em informagdes soroldgicas provenientes de bancos
de sangue, a infeccdo pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 j4 foi descrita em todos os Estados,
porém ndo sdo muito freqiientes os estudos de epidemiologia molecular do virus
(Catalan-Soares et al., 2005a), principalmente, em MPS.

No presente trabalho, é descrita pela primeira vez a prevaléncia da
infeccdo pelo HTLV-1 em MPS do interior do Estado do Pard, confirmando a presenca
do HTLV-1 Cosmopolita como um agente viral amplamente distribuido e mais
prevalente em dreas urbanas e rurais da Amazodnia brasileira (Vallinoto et al., 2004,
2006; Laurentino et al., 2005; Souza et al., 2006).

Em algumas amostras sororreativas no teste soroldgico ndo foi possivel a
caracterizacdo molecular, provavelmente devido a presenca de mutacGes em sitios
especificos dos iniciadores, resultando na auséncia de amplificagdo do DNA proviral ou
baixa qualidade do DNA extraido, o que pode dificultar a amplificagdo génica. Essas
limitacdes podem ser um indicativo da necessidade da constru¢@o de novos iniciadores.

A caracterizagdo molecular de cepas do HTLV-1 como sendo
Cosmopolita do subgrupo Transcontinental, entre as MPS, foi semelhante ao resultado
obtido anteriormente em MPS do centro comercial da cidade de Belém (Costa, 2004).
No referido trabalho, a prevaléncia foi de 1,07%, enquanto que neste, a prevaléncia foi
de 1,77%. Essa diferenga pode ser atribuida ao maior nimero de amostras e localidades
estudadas.

A infec¢do pelo HTLV-1 Cosmopolita do subgrupo Transcontinental em

MPS ja foi reportada em trabalhos realizados com MPS imigrantes na Europa,
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mostrando uma ampla distribuicio desse agente na América Latina e nos paises
europeus (Gutiérrez et al., 2004; Zehender et al., 2004). Ademais, o subtipo
Cosmopolita do subgrupo Oeste Africano foi também descrito em MPS no estudo

desenvolvido por Zehender ef al. (2004) de uma imigrante africana residente na Europa.
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5. CONCLUSOES

1) A soroprevaléncia de anti-HIV e de anti-HTLV em uma amostra da populacdo de
MPS do Estado do Para foi de 2,36% e 1,77%, respectivamente;

2) Os subtipos do HIV-1 circulantes identificados foram do subtipo B e do subtipo F;

3) Todas as amostras soropositivas para o HTLV eram do tipo HTLV-1, sendo
encontrado como subtipo o Cosmopolita, do subgrupo Transcontinental;

4) A relagdo sexual foi a mais provavel via de aquisic@o da infec¢do pelos dois agentes
virais, uma vez que o relato de uso de drogas endovenosas foi raro;

6) As MPS das referidas cidades apresentam baixo grau de escolaridade, sdo maes
solteiras, fazem uso inconstante de preservativo, tem conhecimento dos riscos de

contrairem DST e apresentam grande nimero de parceiros por semana;
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SERVICO PUBLICO FEDERAL )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA

Protudrio n°: Protocolo n° : Data da coleta: __ / /_
Procedéncia :

Nome da paciente: Data de

nascimento: / /

Estado Civil: 1. casada 2. solteira 3.separada 4. viuva filhos? a) sim  b) ndo
quantos?

Numero de gestagdes: amamentou? a)sim b)ndo  fez pré-natal de quantos?
Aborto? a) sim  b)ndo  quantos? tempo de gestacdo?

Ja fez teste para AIDS? a) sim  b)ndo  quantos?

Endereco:

Municipio: naturalidade:

Municipio de residéncia anterior (se reside a menos de cinco anos no enderego atual):
Escolaridade:

1. ndo alfabetizado 2. alfabetizado 3. 1° grau incompleto

4. 1° grau completo 5. 2° grau incompleto 6. 2° grau completo

7. 3° grau incompleto 8. 3° grau completo

Profissdo: Renda familiar:

Tipo de moradia:

J4 usou algum tipo de droga? a) dlcool b) cigarro  ¢) maconha d) outros: _
Uso de droga endevenosa alguma vez? 1. sim, mas ndo quer comentar a) sim  b) ndo
Ha quanto tempo faz uso de DE? parou () ndo( ) ultima vez que usou

Como vocé costumava fazer uso de seringa e agulha:

1. sempre sozinho 2. dividia com pessoa fixa 3. dividia com mais de uma pessoa

Vocé ja fez uso de droga injetdveis com seringas ou agulhas compartilhadas com:

a) pessoas que sdo de ou normalmente viajam para outro estados? 1. sim  2.nd3o  3.ndosabe Se
sim, quais estados:
b) pessoas que sdo de ou normalmente viajam para outros paises? 1. sim 2. ndo  3.n3osabe Se
sim, de onde:
Comportamento sexual:

1. com parceiros (a) heterossexual 2. com parceiros bissexual 3. com parceiros (a) homossexual
4. com parceiros (a) usudrio de drogas ndo-injetdveis 5. com parceiros (a) usudrio de drogas EV
6. com multiplos (a) parceiros (a) 7. com parceiros (a) transfundido 8. com parceiros hemofilicos

9. com parceiros portador do HIV

Numero de parceiros :

Por semana: por més:
Parceiro (s ) de ou outros estados? 1. sim 2. ndo 3.ndo sabe  Se sim, quais
estados

Parceiro (s ) de ou outros paises? 1. sim  2.ndo 3. ndosabe Se sim, quais
estados

Sexo anal:

1. sempre 2. dsvezes 3.nunca 4. ndo quer comentar
Sexo com trabalhador (a) comercial do sexo?

l.sim 2. ndo 3. ndo que comentar

Uso de preservativo Sexo anal:
1. sempre 2. dsvezes 3.nunca 4. ndo quer comentar

Ja teve hepatite? 1. sim  2.nd3o  3.ndosabe qual hepatite?
Historico de DST: 1. sim 2. nfo 3.nd3o sabe Quais:
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre Avaliagdo da
prevaléncia de doengas sexualmente transmissiveis (DST) e AIDS em prostitutas no
municipio de Barcarena, Pard, Brasil, que serd desenvolvida pelas seguintes instituicoes:
Universidade Federal do Pard e secretiria Municipal de Saide do Municipio de
Barcarena.

Para que eu decida participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as
seguintes informacdes:
1. O pesquisador responsdvel pela pesquisa é o Prof. Dr. Luiz Fernando Almeida
Machado, Biomédico, Professor Adjunto da Universidade Federal do Pard e o estudante
de mestrado Ronaldo Lopes de Sousa.
2. O objetivo da pesquisa € a vigilancia do HIV-1 e das DST prevalentes no Municipio.
3. Durante a pesquisa o paciente deverd responder a um questiondrio, depois serd
submetido a coleta de sangue para exame de laboratdrio.
4. Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sdo de uso rotineiro. Uma
pequena quantidade de sangue (5 mL) serd coletada para deteccdo de marcadores
genéticos do virus e do hospedeiro.
5. serdo utilizados descartaveis, ndo oferecendo risco para a pessoa.
6. Ninguém ¢é obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa poderd
deixar a pesquisa no momento que quiser, pois ndo haverd prejuizo pessoal por esta
causa.
7. Nao haverd nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nio
haverd nenhuma forma de pagamento para participacao.
8. O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, € possibilitar um
melhor entendimento sobre os subtipos do HIV-1 circulantes em nossa regido, as
possiveis associacdes com marcadores genéticos de resisténcia e o impacto das co-
infeccdes na progressao para SIDA/AIDS.
9. A participacdo na pesquisa € sigilosa, isto significa que somente os pesquisadores
ficardo sabendo de sua participagdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo
neste trabalho, sem a identificag¢@o individual da participante.

Assinatura do Pesquisador Responsdvel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecida acerca do conteiido da mesma, assim como seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Barcarena, / /

Assinatura do participante
Prontudrio: Protocolo:




