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EPIGRAFE

“Certa vez, um poeta disse que nenhum homem era uma ilha. Para combater o Bom
Combate, precisamos de ajuda. Precisamos de amigos, e quando 0s amigos nao estao
por perto, temos que transformar a soliddo em nossa principal arma. Tudo que nos cerca
precisa nos ajudar a dar os passos que precisamos em dire¢ao ao nosso objetivo. Tudo
tem que ser uma manifestacdo pessoal de nossa vontade de vencer o Bom Combate.
Sem isto, sem perceber que precisamos de todos e de tudo, seremos guerreiros
arrogantes. E nossa arrogancia nos derrotard no final, porque vamos estar de tal modo
seguros de nés mesmos que nao vamos perceber as armadilhas do campo de batalha”.

(Paulo Coelho — O Diério de um Mago)



DEDICATORIA

A Deus, que me deu a vida; na qual me considero vitoriosa.

A minha mae, que sempre me incentivou nos momentos em que mais
precisei, especialmente, nos de (quase) desisténcia. Pela paciéncia.

Ao meu irmao, Igor. Que o proximo passo seja a tua graduagao.

Aos meus familiares, que sempre torceram por meu crescimento pessoal
e profissional.

Aos meus eternos amigos; C4, Nena, Luana, Verena, Gor6, Almeidinha —
por serem fieis, pacientes, encorajadores, dedicados e, em especial, C4 e Nena, minhas
ouvintes confidentes.

Ao Roberto, meu amigo e companheiro. Pelo exercicio da tua paciéncia e
pelo incentivo.

Aos amigos de laboratério — Andréa, Adriana, Aldemir, Carol Moreira,
Carol Scerni, Priscila, Maslova — pelos diversos favores, pela compreensao, pela

dedicagdo e pelo ambiente de trabalho, no minimo, agradavel.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Professor Alexandre Lemos, pelos ensinamentos e
pela oportunidade de desenvolver este estudo.

A Dra. Marcia Rojas e outros médicos do ambulatério de inaptos da
Fundacdo HEMOPA; pelo auxilio com as entrevistas aos doadores.

Ao Dr. Angelo Crescente e funciondrios do ambulatério do Nicleo de
Medicina Tropical; pelo auxilio com as entrevistas.

Aos candidatos ao processo de doagdo sangiiinea, sem o0s quais, este
estudo ndo aconteceria.

A Fundacio HEMOPA, pelo suporte para o desenvolvimento deste
projeto.

A CAPES, pelo auxilio financeiro, durante o periodo de
desenvolvimento do curso de mestrado.

Ao curso de pés-graduacdo, em Biologia de Agentes Infecciosos e

Parasitarios, da UFPA.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

1

1.1

1.1.1

1.1.2

1.1.3

1.2

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.3

1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

1.5

1.5.1

1.5.2

1.5.3

INTRODUCAO

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HTLV-1 E DO HTLV- 2
Descobrimento e Classificacao

A Estrutura Viral e o Genoma dos HTLV

O Ciclo de Replicacao dos HTLV
EPIDEMIOLOGIA DO HTLV-1 E DO HTLV-2
MODOS DE TRANSMISSAO

Transmissao Vertical

Transmissao Sexual

Transmissao Parenteral

DOENCAS ASSOCIADAS AOS HTLV
LLcTA

PET/MAH

HU

Dermatite Infecciosa

Outras Doencas

DIAGNOSTICO

Sorolégico

Molecular

Isolamento Viral

Vil

viii

X

10

10

11

11

12

12

13

14

14

15

15

15

17

18



1.7

1.8

1.9

1.10

1.11

1.6 CARGA PROVIRAL

PREVENCAO

DOADORES DE SANGUE E OS HTLV
JUSTIFICATIVA

RISCOS E DIFICULDADES

OBJETIVOS

1.11.1 Objetivos Gerais

1.11.2 Objetivos Especificos

2

2.1

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.14

2.1.5

2.1.6

2.1.7

2.2

3.1

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.14

MATERIAIS E METODOS
DESENHO DO ESTUDO

Triagem Sorolégica

Extracao de DNA Gendémico

PCR em Tempo Real

Quantificacdo da Carga Proviral
Preenchimento das Fichas Epidemiolégicas
Portadores do HTLV-1 e do HTLV-2
Grupo Controle

ANALISE ESTATISTICA
RESULTADOS

FICHA A

Recebeu Transfusao Sangiiinea?
Quem Amamentou?

Foi Submetido a Cirurgia?

Uso Compartilhado de Lamina/Barbeador?

20

21

24

25

26

26

26

27

27

28

28

29

29

30

30

31

31

32

37

37

37

38

38

19



32 FICHAB
3.2.1 Faz Uso de Preservativo nas Relacoes Sexuais?
3.3  ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA
3.4  DADOS NAO SIGNIFICATIVOS
4 DISCUSSAO
5 CONCLUSOES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

39

39

42

43

54

56

39



10

RESUMO

Com o objetivo de definir o perfil epidemiolégico da infeccdo pelos Virus linfotrépico
de células T humanas (HTLV-1 e HTLV-2), na populagdo de doadores de sangue
inaptos, da Fundacdo HEMOPA, na cidade de Belém do Pard, analisaram-se 113 fichas,
em relacdo a fatores de risco associados a transmissdo destes retrovirus, entre portadores
e nao portadores dos HTLV. Observou-se infeccdo em 76% (n=50) dos doadores
inaptos pelo HTLV-1 e em 24% (n=16) pelo HTLV-2; 62% (n=70) dos portadores eram
do sexo masculino e 38% (n=43) do sexo feminino, havendo uma maior tendéncia da
infeccdo por individuos deste sexo (p=0,007). Os fatores de risco que exibiram
resultados significativos foram: ter recebido transfusdo sangiiinea (p=0,0003), mais
especificamente para HTLV-2 (p=0,02); ter sido amamentado por ama de leite
(p=0,006), mais especificamente para HTLV-1 (p=0,04); ter sido submetido a cirurgia
(p=0,01), discriminadamente para HTLV-1 (p=0,03) e HTLV-2 (p=0,04); compartilhar
lamina/barbeador (p=0,02), mais especificamente para HTLV-1 (p=0,02); ndo usar
preservativo nas relagdes sexuais (p=0,0003), discriminadamente para HTLV-1
(p=0,001) e HTLV-2 (p=0,002). Apesar das diversas etapas existentes no processo de
triagem de doadores de sangue, cujo objetivo € eliminar potenciais candidatos
portadores de doencas transmissiveis pelo sangue, em especial as de curso crénico e
assintomadtico, existem vieses que impossibilitam um processo isento de falhas.

Palavras-chaves: HTLV; fatores de risco; doadores de sangue.
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ABSTRACT

In order to define the epidemiological profile of the Human T-cell Lymphotropic Virus
(HTLV-1 and HTLV-2) among inapt blood donors population, at the HEMOPA
Foundation, in Belém, state of Pard, we analyzed 113 epidemiological forms, related
with risk factors associated with these retrovirus transmission, among carriers and non-
carriers of HTLV. We observed that 76% (n=50) of the inapt blood donors were
infected by HTLV-1 and 24% (n=16) by HTLV-2; 62% (n=70) of the carriers were
male and 38% (n=43) were female, with a tendency of infection in this gender
(p=0,007). The risk factors which exhibited significant results were: have received
blood transfusion (p=0,0003), more specifically to HTLV-2 (p=0,02); have been breast-
feeding from non-mother (p=0,006), more specifically to HTLV-1 (p=0,04); have been
submitted to surgery (p=0,01), discriminately to HTLV-1 (p=0,03) and HTLV-2
(p=0,04); share blades/shavers (p=0,02), more specifically to HTLV-1 (p=0,02); do not
use condoms during sexual intercourse (p=0,0003), discriminately to HTLV-1
(p=0,001) and HTLV-2 (p=0,002). Despite of the diverse stages existing in the process
of selection of blood donors, which the main objective is to eliminate potentials
candidates carrying transmissible blood diseases, in special of chronic and
asymptomatic course, exist bias that disable an exempt process of fails.

Key-words: HTLV; risk factors; blood donors.
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1 INTRODUCAO
1.1 - CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HTLV-1 E DO HTLV-2
1.1.1 — Descobrimento e Classificacao

A primeira descricdo do Virus linfotrépico de células T humanas do tipo
1 (HTLV-1) seguiu, imediatamente, a descoberta do fator de crescimento de células T
humanas, hoje conhecido por Interleucina-2 (IL-2), o qual permitiu o estabelecimento
de linhagens de células T de um paciente, nos Estados Unidos, que apresentava um
quadro de Linfoma cutaneo de células T, albergando particulas retrovirais do tipo C
(Morgan et al., 1976; Uchiyama et al., 1977; Poiesz et al., 1980; 1981).

Simultaneamente, no Japdo, a linhagem celular de um paciente com
Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (LLcTA) mostrou armazenar um retrovirus e
produzir antigenos que reagiam com o soro de pacientes com LLcTA. Este retrovirus,
entdo designado HTLV-1 foi identificado como agente etiolégico da LLcTA (Hinuma et
al., 1981).

O HTLV-2, originalmente isolado de um paciente com uma forma
atipica de Leucemia de células T pilosas nao foi associado, etiologicamente, com
doencas humanas (Kalyanaraman et al., 1982a, 1982b).

Os Virus linfotrépico de células T humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2)
pertencem a familia Retroviridae, estando agrupados num grupo distinto, na subfamilia
Oncovirinae, género Deltaretrovirus. O HTLV-1 e o HTLV-2, junto com o virus da
leucemia bovina (BLV) e os virus da leucemia de células T de simios (STLV), formam
o grupo HTLV-BLV (Murphy et al., 1995).

Estes retrovirus tém sido classificados na familia Retroviridae, baseados

em seqiiéncias genéticas e em homologias estruturais (Coffin, 1996b), caracterizando-se
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por serem os Unicos virus dipldides, ou seja, de genoma composto por duas fitas
simples de RNA, de polaridade positiva (Burke, 1997). Baseado em propriedades
bioldgicas, morfoldgicas e patogénicas, a familia Retroviridae € dividida em sete
géneros:  Alpharetrovirus,  Betaretrovirus, = Gammaretrovirus,  Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus (Coffin, 1996b).
Recentemente, foram descritos dois novos retrovirus, denominados
HTLV-3 e HTLV-4, ambos em individuos nativos da Africa Central. O HTLV-3 foi
filogeneticamente relacionado ao Virus Linfotrépico de células T de simios, o STLV-3
(Callatini et al., 2005). Enquanto, o HTLV-4 ndo pode ser relacionado
filogeneticamente com nenhum STLV, porém, exibiu um padrao de Western Blot (WB)

semelhante ao do HTLV-2 (Wolfe et al., 2005).

1.1.2 - A Estrutura Viral e o Genoma dos HTLV
O HTLV-1 e o HTLV-2 sdo retrovirus, que possuem envelope lipoprotéico
formado durante o processo de brotamento da particula viral (maturagdo) através da
membrana plasmadtica celular. O material genético € envolto pelas proteinas do
capsideo, p15, p19, p24, que constituem o core viral (Hjelle, 1991; Tangy, 1996). Uma
glicoproteina transmembrana, gp21, serve como ancora para a proteina de superficie,
gp46, e, junto a membrana lipidica encontra-se a proteina da matriz (White & Fenner,
1994; Arbeitskreis Blut, 1999).
No interior das particulas virais, além do proprio genoma, estdo
presentes enzimas codificadas pelo virus; uma protease viral, a transcriptase reversa

(TR) e a integrase (Coffin, 1996a; Figura 1).
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pl5, pl9, p24

Envelope

Figura 1 -  Representacdio estrutural dos HTLV  (Adaptado de:

www.tododrogas.net/otr/sida/retrovirus.html).

Os principais genes codificados pelo genoma do HTLV-1 e do HTLV-2
sdo: gag para proteinas internas estruturais, antigenos grupo-especificos, que codifica
um polipeptideo de 55 kDa, clivado para producdo de trés proteinas estruturais, pl5,
p19, p24; pol para enzimas virais (transcriptase, RNAse e integrase); a regido pro, uma
regido sobreposta aos genes gag e pol, codificadora de uma protease, que cliva o
polipeptideo de 55 kDa e outras proteinas virais; env para glicoproteinas do envelope,
que codifica um proteina de 69 kDa, que clivada pela protease viral e, através do
processo de glicosilagcdo, origina as glicoproteinas gp21 e gp46 (Shimotohno et al.,
1985) e; tax (translator) e rex (regulator of expression), cujos produtos sdo proteinas

regulatdrias.
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Cada um destes genes codifica uma proteina precursora, a qual é
processada pos-transcricionalmente em uma proteina funcional. Como ja citado, os
precursores das proteinas Gag e Pol, por exemplo, sdo clivados enzimaticamente em
produtos finais pela protease viral (Nam et al., 1988; 1993; Kobayashi et al., 1991).

As extremidades do genoma do HTLV-1 e do HTLV-2 sdo flanqueadas
por regides LTR (Long Terminal Repeats), seqiiéncias estas, que contém elementos
regulatérios da replicagdo viral. Cada LTR € dividida em trés regides: U3, R e US5; sendo
que na por¢ao U3 encontram-se elementos regulatérios de controle da transcricao viral
(Franchini et al., 2000).

A replicagdo do HTLV-1 e do HTLV-2 € regulada por duas proteinas
virais regulatdrias, bem caracterizadas, Tax e Rex. Estas proteinas sao codificadas por
uma regido localizada na extremidade 3” do genoma, conhecida por pX, que contém
quatro ORF (Open Reading Frames) (Seiki et al., 1983). Tax e Rex estdo situadas nas
ORF IV e I1I, respectivamente.

Tax é uma fosfoproteina nuclear que tem a capacidade de regular a
transcricao do genoma proviral, interagindo com fatores de transcricao celulares. Uma
proteina de Tax, p40tax, ativa um gene da regido LTR (U3); a ativacdo desta seqiiéncia
d4 inicio ao processo de transcri¢ao dos provirus (Fujisawa et al., 1986).

Rex ¢é uma fosfoproteina nuclear requerida como regulador pds-
transcricional das proteinas estruturais Gag e Env. Atua como regulador do genoma do
HTLV ao controlar o processamento do mRNA viral. O mecanismo de ag¢do € uma
forma de feed-back negativo. O produto de rex, sendo sintetizado nas mesmas taxas que
os demais produtos da replicagdo viral, quando atinge niveis de concentracdo mais

z

elevados, passa a inibir a transcricdo de novos mRNA. Este mecanismo € capaz de
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regular os niveis de expressao dos genes codificadores dos componentes virais,
determinando uma maior ou menor sintese de particulas infectantes (Cann & Chen,
1996).

Tax e Rex nao somente regulam a expressao viral como podem interferir
com fungdes da célula hospedeira, afetando a transcricdo e a traduc¢do de varios genes
celulares. Podendo, desta maneira, ser relevantes na patogénese de doencas associadas
aos HTLV (Franchini, 1995; Ferreira et al., 1997).

Os retrovirus do grupo HTLV-BLV possuem propriedades
transformantes. No HTLV-1 e no HTLV-2 a proteina Tax estd envolvida na inducdo e
na manutencao da transformacao, tendo a capacidade de ativar genes celulares, os quais
desempenham papel importante na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular

(Franchini, 1995).

1.1.3 - O Ciclo de Replicacao dos HTLV

A replicacdo inicia-se com a adsor¢do dos virus por uma via especifica
através de receptores da membrana plasmadtica com a ajuda das glicoproteinas de
superficie e, € seguida pela entrada do virus a célula (penetragdo) que pode ocorrer por
fusdo do envelope com a membrana celular ou, por endocitose mediada por receptor,
seguida de fusdo de membranas. Caso o receptor esteja ausente ou alterado a
infectividade diminui e o ciclo replicativo ndo ocorre (Coffin, 1996a).

Seqiiencialmente, se dd o desnudamento com a liberagdo do material
genOmico viral no citoplasma da célula hospedeira; este processo ainda ndo foi

completamente esclarecido (Tangy, 1996).
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Posteriormente, inicia-se o processo de transcri¢io do genoma. Os
HTLYV apresentam junto a extremidade 5” uma molécula de tRNA, utilizada para iniciar
a transcricdo reversa (White & Fenner, 1994). O genoma proviral € transcrito em
mRNA por enzimas celulares (RNA polimerase DNA-dependente) (Hjelle et al., 1991).
O mRNA subgendmico serve como molde para sintese de proteinas virais estruturais,

enzimas e proteinas virais regulatérias (Figura2).

REN&
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Genoma: duas fitas transcriptase reversa
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Figura 2 — Representacdo esquemdtica da replicacdo dos retrovirus (Adaptado de:

www.acessexcellence.org/RC/VL/GG.images/images_9.30.jpg).

mRNA especificos sdo produzidos por splicing do mRNA viral e usados

para sintese de vdrias proteinas virais; mRNA un-spliced é usado para sintese de
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precursores protéicos de Gag e Gag-Pol, assim como, RNA gendmico de novas
particulas virais; mRNA single-spliced codifica o produto do gene env; enquanto o
mRNA double-spliced codifica as proteinas regulatérias da regido pX (Seiki et al.,
1983; White & Fenner, 1994; Coffin, 1996a).

A transcriptase reversa transcreve o RNA viral em uma fita dupla de
DNA, também conhecido por DNA proviral, que € integrado covalentemente no
genoma da célula hospedeira com auxilio da integrase.

Ap6s a infec¢do os provirus podem se manter integrados nas células sem
sintetizar componentes virais. Com a ativagdo das células a sintese e a replicacdo dos
componentes virais do HTLV-1 e do HTLV-2 sdo induzidas (Arbeitskreis Blut, 1999),
passando o provirus a utilizar o maquindrio da célula infectada. O provirus pode replicar
com componente cromossomico, sem a presenca de um mecanismo capaz de remové-lo,

podendo ser, entdo, transmitido as células filhas (Cimarelli et al., 1996; Coffin, 1996a).

1.2 - EPIDEMIOLOGIA DO HTLV-1 E DO HTLV-2

No ano de 1999, em um estudo de Li ef al., foi demonstrada, através de técnica
de Biologia Molecular (Reagao em Cadeia da Polimerase - PCR), a amplificacdo de
seqiiencias do HTLV-1 proviral em mumias andinas, o que revelou a presenca do
HTLV-1 em populacdes humanas remotas.

O HTLV-1 apresenta sete subtipos, caracterizados a partir da origem
geografica, andlise filogenética da gp21 e da regido LTR, sendo estes: HTLV-la
(Subtipo Cosmopolita), HTLV-1b (Subtipo Africa Central), HTLV-1c (Subtipo
Australo—Melanésio), HTLV-1d (Novo Subtipo Africa Central), HTLV-1le, HTLV-1f e

HTLV-1g (Ureta-Vidal et al., 1994; Van Dooren et al., 2001).
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O HTLV-1 € endémico em dreas como o sudeste do Japao, Caribe,

Africa e partes da América do Sul. Entretanto, a ocorréncia da infec¢io pelo HTLV-1
em outras regides tem sido reportada (Hollsberg et al., 1993; Slattery et al., 1999). Em
areas endémicas a soroprevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1 € maior em mulheres do
que em homens (Arbeitskreis Blut, 1999).

Em um estudo envolvendo doadores de sangue, no Japao, nos Estados
Unidos, na Franga, na Holanda, em Luxemburgo, na Dinamarca, na Suica e na
Finlandia, entre os anos de 1986 e 1995, todos os doadores de sangue foram triados para
anticorpos contra HTLV-1, tendo a prevaléncia variado de 0 a 0,02% (Taylor et al.,
1996).

Na Alemanha, em um estudo realizado durante trés anos, envolvendo
376.000 doadores, apenas quatro individuos foram identificados como positivos para
HTLV-1 e para HTLV-2 (Fleischer et al., 1999).

Por sua vez, o HTLV-2 apresenta quatro subtipos: HTLV-2a, HTLV-2b,
HTLV-2c e HTLV-2d (Hall et al., 1992; Ishak et al., 1995; Vandamme et al., 1998). A
presenca do subtipo HTLV-2c ja foi descrita em populagdes urbanas e indigenas
brasileiras (Ishak et al., 1995; Vallinoto et al., 2002).

Entre usudrios de drogas injetaveis (UDI), tanto a infeccao pelo HTLV-
1, quanto pelo HTLV-2 € observada. As prevaléncias variam de 0,4% a 18%, no caso de
diferentes cidades norte americanas. A infeccdo pelo HTLV-2 nos Estados Unidos da
América (EUA) foi observada esporadicamente (Kwok et al., 1990a; Kalyanaraman et
al., 1982). Na Europa, onde a infec¢do pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 ndo é endémica,
grande parte das infeccdes pelo HTLV-2 foi observada em UDI (Zanetti et al., 1992).

Sendo que entre UDI paises como a Itdlia, a Espanha e a Irlanda estes retrovirus t€ém



21

sido considerados endémicos (Hall et al., 1992; Soriano et al., 1993; Schwebke et
al., 1994).

No Japao, apesar de ter sido reconhecida como primeira drea endémica, o
HTLV-2 € raro, com o maior nimero de dados epidemioldgicos e clinicos associados a
presenca do HTLV-1 (Yanagihara et al., 1990).

A presenca dos HTLV na América do Sul parece ter ocorrido,
provavelmente, em funcdo: da presenca de populacdes amerindias vindas da Asia; do
tréfico de africanos apds a descoberta da América; e, da imigragao japonesa, no comego
do século passado (Carneiro-Proietti et al., 2002). Populacdes distintas da Colombia, da
Argentina e do Brasil t€m sido encontradas infectadas pelo HTLV-2, especialmente, em
tribos indigenas (Ishak et al., 1995; 2003; Hall et al., 1996; Shindo et al., 2002).

Além do mais, a infec¢do € tida como endémica entre algumas
populacdes, como € o caso dos grupos indigenas nativos; os Kayap6, os Munduruku, os
Arara do Laranjal, os Tiriyé e os Kararad (Ishak et al., 1995; 2001; Vallinoto et al.,
2002). Entretanto, a infec¢do é observada em todo o Brasil, com a prevaléncia variando
entre as diversas regioes, sendo a cidade de Salvador, Bahia, a que apresenta a maior
prevaléncia da infec¢ao pelo HTLV-1 no pais (Galvao-castro et al., 1995).

Estudos revelaram que o HTLV-2 é endémico em tribos indigenas das
Américas do Sul e do Norte e, em tribos de pigmeus da Africa Central, com uma
prevaléncia maior que 70% em algumas regides (Maloney et al., 1992; Levine et al.,

1993).
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1.3 —MODOS DE TRANSMISSAO
Os mecanismos de transmissao reconhecidos para o HTLV-1 e para o HTLV-2
sdo semelhantes (Hall et al., 1994) e incluem: a transmissdo vertical, a transmissio

sexual e a transmissdo parenteral. As vias de transmissdo dos HTLV-3 e HTLV-4 ainda

sdo desconhecidas (Callatini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).

1.3.1 - Transmissao Vertical
Nesta via a transmissio se da, mais comumente, através do aleitamento materno
(Sugiyama et al., 1986; Ando et al., 1987; Hereine, 1992; Cann & Chen, 1996).

No Brasil, em um estudo, foi detectada a presenca de grande quantidade
de linfécitos infectados no leite materno de maes soropositivas (Andrade-Serpa et al.,
1995).

Na Espanha, durante um estudo envolvendo mulheres gravidas de
diversas cidades observou-se uma prevaléncia de 0,064% da infeccdo por HTLV
(Machuca et al., 2000a).

No Japdo, observou-se que 20% das criangas de maes soropositivas para
HTLV-1, adquiriam a infec¢do por meio de aleitamento materno (Kinoshita et al.,
1987). Podendo ser transmitido, também, in utero, mais raramente (Komuro et al.,

1983; Saito et al., 1990).

1.3.2 — Transmissao Sexual
Tal transmissdao ocorre, hipoteticamente, de forma mais comum e eficaz, do
homem infectado para mulher nao infectada (Yamaguchi et al., 1994), via células

infectadas presentes no s€émen (Kajiyama et al., 1986; Nakano et al., 1994); sendo a
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transmissdo da mulher infectada para o homem nao infectado, considerada rara

(Brodine et al., 1992).

1.3.3 — Transmissao Parenteral

Outra rota de transmissao € aquela que ocorre através de transfusio sangiiinea ou
de hemoderivados contaminados (concentrados de hemadcias, de plaquetas e leucocitos);
por meio de objetos perfuro-cortantes contaminados e; compartilhamento de agulhas
entre individuos sadios e infectados, no caso de UDI.

O HTLV-1 e o HTLV-2 foram, primeiramente, detectados em UDI em 1984
(Tedder et al., 1984). E bem documentado que ser usudrio de drogas injetdveis é um
fator extremamente importante na transmissdo de retrovirus humanos.
Aproximadamente quarenta paises tém mostrado, nos portadores de retrovirus, padroes
de comportamento envolvendo o uso de drogas endovenosas (Sitmson, 1995; Des
Jarlais et al., 1996). Ainda ndo se sabe por que o HTLV-2 é mais prevalente entre UDI
do que o HTLV-1 (Hall et al., 1994; Switzer et al., 1995).

A transmissdo hematogénica tem sido considerada relevante, em
especial, na dissemina¢do do HTLV-1 e do HTLV-2 em é&reas urbanas, entre UDI e
doadores de sangue (Casseb et al., 1997; Segurado et al., 1997; Egan et al., 1999).
Entretanto, estima-se que a transmissdao viral por transfusdo sangiiinea ocorra em

baixos, mas significativos, niveis (Schreiber et al., 1996; Busch et al., 1997).
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1.4 - DOENCAS ASSOCIADAS AOS HTLV

As principais doencas associadas aos HTLV estdo descritas a seguir.

Entretanto, apenas o HTLV-1 € reconhecidamente o agente etioldgico destas patologias.

O HTLV-2 vem sendo associado com doencas hematoldgicas e nao
hematoldgicas, porém, ainda sd3o necessdrios maiores estudos para afirmar a
participacdo deste retrovirus como agente etioldgico destas doengas (Tarsis et al.,
1998). Até o momento, nenhuma manifestacdo clinica foi associada aos tipos HTLV-3 e

HTLV-4.

1.4.1 — LLcTA (Leucemia/Linfoma de células T do Adulto)

Esta doenca foi descrita no Japao em 1977 (Takatsuki, 1977) e sua
associagdo com o HTLV-1 foi descrita em 1982 em imigrantes caribenhos na Inglaterra
(Catovsky, 1982). O HTLV-1 foi, inicialmente, isolado de lesdes na pele de um
paciente com linfoma cutaneo de células T (Poeisz et al., 1980). A Leucemia e Linfoma
de células T do Adulto — LLcTA, como € mais conhecida, ¢ uma doenca
linfoproliferativa bastante agressiva e, pode apresentar quatro formas clinicas distintas:
aguda, cronica, subaguda e linfomatosa (Shimoyama et al., 1991; Jaffe et al., 2001).

A LLcTA ¢ tida como uma doenca bastante agressiva entre as demais
doengas de células T pds-timicas maduras (Uchiyama, 1977). Sua etiologia estd
associada com a infeccdo pelo HTLV-1. As evidéncias que demonstram o papel
etiolégico do HTLV-1 na LLcTA sdo: incidéncia de LLcTA em regiao endémica para
infeccdo por HTLV-1; todos os pacientes com LLcTA apresentam anticorpos contra

HTLV-1; a integracdo monoclonal do DNA proviral nas células leucémicas dos
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pacientes com LLcTA, confirmando que a LLcTA surgiu da transformacgao
maligna de uma célula previamente infectada por HTLV-1 (Yamaguchi, 1994).

O mecanismo pelo qual o HTLV-1 causa a LLcTA permanece

parcialmente desconhecido. Contudo, algumas etapas ja estdo esclarecidas; no processo

de transformacdo maligna, um clone especifico de células com fenétipo CD4" se

expande gradativamente entre as demais células (Yoshida, 1984; Bertness, 1985).

1.4.2 — PET/MAH (Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao
HTLV-1)

Desordem neurodegenerativa inflamatdria, descrita em 1985 no Caribe e
associada ao HTLV-1 (Gessain, 1985), ¢ uma doenca lentamente progressiva e de baixa
letalidade (Iwasaki, 1993; Yoshioka et al., 1993). O quadro clinico € de inicio insidioso
e em alguns casos de aparecimento subtio, com diminui¢ao gradual da for¢ca muscular
dos membros inferiores. A idade de inicio dos sintomas pode influir na velocidade de
progressao da doenca. Os pacientes com inicio dos sintomas antes dos 15 anos de idade
apresentam progressao mais lenta em contraposicao aqueles com inicio apds 60 anos,
cuja evolucao € mais rapida (Nakagawa et al., 1995).

O comprometimento medular € a caracteristica mais marcante da
PET/MAH, como € mais conhecida; sensibilidade vibratéria, hiperreflexia dos
membros superiores e os sinais de Hoffmann e de Tromner, fraqueza dos membros
inferiores, sintomas sensitivos tais como: formigamento, agulhadas, queimacdo e,

reflexo mandibular exaltado em alguns pacientes; sdao tidos como critérios de

diagnostico de PET/MAH para a Organizacdo Mundial da Saide (OMS).
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A PET/MAH ¢ freqiiente no Brasil, havendo relato em
praticamente em todas as regides do pais (Coral et al., 1998; Oliveira & Melo, 1998;
Segurado et al., 1998; Ishak et al., 2002). A resposta de linfocitos T citotéxicos (CTL)
contra 0 HTLV-1 em pacientes com PET/MAH ¢€ vigorosa, cronicamente ativada e,

predominantemente, voltada para a proteina Tax (Vine et al.; 2002).

1.4.3 — HU (Uveite associada ao HTLV-1)

Terceira entidade clinica relacionada com o HTLV-1 (Mochizuki et al., 1992a)
e, tanto pode estar associada a portadores de PET/MAH, como se apresentar isolada em
portadores assintomadticos (Pinheiro, 1994). Esta doenga pode se apresentar como uma
uveite anterior, intermedidria, posterior e panuveite com lesdes retinocoroidianas
(Mochizuki et al., 1992b; 1996). Um achado tipico da HU € uma infiltracdo dos tecidos

oculares. Olhos, geralmente, brancos e sem dor.

1.4.4 — Dermatite Infecciosa

Algumas alteragcdes desta natureza t€m sido associadas ao HTLV-1. A
mais comum encontrada na pele de pacientes com PET/MAH € a secura excessiva da
pele ou xeroderma. Em individuos com LLcTA, é comum a presenca de pépulas e
nédulos generalizados. Existem relatos de dermatite infecciosa em associacdo com
HTLV-1, inclusive no Brasil (Ribeiro Lenzi et al., 1996).

Em portadores assintomadticos sdo observadas lesdes dermatoldgicas do
tipo: xerose, ictiose, dermatite seborréica, vitiligo, escabiose, dermatofitoses (Nobre et

al., 2005).
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1.4.5 — Outras Doencas
Apesar de controversas outras alteracdes hematoldgicas, como: linfoma de
células T nao-Hodking, leucemia linfocitica de células B (Pancake et al., 1996); e, nao
hematoldgicas, tais quais: atrite reumatdide, e sindrome de Sjogren, t€ém sido associadas

a infeccao pelo HTLV-1 (Vernant et al., 1988).

1.5 - DIAGNOSTICO
1.5.1 - Sorolégico

A triagem para HTLV em doadores de sangue foi, primeiramente,
introduzida no Japao em meados dos anos 80, nos Estados Unidos e no Canadd em 1988
a 1989 e, na Franca em 1991. Seqiiencialmente, outros paises implementaram a triagem
em todas as doacdes e, em alguns casos, somente entre os novos doadores
(Thorstensson et al., 2002).

No ano de 1993, no Brasil, o Ministério da Saide tornou obrigatério o
teste de triagem soroldgica para HTLV-1 e para HTLV-2 em doadores de sangue e seus
derivados. O diagndstico sorolégico rotineiro da infec¢do por HTLV-1 e por HTLV-2 é
baseado na presenga de anticorpos, anti-HTLV contra constituintes antigénicos, de
diferentes por¢des do virus no soro do individuo. Entretanto, os testes de triagem nao
discriminam a infeccao pelo HTLV-1 ou HTLV-2.

As metodologias mais empregadas para deteccao de anticorpos anti-
HTLYV sao: Aglutinacdo de particulas de latex, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), IFI (Imunofluorescéncia indireta).

A escolha de uma metodologia para reac@o soroldgica proxima do ideal

depende de indicadores, como: sensibilidade, especificidade e valores preditivos. A
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sensibilidade de uma reacdo soroldgica € a sua capacidade de obter resultados
verdadeiramente positivos em individuos infectados. A especificidade revela a
capacidade do teste em identificar corretamente verdadeiros negativos. O valor
preditivo positivo € a probabilidade de um individuo com teste positivo ter a infeccao,
quando negativo € a probabilidade de um individuo com teste negativo, ndo ter a
infecgdo.
A sensibilidade do teste de ELISA para detectar anticorpos contra o HTLV-1
varia de 97,3% a 100% e, a especificidade entre 99,8% e 99,9% (Poiesz et al., 1980;
Gessain et al., 1985). Para HTLV-2 a sensibilidade dos testes de ELISA ou aglutinacdo
de particulas é em torno de 55% a 91% (Hjelle, 1993).
A técnica de ELISA € amplamente utilizada como teste de triagem para
HTLV-1 e para HTLV-2 em doadores de sangue. Porém, € limitada na fase inicial de
soroconversao, onde podem ocorrer baixos niveis de anticorpos. Os testes sorolégicos
nem sempre conseguem definir o estado infeccioso do individuo, acontecendo assim,
casos de sorologias falso-negativas e falso-positivas (Sharma et al., 2003).
Dentre os testes soroldgicos de cardter confirmatorio, o mais utilizado
tem sido o Western Blot (WB), que € um ensaio qualitativo in vitro para deteccdo e
identificacdo de anticorpo presente no soro ou plasma, através de separacdo
eletroforética de antigeno viral associado a anticorpo especifico. O critério de
positividade requer reatividade para pl19 e/ou p24, para o antigeno do envelope viral
(gp46, rgp46l ou rgp46ll) e, para gd21. Reacdes inespecificas em individuos nao
infectados podem ocorrer, particularmente, com reatividade para p19 e gd21 (Santos et

al., 2003).
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1.5.2 - Molecular

Metodologias moleculares baseadas na detec¢dao de dcidos nucléicos
sao utilizadas na deteccdo e na discriminagdo da infec¢ao pelo HTLV-1 e pelo HTLV-
2. A implantacdo de testes moleculares para HTLV-1 e para HTLV-2 em servigos de
hemoterapia fez com que pudessem ser identificados e confirmados os casos de
doadores soropositivos e/ou com sorologia indeterminada, que necessitam de
orientagdo e de acompanhamento.

A técnica mais utilizada é a da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR),
uma técnica enzimadtica in vitro de amplificacdo de 4cidos nucléicos, que facilitou,
extremamente, a deteccao de retrovirus oncogénicos humanos (Abbott et al., 1988;
Kwok et al., 1988). A PCR tem sido, extensivamente, usada em estudos
epidemioldgicos para se detectar a presenga do HTLV-1 e do HTLV-2 e distinguir entre
os tipos, em um amplo espectro de portadores e de pacientes com variadas patologias
(Ohara et al., 1992). E considerado um teste conclusivo para o diagnostico dos HTLV,
a qual detecta o genoma viral, mesmo em pequenas quantidades (Kwok et al., 1990b).

Esta técnica foi adaptada para interpretacdo em tempo real. Holland et
al. (1991) foi o primeiro a demonstrar que a clivagem de uma sonda marcada durante a
reacdo da PCR pela atividade 5° exonuclease da Tag DNA polimerase poderia ser
utilizada para detectar produtos especificos. Surgindo assim, a PCR em Tempo Real.

O principio da PCR em Tempo Real baseia-se nesta atividade 5 - 3°
exonuclease da Tag DNA polimerase, durante a fase exponencial ou de extensdao da
PCR. Desta forma, sdo utilizados pares de iniciadores (primers — forward e reverse) e,
sondas para que seja amplificada a regido alvo do genoma do HTLV-1 e do HTLV-2

inseridos no genoma celular, além, do gene controle endégeno.
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Cada uma das sondas carrega consigo duas moléculas
conhecidas por: 5 reporter dye FAM (6- carboxifluoresceina) e 3° quencher dye
TAMRA (6- carboxitetrametilrodamina). E a partir de uma destas duas moléculas,
reporter dye, que se observa a emissdo de fluorescéncia durante a fase de amplificacdo
da PCR. O efeito da molécula qguencher é de modular através do principio de
transferéncia de energia ressonante (FRET), a energia inerente a sonda intacta. Ou seja,
qualquer sinal emitido pela sonda intacta é caracteristico da molécula existente na
extremidade 3" da sonda (Lee et al., 1993; Ginzinger, 2002).

Entretanto, a extremidade 5° atua como reporter; quando a sonda é
clivada, a molécula quencher deixa de atuar e, um pico de fluorescéncia é emitido pela
extremidade 5°. A clivagem da sonda somente ocorre se a seqii€ncia alvo estiver sendo
amplificada (Holland et al., 1991). Durante cada ciclo da PCR, uma molécula reporter
€ clivada para cada seqii€ncia alvo amplificada. Esta fluorescéncia € lida em tempo real

(Dehée et al., 2002).

1.5.3 — Isolamento Viral

Técnicas de isolamento viral a partir de células mononucleares periféricas
(PBMC), embora com sensibilidade inferior aos métodos moleculares, podem ainda
constituir um outro modo de confirmagao da infeccao pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2.

As técnicas com melhores resultados envolvem o co-cultivo de células
mononucleares periféricas do paciente com linfécitos de individuos nao infectados, na

presenca de fatores de crescimento (IL-2) (Kitamura et al., 1993).
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A produgdo de antigenos virais em sobrenadantes de cultura confirma o
isolamento viral, através de ensaio imunoenzimatico, por exemplo, para deteccao de
p24Ag (Toedter et al., 1992).

Pesquisa por ultramicroscopia, de particulas retrovirais nos cultivos pode ser
feita, também. Entretanto, por questdes rigorosas de biosseguranca, o isolamento viral

tem sido restrito a laboratérios de pesquisa, ndao sendo aplicado a rotina diagndstica.

1.6 — CARGA PROVIRAL

A técnica da PCR em Tempo Real € utilizada em diversos estudos de
quantificacdo de carga proviral do HTLV em células mononucleares de sangue
periférico. Diversos grupos, de portadores assintomdticos e/ou individuos com
manifestacdes clinicas associadas aos HTLV sao alvos destes estudos.

No ano de 2003, na Fundacio HEMOPA, padronizou-se o método da
PCR Quantitativa em Tempo Real para quantificagcdo absoluta da carga proviral do
HTLV-1 e do HTLV-2, assim como, da confirmagao e discriminacdo da infeccao pelo
HTLV-1 e pelo HTLV-2, em individuos portadores. A reacdo da PCR em Tempo Real
€ uma metodologia simples e prética para quantificacao da carga proviral do HTLV-1 e
do HTLV-2 (Tamegao-Lopes, 2004).

O nivel de DNA proviral ¢ uma medida do genoma viral integrado ao
DNA da célula hospedeira e (Manns et al., 1999), em muitos tipos de infec¢do viral,
pode indicar o grau de replica¢do e, usualmente, a possibilidade de causar danos ao
hospedeiro (Montanheiro et al., 2005).

A deteccdo da carga proviral através da PCR em Tempo Real é

considerada suficiente e relevante no monitoramento do nimero de células sangiiineas
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periféricas infectadas e, na avaliacdo da propensdo a patologias associadas ao
HTLV-1. Uma alta carga proviral de HTLV-1 em células sangiiineas periféricas tem
sido associada com um alto risco para doengas neurolégicas. No caso do HTLV-2, um
nimero significativo de linfécitos infectados pode contribuir para acelerar a
imunodeficiéncia e aumentar o risco de neuropatia em individuos co-infectados com o
HIV-1 (Machuca et al., 2000b).

A carga proviral pode fornecer, também, um monitoramento biol6gico
preciso da eficidcia de quimioterdpicos e/ou anti-retrovirais, no caso de pacientes em
tratamento da LLcTA (Dehée et al., 2002).

Além de fornecer informagdes progndsticas sobre o individuo, a carga
proviral pode ser utilizada para monitorar a resposta aos tratamentos terapéuticos, sendo
parte integrante de manejos clinicos de pacientes infectados por virus (Estes & Sevall,

2003).

1.7 - PREVENCAO

O grande problema de saide que ocorre em paises de alta endemicidade
para infec¢ao pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 € em relac@o a transmissao deste retrovirus
em portadores assintoméaticos. Em fungdo deste problema, o Ministério da Saude, junto
a Secretdria de Vigilancia em Saude e o Programa Nacional de DST e AIDS, elaborou
um guia de orientagdo para portadores do HTLV-1 ou do HTLV-2 (Brasil — Guia de
Manejo Clinico do paciente com HTLV), que recomenda:
“Os portadores devem ser orientados a:

a) Abster-se da doagdo de sangue, 6rgaos, leite ou esperma;



33

b) abster-se do uso compartilhado de agulhas, seringas ou outros objetos
perfurocortantes;
c¢) discutir com seus parceiros (as) sexuais a transmissao da infec¢ao por esta via e a
adog¢ao de medidas preventivas, como uso de preservativos;
d) evitar o aleitamento materno, buscando garantir a nutricdo do lactente através de

aleitamento artificial”.

1.8 - DOADORES DE SANGUE E OS HTLV

Ao longo de vérios anos muitas campanhas de incentivo a doacdo t€ém sido
realizadas, buscando aumentar o suprimento sangiiineo que € utilizado em diversas
situagdes e por um numero elevado de individuos. Para suprir esta demanda ¢é
necessdario dispor de doadores sauddveis. Drake et al. (1982) concluiram que a doacdo
€, primariamente, limitada a necessidade de suprimento sangiiineo.

Entende-se por seguranga transfusional o conjunto de medidas
quantitativas e qualitativas adotadas que visem um menor risco aos doadores e
receptores de sangue, além de garantir estoques estratégicos capazes de atender a
demanda transfusional. Porém, ainda assim, ‘“ndo existe transfusio isenta de riscos”
(Carrazone et al., 2004).

O doador espontaneo e habitual € o mais desejado e, conseqiientemente,
aquele com possibilidade de promover uma melhor seguranga transfusional. Por isto no
ano de 1980 foi proibida a doag¢do de sangue remunerada, direta ou indiretamente
(Legislacao. Sangue e Hemoderivados). A recusa de doadores inaptos foi introduzida
por dois motivos: proteger a saide do receptor e proteger a saude do doador

(Brittenham et al., 2001).
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A selecao clinica e epidemioldgica dos doadores de sangue € a fase
inicial e mais importante nos servicos de hemoterapia. As normas brasileiras
determinam que toda doacdo deva ser precedida de triagem clinica-epidemiolégica
criteriosa, visando a observacdo de sinais e sintomas de enfermidades no candidato a
doacdo que possam causar risco para si proprio ou para o receptor (Langhi et al., 1998).

Doadores com infecgdes cronica ou assintomdtica, dificilmente, sao excluidos
na triagem clinica. Outro fator que deve ser considerado na andlise clinico-
epidemioldgica € a possibilidade de omissao de fatores considerados intimos (uso de
drogas ilicitas, maltiplos parceiros, etc) (Rached ef al., 1992).

Além da triagem clinica, como medida adicional de seguranga € oferecida ao
candidato considerado apto a oportunidade de auto-exclusdo, caso este ache que a bolsa
de sangue coletada ndo deve ser transfundida. Denominado voto de auto-exclusio, esta
medida tem como objetivo oferecer ao doador que omitiu ou ndo referiu na triagem
clinica um comportamento de risco para a transmissao de doengas pelo sangue, outra
oportunidade. O voto deve ser confidencial e ndao impede a coleta do sangue, mas
quando positivo, implica no descarte da bolsa coletada (Brasil — Manual Técnico para
Investigacdao da Transmissdo de Doengas pelo Sangue).

A implantacdo de testes de triagem sorolégica para HTLV-1 e para
HTLV-2 nos Hemocentros e Servicos de Hemoterapia em cumprimento da Portaria do
Ministério da Sadde, de nimero 1376, de 19 de novembro de 1993, fez com que fosse
possivel identificar doadores infectados, que necessitavam de orientacdo e
acompanhamento, além de impedir que estes agentes virais fossem transmitidos através

de transfusao em procedimentos hemoterdpicos, que empregam componentes celulares.
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Os testes de triagem soroldgica das unidades de sangue coletadas
devem ter alta sensibilidade e, se possivel, uma alta especificidade. A alta sensibilidade
dos testes visa aumentar a seguranca para o receptor. Porém, quando associada a baixa
especificidade gera resultados falso-positivos, o que pode implicar em situacdes
delicadas para o doador de sangue. Além do que, isto implica em descarte de bolsa e
desperdicio, para os servicos de hemoterapia (Salles et al., 2003).

De acordo com um estudo de Busch er al. (2000b), existem quatro principais
fontes de risco, tedricas, para transmissdao viral através do sangue de doadores. A
primeira, seria o sangue coletado de individuos que estdo no periodo de janela
imunoldgica da infec¢do. A segunda hipétese seriam doadores infectados por variantes
antigénicas, como por exemplo, HTLV-2 ou HIV grupo O, que podem ndo ser
detectados pelos testes de triagem, pois tais testes sdo baseados em linhagens virais
predominantes. A terceira, seriam individuos com resposta imunoldgica incompleta a
infec¢des virais tipicas, conhecidas por infec¢des imuno-silenciosas. E, por fim, a
quarta hipdtese para transmissdo viral seria em funcdo de erros de procedimentos
durante os testes de triagem; erros de pipetagem, reagentes de baixa qualidade,
equipamentos com mau funcionamento.
No Brasil, o primeiro trabalho de pesquisa com anticorpos para HTLV-1
e para HTLV-2 em doadores de sangue foi realizado em Belém do Pard, no ano de
1989, onde das 809 amostras de sangue de doadores da Fundacio HEMOPA, 1,61%
foram soropositivas (Saraiva et al., 1989). A soroprevaléncia brasileira variava de
0,47% a 1,8%, dependendo do Estado brasileiro e do tamanho amostral analisado. Em
outro estudo observou-se uma maior taxa de infeccao pelo HTLV-1, em doadores de

sangue, da cidade de Belém do Pard; um padrao comum no Brasil (Ishak ez al., 1998).
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Recentemente, Catalan-Soares et al. (2005) realizaram um estudo
observacional, descrevendo a distribuicdo geogrifica dos resultados de triagem
sorolégica para infeccdo por HTLV-1 e por HTLV-2, em bancos de sangue publicos.
Participaram do estudo vinte e sete bancos de sangue, durante o periodo de janeiro de
1995 a dezembro de 2000. Como resultado, foi observada uma grande heterogenicidade
entre as taxas de prevaléncia dos testes soroldgicos para HTLV, variando de 0,4/1.000
em Santa Catarina a 10/1.000 no Maranhdo. O Estado do Pard exibiu uma

soroprevaléncia de 9,1/1.000.

1.9  JUSTIFICATIVA

Os individuos infectados pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2, na cidade de
Belém do Pard, sdo diagnosticados através de triagem soroldgica, (realizada pela
Divisdo de Sorologia) durante o Procedimento Operacional Padrao (POP) de doacao de
sangue, da Fundacio HEMOPA.

O status soroldgico destes individuos é confirmado através da técnica de
Biologia Molecular — PCR em Tempo Real — (realizada no Laboratério de Biologia
Molecular). Entretanto, poucos sdo os estudos sobre as principais fontes de
dissemina¢ao do HTLV-1 e do HTLV-2 nesta populacao alvo.

E de suma importancia avaliar os principais fatores de risco associados 2
transmissdo do HTLV-1 e do HTLV-2, visto que a infeccdo por este retrovirus estd
presente em todo o Brasil, inclusive em populacdes urbanas da regido amazodnica (Ishak
et al., 1998; 2002; Vallinoto et al., 1998). Dentre os fatores de risco que serdo
investigados neste estudo estd o “uso compartilhado de 1aminas e barbeadores”, visto

que o mesmo foi considerado como fator de risco estatisticamente significativo entre
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doadores inaptos, portadores de infeccdo pelo Virus da Hepatite C (HCV)

(Oliveira-Filho et al., 2005).

1.10 RISCOS E DIFICULDADES
Foram considerados como itens passiveis de interferéncia neste estudo: (a) a
recusa dos pacientes na participacdo do estudo, acarretando o ndo preenchimento do
nimero de fichas estipuladas; (b) omissdo ou preenchimento de dados “ndo-
verdadeiros” por parte dos pacientes, o que pode acarretar discordancia nos resultados
esperados; (c) erro no preenchimento das fichas, tanto por parte do paciente quanto, do
préprio entrevistador, o que pode levar a uma ma interpretacdo dos dados como um
todo.
Entretanto, estes possiveis erros foram minimizados pela qualificacao dos
entrevistadores, instruidos para realizar tal tarefa, tendo conhecimento do propdsito do

estudo e, capacidade para responder a questdes referentes a tal.
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1.11  OBIJETIVOS
1.11.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo definir o perfil epidemioldgico da
infeccdo pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 na populacio de doadores de sangue, da

Fundacdo HEMOPA, na cidade de Belém do Para.

1.11.2 Objetivos Especificos
1) Analisar os principais fatores de risco na transmissao do HTLV, entre
individuos infectados e nao infectados;
2) Correlacionar os principais fatores de risco na transmissdo do HTLV, com os
tipos 1 ou 2 infectante dentre os individuos infectados;
3) Verificar fatores que contribuam entre si na transmissao do HTLV;

4) Verificar a influéncia da idade e sexo na carga proviral.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 DESENHO DO ESTUDO

Utilizou-se o Procedimento Operacional Padrdo (POP), da Fundacgao
HEMOPA, para candidatos ao processo de doa¢@o sangiiinea que tiveram resultados de
sorologia reagente e/ou indeterminada, frente ao teste de triagem para HTLV, na
primeira amostra coletada. Sendo considerados desta forma, inaptos para a doagdo
(Anexo 1).

Estes individuos foram convocados por carta, a coletarem segunda
amostra, objetivando a repeti¢cdo do teste soroldgico (ELISA), a realizacdo do teste
confirmatdrio e discriminatério da infeccdo (PCR em Tempo Real) e, a quantificacao da
carga proviral entre os portadores da infecgao.

Todos os pacientes, tanto individuos com resultados de teste
confirmatdrio positivo, quanto negativo, receberam no Ambulatério de Inaptos, da
Fundacdo HEMOPA, o resultado de seus testes.

Neste momento, os mesmos foram informados sobre a possibilidade de
participacdo no estudo, concordando em participar ou ndo do mesmo, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo 2). Dentre aqueles
individuos que aceitaram participar do estudo, o questiondrio epidemioldgico foi
aplicado.

As amostras foram coletadas durante um periodo de 12 meses, a partir da
aprovacao do estudo pelo comité de ética (Parecer de aprovacdo datada em 16 de

dezembro de 2004).
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2.1.1 Triagem Sorolégica

O teste utilizado na triagem de doadores e, realizado pela Divisdo de
Sorologia, da Fundagdo HEMOPA, € um ensaioimunoenzimdtico qualitativo para
deteccao de anticorpos contra o Virus linfotrépico de células T humanas, tipos 1 e 2,
em soro ou plasma; ELISA seqiiencial do tipo ‘“antigeno sanduiche”, baseado em
microcavidades revestidas com proteinas recombinantes derivadas de proteinas
transmembranicas do HTLV-1 e do HTLV-2 e peptideos sintéticos de proteinas da
membrana externa do HTLV-1 e do HTLV-2. Os antigenos selecionados permitem a
deteccao de anticorpos IgA, IgG e IgM (MUREX HTLV-I e II).

A interpretacdo dos resultados do teste de ELISA foi feita mediante
0s seguintes critérios:

Resultados negativos - absorbancia menor que o valor do Cut-off.

Resultados reativos - absorbancia maior ou igual ao Cut-off, foram
consideradas, inicialmente, reativas. Realizou-se um reteste em duplicata, usando a
fonte original. Amostras reativas em pelo menos uma das duplicatas foram
consideradas repetidamente reativas e, supostamente, continham anticorpos contra o
HTLV-1 e/ou HTLV-2. Amostras nao reativas no reteste, na duplicata, foram

consideradas ndo reativas.

2.1.2 Extracao de DNA Genémico

Realizada utilizando o kit de purificacdio de DNA gendomico GFX
(Amersham Pharmacia Biotech), a partir de leucdcitos do sangue periférico, de acordo
com instrugdes do fabricante. Antes desta etapa realizou-se uma contagem de leucécitos

totais, nas amostras de sangue, visando a quantificacdo da carga proviral.
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2.1.3 PCR em Tempo Real

A PCR em Tempo Real utilizou o sistema TagMan® (Applied
Biosystems) de trés seqiiéncias alvo: o gene da albumina, como controle endégeno e as
regides nao homologas do gene pol do HTLV-1 e do HTLV-2. Iniciadores e sondas
foram desenhados e sintetizados pelo servico Assay-by-Design®™ (Part Number
4331348) a partir de seqii€ncias de interesse enviadas a Applied Biosystems.

As reacdes da PCR foram preparadas utilizando o conjunto de reagentes

TaqMan® Universal PCR Master Mix, de acordo com instru¢des do fabricante.

2.14 Quantificacao da Carga Proviral

Para realizacdo da quantificacao absoluta, inicialmente, foi realizada uma
quantificacdo relativa, baseada em uma propor¢do que derivou da relacdo quantitativa
entre alvo e o controle endégeno: “Propor¢cdo do HTLV-1 e do HTLV-2 inserido no

Genoma” (PHG):

2—CT Alvo

2—CT Albumina

A equacio final proposta para quantificacdo da carga proviral absoluta

do HTLV-1 e do HTLV-2, considerou a contagem de leucdcitos por mm®:
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2—CT Alvo

>~CT Albumina x Leucécitosx 2 = cépias DNA proviral/mm’

O nimero “2” representa o par de cromossomos do genoma celular ao
qual o HLV-1 ou o HTLV-2 pode se inserir. Os valores de carga proviral foram
expressos em ‘“‘nimero de cépias de DNA do HTLV-1 e do HTLV-2 inseridos no

- 3
genoma do hospedeiro por mm™ de sangue”.

2.1.5 Preenchimento das Fichas Epidemioldgicas

ApOs as etapas acima citadas, no momento do recebimento dos resultados
no ambulatério de inaptos, os pacientes foram informados sobre o estudo e convidados
a participar, assinando o TCLE e preenchendo as fichas epidemiolégicas.

Utilizaram-se duas fichas (referidas como “A” e “B”, Anexo 3), de
cardter epidemioldgico, sendo a ficha A preenchida pelo entrevistador, e a ficha B
preenchida, exclusivamente, pelo individuo considerado inapto a doacao.

Cada uma das fichas (A e B) recebeu uma numeragdo idéntica, sendo o
individuo identificado pelo nimero de ficha correspondente, o que possibilitou sigilo

sobre a identidade do mesmo.

2.1.6 Portadores do HTLV-1edo HTLV-2
Foram incluidos no estudo sessenta e seis (n=66) portadores dos HTLV
que aceitaram participar do mesmo, assinando o TCLE. Estes individuos foram

entrevistados e preencheram as fichas epidemiolégicas descritas.
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2.1.7 Grupo Controle
Quarenta e sete (n=47) individuos que foram considerados negativos
frente o teste confirmatério e discriminatério (PCR em Tempo Real), ou seja,
individuos ndo infectados pelos HTLV, foram incluidos neste estudo, compondo o
grupo controle. Tendo sido submetidos ao mesmo processo de entrevista que os

individuos portadores, através da utilizacao das fichas epidemiolégicas mencionadas.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

O teste do Qui-quadrado (x°) foi utilizado para comparacdo dos fatores
de risco entre portadores e ndo portadores dos HTLV.

A carga proviral foi analisada através da média observada entre os tipos
virais, sexo e faixa etdria, utilizando o teste ¢ de Student e Mann-Whitney.

A interacdo de um ou mais fatores de risco como varidveis independentes
foram analisadas através do teste de regressao logistica simples e multipla. Todos os

testes foram executados no pacote estatistico Biostat 3.0 (Ayres et al., 2003).
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3 RESULTADOS

O desenho das fichas buscou a elucida¢do de dados relacionados a: (a) nivel
educacional, s6cio-econdmico, profissao; (b) possiveis vias de transmissdo do HTLV-1
e do HTLV-2 — amamentacdo, transfusdo sangiiinea e de hemoderivados, uso ilegal de
drogas injetdveis intravenosas, compartilhamento de agulhas e seringas, acidentes de
trabalho (no caso de profissionais da saide), tatuagens; (c) histérico sexual — nimero de
parceiros sexuais, sexo com usudrio de drogas, uso de preservativo; (d) outros(as).

Dentre as cento e treze (n=113) fichas analisadas neste estudo, sessenta e
seis eram de portadores de um dos tipos dos HTLV (58%); cinqiienta portadores do
HTLV-1 (76%) e dezesseis portadores do HTLV-2 (24%). Quarenta e sete fichas eram
de individuos negativos para a infeccdo por HTLV (42%).

A mediana de idade dos individuos envolvidos no estudo foi de 39 anos
(Primeiro Quartil, 25%= 29; Segundo Quartil, 75%= 49). A distribuicao das amostras
em relacdo a faixa etdria revelou que individuos compreendidos entre 25 e 36 anos estdao
mais aptos ao processo de doacdo, sendo aqueles com idade acima de 50 anos menos

aptos (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicdo das amostras em relagdo as faixas etdrias mais e menos aptas

para o processo de doagdo sangiiinea.

Dentre as amostras do estudo, setenta individuos pertenciam ao sexo
masculino (62%), enquanto, quarenta e trés pertenciam ao sexo feminino (38%).
Quando analisados somente, individuos positivos para infec¢do pelos HTLV, a
freqii€ncia de infectados do sexo feminino correspondia a 74%, enquanto a do sexo
masculino era de 49%.

Entretanto, quando observada a freqiiéncia de individuos negativos para
infeccdo pelos HTLV, verificou-se que 51% destes eram individuos do sexo masculino,
enquanto, apenas 26% eram de individuos do sexo feminino. Demonstrando uma maior

tendéncia da infec¢do em individuos deste sexo (p=0,007) (Tabela 1).



46

Tabela 1: Distribui¢do do nimero de individuos infectados e ndo infectados e, a

freqii€éncia da infeccdo em relacdo ao sexo.

SEXO
HTLV OR
FEM (%) MASC (%)
POS 32 (74) 34 (49)
NEG 11 (26) 36 (51) 3,08
TOTAL 43 70
P=0,007.

POS: individuos positivos para infeccdo pelo HTLV; NEG: individuos negativos para
infeccdo pelos HTLV; FEM: sexo feminino; MASC: sexo masculino; %: freqiiéncia da
infec¢do em relacdo ao sexo; OR: odds ratio.
Dentre os entrevistados, dezenove (17%) referiram ter como emprego o
trabalho doméstico; sendo esta a ocupacdo a mais observada. Dentre os demais foi

notada a presenca de diversos tipos de atividades profissionais ou escolares

desempenhadas (Tabela 2).
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Tabela 2: Dez principais ocupagdes observadas dentre os entrevistados, excetuando

o trabalho doméstico.

Profissdo N %
Estudante 11 10%
Nivel Superior 7 6%
Pedreiro 7 6%
Vigilante 6 5%
Professor 4 4%
Técnico de Enfermagem 4 4%
Desempregado 3 3%
Motorista 3 3%
Militar 2 2%
Mecénico 2 2%

N: nimero amostral; Nivel Superior: agrupa todos os individuos que desempenham
funcdo deste nivel de ensino; %: freqiiéncia.

A maioria dos entrevistados tinha como nivel de escolaridade o segundo
grau completo (51%), renda familiar de até dois saldrios minimos (32%) e era solteiro

(38%) (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo dos dados amostrais referentes a escolaridade, renda

familiar e estado civil, em rela¢do ao status do individuo frente a infeccao pelos HTLV.

STATUS
HTLV-1 (N) HTLV-2 (N) * NEGATIVO (N)
) . Nenhum (1)
Alf(z)abetlzado (@Y) Alfzibetlzado 3) Alfabetizado (3)
. 1° Grau (16) 1° Grau (7) o
Escolaridade o o 1° Grau (10)
2° Grau (26) 2 Grau (3) o
3° Grau (4) 3° Grau (3) 2 Grau (29)
3° Grau (4)
Até 1 salario (17) Até 1 salario (6) Até 1 salario (8)
2 salarios (16) 2 salarios (4) 2 salarios (16)
Renda ‘. ‘. L.
Familiar 3 salarios (6) 3 salarios (2) 3 salarios (9)
4 salarios (3) 4 salarios (2) 4 salarios (6)
5 ou mais (8) 5 ou mais (1) 5 ou mais (8)
Solteiro (20) Solteiro (4) Solteiro (19)
Casado (14) Casado (7) Casado (15)
Estado Civil Vitvo (1) Vitvo (1) Vitvo (1)
Separado (6) Separado (2) Separado (3)

Vive com parceiro (9)

Vive com parceiro (2)

Vive com parceiro (9)

*No quesito renda familiar, apenas um individuo portador do HTLV-2 ndo respondeu a pergunta; N= niimero amostral.

A mediana da carga proviral dos individuos portadores de infeccao

assintomatica foi de 1,53 cépias de DNA por mm’. Note-se que estes valores estdo

logados e somados ao valor numérico “um” (Anexo 4).

Foram realizados quatro testes do Qui-quadrado (x*) para cada uma das

questdes presentes nas fichas A e B: (1) comparacao entre portadores do HTLV-1 e do

HTLV-2; (2) comparagao entre portadores do HTLV-1 e individuos negativos; (3)

comparacao entre portadores do HTLV-2 e individuos negativos; (4) comparacio entre

individuos positivos e negativos.
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3.1 FICHA A

A andlise dos dados referentes a ficha A revelou que das onze questdes
que puderam ser analisadas, quatro delas exibiam resultados, estatisticamente,

significativos.

3.1.1 Recebeu Transfusao Sangiiinea?

A questdo relativa a transfusao sangiiinea oferecia duas alternativas como
resposta: sim ou nao. Observou-se que quando comparado, separadamente, portadores
de um dos tipos do HTLV (1 ou 2) com individuos negativos para infec¢ao, tanto para
HTLV-1 (p=0,01) quanto para HTLV-2 (p=0,02), os dados foram estatisticamente
significativos. Assim como, quando comparados indiscriminadamente, individuos

positivos e negativos (p=0,0003).

E importante relatar que dentre os portadores da infeccdo pelos HTLV, que
referiram ter recebido transfusdo (n=23), dez informaram ter recebido transfusdo antes
do ano de 1993, sendo todos portadores do HTLV-1. Todos os portadores do HTLV-2

(n=5) que referiram transfusdo dataram a mesma apds o ano de 1993.

3.1.2 Quem Amamentou?

A questdo relacionada a “quem” havia amamentado o entrevistado
oferecia trés respostas: mae ou ama de leite ou; no caso de individuos que marcassem
as duas respostas, mae e ama de leite. Quando comparados, separadamente, os tipos do
HTLYV infectante (1 ou 2) em relacdo aos individuos negativos, os dados relativos aos

portadores do HTLV-1 exibiram alguma significancia, em se tratando de portadores
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que referiram ser amamentados, somente, pela ama de leite (p=0,04). De tal
maneira, que quando comparados indiscriminadamente, individuos positivos e
negativos em relacdo ao tipo de amamentacgao, aquela realizada, exclusivamente, pela

ama de leite exibiu resultado significativo (p=0,006).

3.1.3 Foi Submetido a Cirurgia?

Quando questionados a respeito da realizac¢ao de cirurgia, os individuos
participantes do estudo tinham duas alternativas como resposta: sim ou nao. Na
comparacao entre portadores de um dos tipos do HTLV (1 ou 2) e individuos negativos,
ambos exibiram significancia estatistica (p=0,03 para HTLV-1 e p=0,04 para HTLV-2).
Assim como, quando da comparagao entre individuos portadores do HTLV com

individuos negativos (p=0,01).

3.1.4 Uso Compartilhado de Lamina e/ou Barbeador?

Na questao sobre o uso compartilhado de 1amina e/ou barbeador, havia
duas alternativas como resposta: sim ou nao. Observou-se que, quando comparado,
separadamente, portadores de um dos tipos do HTLV (1 ou 2) com individuos
negativos para infecc@o, somente entre os portadores do HTLV-1 notava-se um
resultado estatisticamente significativo (p=0,02). Assim como, quando comparados

indiscriminadamente, individuos positivos e negativos (p=0,02).
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32 FICHAB

A andlise dos dados referentes a ficha B revelou que das quinze questdes
que puderam ser analisadas, apenas uma exibia resultado, estatisticamente,

significativo.

3.2.1 Faz Uso de Preservativo nas Relacoes Sexuais?

Quando questionados sobre uso de preservativo durante as relagdes
sexuais, os individuos participantes do estudo tinham trés alternativas como resposta:
nunca, sempre, algumas vezes. Comparando, separadamente, portadores de um dos
tipos do HTLYV (1 ou 2) com individuos negativos para infeccao, tanto para HTLV-1
(p=0,001) quanto para HTLV-2 (p=0,002), os resultados foram estatisticamente
significativos, para aqueles individuos que nunca usaram preservativo. Assim como,

quando comparados indiscriminadamente, individuos positivos e negativos (p=0,0003).

3.3 ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA

Para execug¢do desta andlise, por motivos de parametros estatisticos,
somente setenta e quatro amostras (n=74) puderam ser utilizadas. Foram realizados
testes de regressao logistica simples (Tabela 4) e de regressao logistica multipla (Tabela
5) para observacao da possivel intera¢do entre os fatores de risco, que foram

considerados estatisticamente significativos.

Além disto, realizou-se uma regressao logistica multipla entre dois
fatores, que possivelmente, quando associados poderiam colaborar com a transmissao

dos HTLV (Tabela 6 e 7).



Tabela 4: Anélise de regressao logistica simples no estudo das varidveis

estatisticamente significativas na transmissao dos HTLV.

HTLV
Variavel N OR 95% IC P
Positivo (N)
Sexo
1,82 0,648-5,112 0,25
Masculino 53 25
Feminino 21 13
Transfusao
4,53 0,892-23,032 0,06
Sim 10 8
Nao 64 30
Cirurgia
2,22 0,867-5,695 0,09
Sim 32 20
Nao 42 18
Lamina/
Barbeador 4,50 1,437-14,144 0,01
Sim 21 16
Nio 53 22
Preservativo 0,17 0,045-0,680 0,01
Sempre 58 25
Nunca 16 13

N: nimero amostral; OR: odds ratio.



Tabela 5: Anélise de regressao logistica multipla no estudo das varidveis

estatisticamente significativas na transmissao dos HTLV.

HTLV
Varidvel N . OR 95% 1C p
Positivo (N)

Sexo
1,03 0,266-4,001 0,96
Masculino 53 25
Feminino 21 13
Transfusdo
4,15 0,723-23,886 0,11
Sim 10 8
Nio 64 30
Cirurgia
1,69 0,504-5,679 0,39
Sim 32 20
Nio 42 18
Lamina/
Barbeador 3,68 1,079-12,559 0,03
Sim 21 16
Nio 53 22
Preservativo 024 00581081 0,06
Sempre 58 25
Nunca 16 13

N: nimero amostral; OR: odds ratio.
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Tabela 6: Anélise de regressao logistica multipla no estudo das varidveis que

quando pareadas poderiam favorecer a transmissao dos HTLV.

HTLV
Varidvel N . OR 95% 1C p
Positivo (N)
Sexo
) 1,33 0,439-4,061 0,61
Masculino 53 25
Feminino 21 13
Preservativo 0,18 0,047-0,750 0,01
Sempre 58 25
Nunca 16 13

N: numero amostral; OR: odds ratio.

Tabela 7: Anélise de regressao logistica multipla no estudo das varidveis que quando

pareadas poderiam favorecer a transmissao dos HTLV.

HTLV
Varidvel N . OR 95% 1C p
Positivo (N)
Transfusao
4,10 0,792-21,272 0,09
Sim 10 8
Nao 64 30
Cirurgia
2,04 0,780-5,365 0,14
Sim 32 20
Nao 42 18

N: numero amostral; OR: odds ratio.
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3.4 DADOS NAO SIGNIFICATIVOS

Nao foram observados resultados estatisticamente significativos para as
seguintes questdes: “Foi amamentado?; Tatuagem?; Tatuagem segura?; Profissional de
saude: acidente com perfuro-cortante durante procedimento?; Tratamento dentério
invasivo?; Uso de material de manicure e pedicure?; Cabeleireiro: uso de l1aminas?; ja
ouviu falar em DST?; Sabe com evitar?; Qual das op¢des usaria para prevenir uma
DST?; Teve diagnéstico de alguma DST?; Qual DST?; Fez tratamento?; Ja usou
drogas?; Que tipo de droga?; De que forma?; J4 praticou sexo?; Tem vida sexual ativa?;
Qual sua pratica sexual?; Ja praticou sexo com usudrio de drogas?; Qual a preferéncia
sexual?; Faz sexo com mais de um parceiro?; Quantos parceiros nos ultimos cinco
anos?; Possui parceiro estavel?; Parceiro doador de sangue?” (p>0,05). Assim como,
nao se observou significancia estatistica na andlise da carga proviral, em relagdo ao

sexo e idade dos portadores dos HTLV (p>0,05, Anexo 4).
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4. DISCUSSAO

No ano de 2004 foi realizada por solicitacio do Programa Nacional de
Doacdo Voluntiria de Sangue (PNDVS) e executada pelo Programa de Estatistica
Aplicada (PRESTAP), do Instituto de Matematica e Estatistica (IME), da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), uma pesquisa cujo objetivo era tragar o perfil de
sangue do doador brasileiro (Perfil do Doador de Sangue Brasileiro).

Como resultados, na regido Norte, correspondendo as cidades de Belém e
Manaus, foram entrevistados 202 individuos. Sendo que dentre estes, 138 eram da
cidade de Belém do Pard. Cento e dois individuos entrevistados pertenciam ao sexo
masculino (73,91%), enquanto trinta e seis ao sexo feminino (26,09%) (Perfil do
Doador de Sangue Brasileiro).

Apesar do estudo acima citado ser uma andlise da populacdo de doadores
de sangue em geral, é notdvel a influéncia do sexo masculino neste processo. Como
avaliado por Colin et al. (2003), que observou a predominadncia de homens como
candidatos a doagdo de sangue; estes, correspondendo a 79,4% da amostra estudada. Tal
qual observado em nosso estudo, onde foi predominante a presenca de candidatos do
sexo masculino (62%), contra 38% do sexo feminino. A diferenca observada, com um
percentual inferior de individuos do sexo masculino no presente estudo, se comparado
com os estudos citados, pode ser reflexo das campanhas realizadas pela Fundacgao
HEMOPA, de estimulo a doacdo feminina.

A faixa etdria predominante no estudo citado foi de 30 a 39 anos
(31,88%). Em nosso estudo a mediana da idade foi de trinta e nove anos (Primeiro
Quartil, 25%= 29; Segundo Quartil, 75%= 49), sendo a faixa etdria predominante dos

individuos inaptos por HTLV, entre 37 e 50 anos (34%).
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Utilizando as faixas etdrias do estudo realizado em 2004 pela
ANVISA e, distribuindo somente os individuos positivos para infec¢do por um dos tipos
do HTLV (1 ou 2) observou-se que existe uma menor freqiiéncia de infectados com
idade entre 25 e 37 anos (48%), sendo estes individuos considerados como mais aptos
para o processo de doagdo sangiiinea. Entretanto, individuos com mais de 50 anos estao
menos aptos a doagao, visto exibirem uma maior prevaléncia da infec¢ao, teoricamente,
influenciada pela via de transmissdo sexual. Isto ja havia sido observado em outro
estudo desenvolvido por nosso grupo, no ano de 2004 (Tamegao-Lopes, 2004).

Comparativamente, os dados de estado civil e escolaridade dos inaptos
por HTLV sao correlatos aos da populacgdo de doadores em geral. Assim como estes, 0s
inaptos sdo na maioria solteiros (38%), com escolaridade em nivel de ensino médio
completo (51%) e, a grande maioria refere desempenhar algum tipo de atividade
profissional ou escolar (97%).

Pudemos sugerir uma possivel ocorréncia de transmissao do HTLV-2
através de transfusdo sangiiinea (p=0,02). Entretanto, devemos observar que esta tedrica
transmissdo se deu apds a obrigatoriedade, pelo Ministério da Sadde, da triagem
sorolégica de doadores de sangue, o que pode implicar em uma baixa sensibilidade e
especificidade destes testes em detectar individuos infectados pelo HTLV-2.

De acordo com Carrazone et al. (2004) “existe, mesmo apds anos de
realizacdo da transfusdo, a possibilidade de rastreamento, caso haja o aparecimento de
doenca infecto-contagiosa no receptor imputada ao recebimento de sangue. Porém, ndo
se pode afirmar o status sorolégico do receptor no momento da necessidade

transfusional. De forma que, somente com a realizacdo de testes especificos nos
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receptores, antes da transfusdo, seria possivel assumir a correlacdo entre uma
transfusdo e a contaminagao”.

Um estudo de Busch et al. (2000b) sobre testes sorolégicos referiu que
resultados falso-negativos podem ser atribuidos a fraca reatividade nos ensaios
imunoenzimaticos, em individuos infectados por HTLV-2. Dentre as causas de
sorologia indeterminada para HTLV sdo citadas: cepas divergentes do virus
linfotrépico, outros HTLV/STLV, outras retroviroses e, outras condicdes biologicas
(Catalan-Soares et al., 2001). Deve-se ainda considerar, que os testes de triagem
sorolégica nao apresentam 100% de especificidade e sensibilidade, aliado ao fato da nao
identificacdo da infec¢do de curso assintomadtico durante a triagem clinica, corre-se o
risco de transmissao na fase de janela imunoldgica.

A soroprevaléncia do HTLV-2 em dreas urbanas era tida como,
comumente baixa, exceto em grupos com comportamento especifico para a transmissao
deste virus (Egan et al, 1999; Goedert et al., 2001). Porém, entre populacdes
Amerindias da América do Sul a infeccao era tida como endémica (Switzer et al., 1995;
Biggar et al., 1996; Ishak et al., 2003), sendo que a andlise filogenética do HTLV-2
demonstrou a infeccdo pelo subtipo HTLV-2c¢, o qual tem se disseminado para
populacdo ndo indigena do Norte do Brasil (Vallinoto et al., 2002; Ishak et al., 2003).
Como descrito, por Ishak et al. (2001), a distribuicao geografica do HTLV-2 na regiao
Amazonica estava em processo epidemioldgico corrente de disseminagdo para dreas
urbanas.

Além dos fatos acima citados, deve-se levar em consideracao a omissao
de dados por parte dos candidatos, no momento da triagem clinico-epidemiolégica.

Segundo a Resolu¢do de Diretoria Colegiada n° 153, de 14 de junho de 2004,
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candidatos a doacdo que tenham recebido transfusdo de sangue, de componentes
sangiiineos ou de hemoderivados nos ultimos 12 meses, devem ser excluidos da
doacdo. Em nosso estudo, sete doadores inaptos por HTLV referiram ter recebido
transfusdo entre os anos de 2000 e 2004.

As infec¢des maternas, antes ou durante a gestacdo podem representar
risco para a crianga (Kashiwagi et al., 2004). Uma das possiveis condi¢cdes maternas
infecciosas que contra-indicam o aleitamento materno, é: “(...) b) Virus linfotrépico
humano de células T (HTLV-1 e HTLV-2) — o risco de transmissdo vertical pela
amamentagdo € varidvel, sendo mais importante para o HTLV-1. Ha referéncias que
apontam para um risco de 13% a 22%” (Brasil — Manual normativo para profissionais
de saude de maternidades).

Sabe-se que uma das principais vias de transmissao vertical do HTLV-1 &
o aleitamento materno (Komuro et al., 1983; Hino et al., 1997; Carles et al., 2004).
Além desta, sdo consideradas, também: a via transplacentdria ou hematogénica, por
ascensdo de microorganismos da vagina e a possibilidade de contaminac¢do do feto,
quando realizado parto normal (Bittencourt et al., 2002).

Como observado em nosso estudo, a fonte de aleitamento que,
teoricamente, contribuiu para a transmissao do HTLV-1 foi o aleitamento realizado pela
ama de leite. Entretanto, pouco se pode afirmar a respeito desta condig¢do, visto ser
desconhecida o status infeccioso destas mulheres. Para tal entendimento, seria
necessaria uma avaliagdo de transmissdo intrafamilial, descartando outros possiveis
meios de contaminagao.

A pesquisa da infeccdo materna, no pré-natal, deve ser realizada em todas

as gestacdes. Dentre os parametros estabelecidos pelos Estados e municipios, por meio



60

das unidades integrantes de seu sistema de satde (SUS), é garantida atengao pré-
natal e puerperal a toda mulher, de acordo com o estabelecido a seguir: “(...) Nos casos
em que a amamentacao estiver contra-indicada — portadoras de HIV/HTLV —, orientar a
férmula infantil” (Brasil — Pré-Natal e Puerpério: Aten¢ao Qualificada e Humanizada).

O pré-natal continua sendo um divisor de dguas entre o diagndstico e o
tratamento da infec¢do materna, e a redugdo dos riscos de transmissao a crianga. Maior
atencdo e medidas educativas as gestantes poderiam ser adotadas com o objetivo de
reduzir os riscos, poupando recursos e garantindo qualidade a satide materno-infantil
(Olbrich-Neto et al., 2004). Além disto, deveria haver o estimulo a amamentagao
responsavel, por mulheres portadoras dos HTLV, visto que a amamenta¢ao cruzada
pdde explicar a ocorréncia de criancas infectadas entre indios Kayap6 (Black et al.,
1994; Ishak et al., 2001). Na éarea urbana, ndao descartando a hipétese de amamentagao
cruzada, deve-se dar ateng¢do ao controle realizado nos bancos de leite (Vinagre et al.,
2001; Brasil - Recomenda¢des Técnicas para o Funcionamento de Bancos de Leite
Humano).

A utilizac@o de envoltdrios sobre o 6rgdo genital masculino, datada de
séculos atrds, tinha as mais diversas finalidades; de protecao contra doencas a amuletos
de fertilidade e medida de pudor (Himes et al., 1963). No século XVII houve quem
referisse o condom (do latim condus, que significa receptaculo), como: “uma couraga
contra o prazer e uma teia de aranha contra o perigo” (Kranz, 1990). E entendido que a
finalidade inicial do condom era de prote¢ao contra doengas sexualmente transmissiveis

(DST).
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Com a mudanga no comportamento sexual causado pela revolugdo
sexual, somados ao uso de outros métodos contraceptivos e tratamentos terapéuticos
eficazes contra DST, o uso do condom declinou. Os humanos passaram a manter
relacdes sexuais sem a preocupagdo da reproducao. Isto até o surgimento da AIDS, nos
anos 80 (Gir, Duarte & Carvalho, 1996).

No presente estudo pudemos sugerir uma possivel transmissdao do
HTLV-1 e do HTLV-2 entre aqueles individuos, que referiram nunca utilizar
preservativos durante as relacdes sexuais (p=0,001 e p=0,002, respectivamente). E
importante ressaltar que dentre estes, 66% sao do sexo feminino e, deste universo, 63%
das mulheres s@o casadas ou vivem com o parceiro; a média de idade € de 53 anos. Nao
foi avaliado neste estudo o “por que” da ndo utiliza¢do do preservativo.

Devemos observar, também, a existéncia de uma maior tendéncia da
infec¢do em individuos do sexo feminino (p=0,007; Tabela 1); o que pode sugerir que
estes sejam mais suscetiveis a infeccdo pelos HTLV, em fun¢do de uma possivel
transmissao sexual mais eficiente do homem para mulher, como hipotetizado por outros
autores (Kajiyama et al., 1986; Kaplan et al., 1996; Dourado et al., 1999; Catalan-
Soares et al., 2004; Moriuchi & Moriuchi, 2004). Em funcdo desta possibilidade, deve
ser avaliado o real valor do estimulo a doagdo feminina na quinta década de idade, visto
que esta promocao pode estar contribuindo com um aumento no descarte de bolsa de
sangue em funcao da inaptidao pelos HTLV.

Por se tratar de um fator cultural, sabe-se que a “imagem publica do
preservativo”, estd associada a comportamentos sexuais percebidos como promiscuos,
irregulares ou desviantes. Ja as razdes alegadas para o ndo uso aparecem como “ter

99, 99, 99, G

confianca no parceiro”; “ter parceiro fixo”; “ndo se sentir a vontade para usa-la”; “nao
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sentir vontade de usd-la” (trata-se de um determinante que prejudica o prazer
sexual); “estar usando outro método anticoncepcional”; “esquecer de compra-la ou nao

té-la no momento em que ocorre a relagao” (Marinho, 2000).

Quando a questdo envolve relagdes conjugais, no que concerne o
estabelecimento de confianca na relagdo amorosa fixa e compromissada, no modelo
monogamico, onde a fidelidade dos conjuges € exigida e a multiplicidade de parceiros é
condenada; o preservativo ganha um significado marginal, que ultrapassa o valor
preventivo (Vilela, 1997; Marinho, 2000; Silva, 2002; Hill et al., 2004).

Um estudo citado por Schiavo (1997) com homens na faixa etdria entre
18 e 30 anos demonstrou que 75% dos entrevistados tinham mantido relacdes sexuais
nos 30 dias anteriores a pesquisa, mas somente, 29,8% relataram o uso de preservativo.
Apesar da capacidade preventiva reconhecida, ndo ha uma correspondéncia direta entre
reconhecimento e a pratica efetiva de seu uso, tido como infreqiiente, assistematico, nao
atingindo cifras desejdveis, como alternativa preventiva das DST. “E sugerida uma
relacdo linear entre a freqiiéncia do uso de preservativos e a reducdo do risco de transmissao”

(Sobre a eficacia da camisinha).

Outro estudo, que contou com a participagdo de 360 individuos
do sexo masculino, em unido legal ou consensual, revelou que em relag@o a perspectiva
masculina de anticoncepg¢do e aborto, assim como do uso de métodos anticoncepcionais,
somente 14% destes utilizavam o preservativo como método contraceptivo (Duarte et
al., 2003; Ali et al., 2004). Schor et al. (2000) mostrou que dentre mulheres em idade
reprodutiva, apenas 5,2% utilizavam o preservativo, justificando a esterilizagcdo como

método contraceptivo mais seguro.



63

De tal maneira, que a associacdo de fatores sdcio-culturais
(lembrando um fator importante, aqui ndo discutido; a religiao) (Hill et al., 2004), a
métodos de contracep¢do mais acessiveis e difundidos e, em especial, a pilula do dia
seguinte (Hardy et al., 2001; Figueiredo, 2005; Soon et al., 2005), a funcionalidade do
preservativo como uma barreira frente as DST, aparentemente, tem sido colocada em
segundo plano (Fernandes et al., 2000; Guerriero et al., 2002).

Segundo o site do Programa Nacional, do Ministério da Satde,
DST/AIDS, uma das dividas mais freqiientes em relagdo a transmissao do HIV ¢é
quanto ao uso de aparelhos de barbear, alicates e piercings. Para tal pergunta, 1é-se a
seguinte resposta: “(...) a maioria dos aparelhos perfuro-cortantes fabricados, sdo feitos
com materiais descartaveis, que ndo podem ser usados mais de uma vez. O risco de
contaminacdo no contato do sangue com a pele e mucosa oral € menor do que a
exposi¢do percutanea, porque hd maior quantidade de células-alvo suscetiveis a
infeccdo pelo HIV na corrente sangiiinea. Além disso, na pele e na mucosa oral existem
barreiras imunoldgicas e nao-imunoldgicas que conferem um determinado grau de
prote¢do (...)” (Formas de contdgio. Assim pega/Assim nao pega).

No ano de 2003, em Sydney, foram feitas investigagdes em relacdo a uma
possivel transmissao do HIV entre duas irmas — uma delas contaminada sexualmente,
tendo a outra se descoberto infectada ao doar sangue. Por apresentarem um subtipo raro
na Austrdlia, as investigagdes levaram ao compartilhamento ocasional da mesma lamina
de barbear, o que pode ter ocasionado a transmissao (Uso de lamina teria transmitido o
HIV).

Apesar de termos encontrado resultado sugestivo da participagao do

HTLV-1 (p=0,02) nesta via, pouco se pode inferir, por ndo dispormos de dados que
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possam justificar uma possivel transmissao intradomiciliar do HTLV-1, pelo uso
de laminas e barbeadores compartilhados; além de que poucos sdo os estudos relativos a
este assunto na literatura cientifica.

Contudo, um estudo envolvendo doadores de sangue inaptos, da
Fundacdo HEMOPA, pdde revelar que entre portadores de HCV o ato de compartilhar
laminas e barbeadores é um fator de risco de extrema significancia para a transmissao
deste virus, nesta populagao (Oliveira-Filho et al., 2005).

Candidatos ao processo de doacdo sangiiinea que foram submetidos a cirurgias
de grande porte (como por exemplo: colectomia, cirurgia de politrauma, esplenectomia
pOs-trauma, retirada de ndédulo mamadrio, tireoidectomia, histerectomia) devem ser
rejeitados por um periodo de 6 meses a 1 ano; em caso de cirurgia de pequeno porte
(como por exemplo: apendicectomia, hernioplastia, ressec¢do de varizes), a rejeicao €
de 3 meses (Resolugdo de Diretoria Colegiada n° 153, 2004).

Em nosso estudo, treze individuos referiram a realizacdo de algum tipo de
intervencao cirurgica depois do ano de 2000, sendo quatro positivos para infec¢ao pelo
HTLV-1 e um pelo HTLV-2. De forma, que nao podemos descartar a possivel omissao
destes dados por parte dos candidatos no momento da sele¢do clinico-epidemioldgica,
tendendo a exclusao por inaptidao, posteriormente.

Era esperado que houvesse alguma associacdo entre o recebimento de
transfusdo sangiiinea e a realizagdo de cirurgia, porém, isto nao foi evidenciado nos
testes estatisticos realizados (Tabelas 4 e 7). Dentre os individuos que sofreram as duas
intervencoes, a grande maioria recebeu transfusao antes de 1993 e sdo individuos com

historico de mais de uma transfusio.
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A andlise da carga proviral em relacdo ao sexo e idade dos
individuos infectados, neste estudo, ndo revelou dados estatisticamente significativos.
Os estudos descritos na literatura sobre carga proviral dos HTLV, em sua maioria, sao
relativos a influéncia que diversos fatores, juntamente com a carga proviral, exercem na
manifestacdo de doengas associadas ao HTLV-1 (Nagai et al., 1998; Montanheiro et al.,
2005; Yakova et al., 2005). Dentre estes fatores, a resposta imune € um dos mais
explorados; da andlise do perfil genético do hospedeiro ao papel de células e proteinas
implicadas na patogénese do HTLV-1 (Jeffery et al., 1999; 2000; Yamano et al., 2002;
Goon et al., 2003; Kubota et al., 2003; Santos et al., 2004; Vine et al., 2004; Asquith
et al., 2005; Pontes et al., 2005). Entretanto, estes estudos utilizam portadores
assintométicos dos HTLV, somente, como referéncia para comparagdes entre grupos
distintos. Porém apesar disto, ndo é evidenciada a influéncia dos fatores idade e sexo, na
carga proviral, entre portadores assintomadticos, assim como o observado em nosso
estudo.

De forma, que para obter-se uma maior compreensdo de todo o exposto
nesta discussdo, sugerimos: o cumprimento rigoroso dos critérios de exclusdo dos
candidatos ao processo de doacdo sangiiinea; a conscientizacdo dos candidatos a doagao
da necessidade de veracidade durante todo o processo de sele¢do; a implementacdo do
voto de auto-exclusdo, visto que este pode colaborar com elimina¢do de possiveis
candidatos omissos durante a selec@o clinico-epidemioldgica; a observagdo no momento
da triagem clinico-epidemioldgica, da possibilidade de individuos que referem
comportamentos de risco encontrarem-se em periodo de janela imunoldgica, sendo a
média deste de 51 dias (36 a 72) para HTLV-1, observando que o mesmo &

desconhecido para HTLV-2; a avaliagdo criteriosa dos testes de triagem soroldgica,
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quanto a sensibilidade e especificidade para ambos os tipos dos HTLV; a
realizagdo em individuos que necessitarem de transfusdo sangiiinea, prévia, de testes de
sorologia, para investigacao de contaminacdo pré-transfusional; a verificacdo de qual
subtipo do HTLV-2 seria o responsavel por esta transmissdo, através de métodos de

Biologia Molecular.
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4 CONCLUSOES

- O cumprimento rigoroso dos critérios de exclusdo, junto a
conscientizacdo dos candidatos a doacdo de sangue, sobre este processo € de extrema
importancia;

- Sugere-se que o HTLV-2 esteja sendo transmitido através de transfusao

sangiiinea, mesmo apds a obrigatoriedade de triagem para HTLV em doadores de

sangue, imposta pelo Ministério da Sadde, no ano de 1993;

- A amamentac¢ao cruzada, realizada por ama de leite, como observado em nosso
estudo, pode contribuir com a transmissdo do HTLV-1, entre candidatos a doagdo de
sangue, inaptos por HTLV;

- Entre doadores inaptos por HTLV, aqueles do sexo feminino estdo mais
propensos a infec¢do;

- As campanhas de incentivo a doacdo feminina devem ser reavaliadas em
relacdo a candidatas que compreendem a quinta década de idade;

- A realizagdo de cirurgia e o uso compartilhado de lamina e barbeador, apesar
dos poucos estudos relacionados com estas vias na transmissao dos HTLV estao

associados a infec¢ao nesta populacdo alvo;

- A utilizagao de preservativo durante as relagdes sexuais mostrou-se de extrema
importancia. Como pudemos observar aqueles individuos que nao fizeram uso do
preservativo, como método preventivo as DST, estdo freqiientemente mais expostos a
infeccdo pelo HTLV;

- A carga proviral, em portadores assintomdticos dos HTLV, nao sofre influéncia

dos fatores sexo e idade;
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- A utilizacdo do voto de auto-exclusdo pode auxiliar no processo de
selecdo de doadores; associada a conscientizacdo dos mesmos frente aos
comportamentos de risco, que podem favorecer a transmissao de doengas pelo sangue;

- Devemos concluir que apesar da utilizacao de medidas cautelares e da
capacitacdo de profissionais no processo de selecdo dos candidatos a doagdo de sangue,
existem vieses, dentre as diversas etapas do processo que impossibilitam um processo

isento de falhas.
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ANEXOS
Triagem clinica, epidemiolégica
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES PORTADORES HTLV-1 e 2
PACIENTE:.........oooii e

O HTLV-1 e o HTLV-2 (Virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 e 2) podem
ser os responsdveis por problemas no sangue, na pele, nos olhos e/ou sistema nervoso
do individuo portador. Entretanto, mais de 95% das pessoas ndo apresentam doencga. O
sangue doado € testado para presenca do virus HTLV-1 e 2. Os individuos com
sorologia positiva ou indeterminada sdo submetidos a um teste confirmatorio.

Com o objetivo de definir quais os principais fatores de risco associados a transmissao
deste virus, serd aplicado um questiondrio sobre sua conduta de vida e sua convivéncia
social.

Assim, convidamos a participar deste estudo que acontecerd da seguinte forma:

Duas fichas serdo utilizadas, sendo a ficha “B”, preenchida somente pelo doador,
enquanto que a ficha “A” serd preenchida pelo médico. Ambas as fichas receberdo uma
numerac¢do idéntica, a qual serd utilizada para referéncia ao paciente. De tal forma, que
a identidade do paciente serd mantida sobre sigilo.

Este estudo serd de grande importancia para gerar conhecimento sobre o perfil do
doador de sangue em Belém, podendo contribuir para melhor selecio de doadores,
prevengdo a infecgdo e no esclarecimento das patologias associadas ao HTLV-1 e ao
HTLV-2.

Os resultados deste estudo serdo utilizados como trabalho cientifico da Fundacgado
HEMOPA e, como dissertacdo de mestrado de uma aluna de pés-graduacdao da UFPA.

1- Eu concordo em participar deste estudo.
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2- Eu tenho conhecimento sobre as possibilidades de beneficios deste estudo.
Eu concordo em participar deste estudo, permitindo que as informagdes coletadas
sejam utilizadas para fins de pesquisa.
Eu sei que meus dados ndo serdo fornecidos a ninguém fora do HEMOPA / UFPA,
a menos que eu autorize.
Em caso de ddvida sobre este assunto, poderei contatar o Prof. Dr. José Alexandre
Rodrigues de Lemos para maiores esclarecimentos através dos telefones 242-9100
ou 3183-1558.
Eu estou ciente de que este documento ficard anexado a minha ficha epidemiolégica
e que uma cOpia assinada deste consentimento serd fornecida, quando solicitada

pelos pacientes deste estudo.
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ANEXO 3

Questionario Epidemiolégico

FICHA A
(de preenchimento do entrevistador)
Nome: PF:
Profissao: Sexo: ( )M ( )F Data de nascimento: _ / /

Escolaridade:( ) Alfabetizado ( )10 Grau ( )20 Grau ( )30 Grau ( )Nenhum
Renda Familiar:( ) até 1 salario ( ) 2 salarios ( ) 3 salarios ( ) 4 salarios
( ) 5 ou mais salarios

Estado Civil:( ) Solteiro ( ) Casado ( ) Vidvo ( ) Separado ( ) Vive com o (a)
parceiro (a)

Transfusao?( ) Nao ( )Sim Quantas? Quando?

Foi amamentado? ( ) Ndo ( ) Sim ( ) Néo sabe
Quem amamentou? ( ) Mae ( ) Ama de leite

Cirurgia ( ) Nao ( ) Sim Quantas? Quando?

Tatuagem? ( ) Nao ( ) Sim Segura? ( ) Nao ( ) Sim ( ) Nao sabe

Quando e Onde a tatuagem foi feita?

Profissional de Sadde: acidente ¢/ instrumento perfuro-cortante durante

procedimento? ( ) Nao ( ) Sim

Tratamento dentario invasivo? ( )Nao ( ) Sim Quando?

Uso compartilhado de laminas/barbeador? ( ) Nao ( ) Sim

Uso de material de manicure/pedicure? ( ) Nao ( ) Sim ( ) Compartilhado



( ) Préprio

Cabeleireiro: uso de laminas? ( ) Nao ( ) Sim Qual o Salao?

Doacdo (1" amostra): __ /_ / ELISA DO/Cutoff:

2% Amostra: /[ ELISA DO/Cutoff: PCR

Questionario Epidemiologico

FICHA B

(de preenchimento exclusivo do paciente)
Vocé ja ouviu falar em DST (doenca sexualmente transmitida)?
( )Nao ( ) Sim
Vocé sabe como evitar? ( ) Ndo ( ) Sim
Quais das opc¢oes abaixo vocé adotaria para prevenir uma DST?
( ) anticoncepcional ( ) preservativo ( ) uso de antibiético ( ) Outras:
Vocé ja teve diagnéstico de alguma DST? ( ) Nao ( ) Sim ( ) Nao lembro
Qual? ( ) Sifilis ( ) Gonorréia ( ) Corrimento ( ) Verruga Genital
Fez tratamento? ( ) Nao ( ) Sim

Ja fez uso de drogas proibidas? ( ) Nao ( ) Sim

Que tipo? ( ) maconha ( )cocaina ( )crack ( )cola ( ) LSD Outras:

De que forma? ( ) injetdvel ( ) nasal ( ) oral ( ) Todas as formas
Alguma vez ja praticou sexo? ( ) Nao ( ) Sim

Qual a idade da primeira relaciao sexual?

Tem vida sexual ativa? ( ) Nao ( ) Sim

Qual sua pratica sexual: ( ) Vaginal ( ) Anal ( ) Oral ( ) Todos
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Alguma vez praticou sexo com usuario de drogas?
( )Nao ( ) Sim ( ) Nao sabe
Faz uso de preservativos nas relacoes sexuais?
( ) Nunca ( ) Sempre ( ) Algumas vezes
Preferéncia sexual: ( ) Heterossexual ( ) Homossexual ( ) Bissexual
Faz sexo com mais de um parceiro? ( ) Nao ( ) Sim
Quantos(as) parceiros(as) nos altimos 5 anos?
123456789 10 maisde 10
Vocé mantém algum parceiro(a) estavel (parceiro(a) usual)?
( )Nao ( ) Sim

Parceiro(a) doador de sangue(a)? ( ) Nao ( ) Sim ( ) Nao sei

ANEXO 4
Idade Sexo  Carga Proviral
63 F 1.49
33 M 0.18
53 F 3.04
54 M 0.38
41 M 3.05
49 F 1.90
27 M 0.15
24 M 1.33
34 F 0.17
28 F 2.17
61 M 0.05
21 M 3.96
23 M 1.73
20 M 1.56
33 M 2.55
25 M 1.88




48 F 1.90
24 M 1.86
63 F 1.88
42 F 1.63
44 F 0.49
36 F 2.72
38 F 0.88
37 F 0.01
19 M 1.16
37 M 0.38
51 F 1.50
31 F 0.11
27 F 1.05
46 M 0.28
29 M 0.01
27 M 1.51
37 F 2.37
38 M 1.00
59 F 2.21
49 M 0.04
21 M 1.87
39 F 2.00
50 M 3.33
45 M 1.70
49 F 2.35
55 M 1.71
62 F 2.49
26 M 1.71
60 F 3.16
56 F 1.90
46 F 0.22
47 F 0.01
35 F 0.07
73 F 0.96
25 M 0.06
42 F 0.93
37 F 0.01
39 M 0.01
44 M 2.31
59 F 2.35
23 M 0.06
28 M 1.62
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