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RESUMO
A infeccdo pelo HTLV-1/2 j& foi investigada em diversas populaces,

mostrando prevaléncia variavel conforme a &rea geogréfica, grupos étnicos e
subpopulacdes analisadas. Em estudos brasileiros foi observada uma maior prevaléncia nos
Estados da Bahia e do Para. O presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia do
HTLV em mulheres gravidas na cidade de Belem, Para, por meio de técnicas soroldgicas e
moleculares. Foram coletadas 1.027 amostras de sangue e aliquotas de plasmas foram
testadas para a presenca de anticorpos anti-HTLV-1/2, utilizando o método
imunoenzimatico do tipo ELISA. A confirmacdo da infeccdo e diferenciacdo dos tipos e
subtipos virais foi realizada por meio da Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase em
duas etapas (Nested PCR) atraves da amplificacdo génica das regides pX, env e 5’LTR
seguido da anélise de RFLP e sequenciamento. Foram detectados seis (0,58%) casos de
sororreatividade para o HTLV que posteriormente foram confirmados pela amplificacdo de
um fragmento de 159 pb da regido pX. A analise de RFLP com a enzima Tagl mostrou que
quatro (66,7%) amostras eram positivas para HTLV-1 e duas (33,3%) para HTLV-2. Uma
das amostras HTLV-2 teve o fragmento de 630 pb do gene env amplificado. A anélise com
a endonuclease Xhol mostrou a presenca de um perfil de RFLP caracteristico dos subtipos
HTLV-2a/2c. Duas amostras HTLV-1 e uma HTLV-2 tiveram a regido 5’LTR amplificada
e seqlienciada. Por meio da analise filogenética foi possivel classificar as amostras HTLV-1
como Cosmopolita Transcontinental e a HTLV-2 como pertencente ao subtipo HTLV-2c.
Esse estudo mostra a relevancia de se introduzir o teste para HTLV na triagem pré-natal, a

fim de reduzir transmisséo vertical e horizontal em nosso estado.
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ABSTRACT

HTLV-1/2 infection was already investigated in several populations,
showing variable prevalence according to the geographical area, ethnic groups and
analyzed subpopulations. In Brazilian studies a larger prevalence was observed in the States
of Bahia and Para. The present study aimed to evaluate the prevalence of HTLV in
pregnant women in the Belém city, Para, through sorologics and molecular assays. One
thousand and twnty-seven (1.027) blood samples were collected and plasma aliquots were
tested for the presence of antibodies anti-HTLV-1/2, using enzyme immunoassay ELISA
(Ortho Diagnostic Systems Inc., USA). The confirmation of the infection and types and
subtypes differentiation was determined by a Nested Polimerase Chain Reaction (Nested
PCR) targeting the pX, env and 5'LTR regions followed by RFLP analysis and sequencing
of the products amplified. It were detected six (0,59%) cases of serorreactivity for anti-
HTLV that were confirmed by the amplification of a 159 pb fragment from the pX region.
The RFLP analysis with the enzyme Taql showed that four (66,7%) samples were positive
for HTLV-1 and two (33,3%) for HTLV-2. One out of the HTLV-2 samples had a
fragment of 630 pb of the env gene amplified. The analysis with the endonuclease Xhol
showed the presence of a profile characteristic of the HTLV-2a/2c subtypes. Two samples
HTLV-1 and one HTLV-2 had the 5'LTR region amplified and sequenced. The
phylogenetic analysis classified the samples HTLV-1 as Cosmopolitan subtype, subgroup
Transcontinental and HTLV-2 as belonging to the HTLV-2c subtype. That study shows the
relevance of introducing the test for HTLV in the prenatal selection, in order to reduce

vertical and horizontal transmission in our State.
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1- INTRODUCAO
1.1- FAMILIA RETROVIRIDAE

Os retrovirus foram descobertos ha mais de 80 anos sendo, considerados
como responsaveis pelo aparecimento de sarcoma em galinhas. Mais tarde atribuiu-se aos
retrovirus o aparecimento de adenocarcinoma mamario e de leucemias em camundongos,
aumentando assim o interesse da comunidade cientifica (Gallo, 2005).

Os membros da familia Retroviridae causam infeccdo em todas as espécies
de vertebrados, principalmente mamiferos e aves. Dentre as doencas associadas aos
retrovirus temos as neoplasias, as doencas neurologicas, as imunodeficiéncias e as doencas
hematoldgicas (Coffin, 1996).

Atualmente a familia Retroviridae é dividida em duas subfamilias e sete
géneros, sendo essa divisdo baseada nas propriedades morfoldgicas, biologicas e
patogénicas dos virus dessa familia (Burmeister, 2001). A subfamilia Orthoretrovirinae
inclui os géneros Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus e Lentivirus. Na subfamilia Spumaretrovirinae, € encontrado apenas um
unico género denominado de Spumavirus (Fauquet et al., 2005).

O género Deltaretrovirus no qual estd incluido o Virus linfotropico de
células T humanas (HTLV), objeto de nosso estudo, é constituido de quatro éspecies:

Virus da leucemia bovina (BLV), Virus linfotropico de células T de primatas 1(PTLV-1),
Virus linfotropico de células T de primatas 2 (PTLV-2) e Virus linfotrépico de células T de
primatas 3 (PTLV-3) (Fauquet et al., 2005; ICTV, 2005). Cada espécie de PTLV ¢é
constituida de cepas encontradas em humanos e simios, sendo denominadas de Virus

linfotrépico de células T humanas (HTLV) e Virus linfotropico de células T de simios
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(STLV). Assim a espécie PTLV-1, inclui as cepas de HTLV-1 e STLV-1, a PTLV-2 ¢
formada pelas cepas de HTLV-2 e STLV-2 e finalmente a PTLV-3 que inclui o HTLV-3 e
0 STLV-3 (Calattini et al., 2005).

Ainda inclui-se neste género o HTLV-4, sendo proposta por Wolfe et al.
(2005) como membro de uma nova espécie do género Deltaretrovirus, designada como

Virus linfotropico de células T de primatas 4 (PTLV-4).

1.2- VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS (HTLV)

O Virus linfotropico de células T humanas (HTLV) era comumente dividido
em dois tipos: o HTLV-1 e o HTLV-2, compartilhando aproximadamente 65% de
homologia na sequéncia nucleotidica (Gessain, 2004; Feuer & Green, 2005; Wolfe et al.,
2005).

Recentemente, foram descobertos, na Africa Central, dois novos tipos de
HTLV, denominados de HTLV-3 e de HTLV-4. As anélises filogenéticas demonstraram
que o HTLV-3 tem forte associacdo com STLV-3 e que o HTLV-4 ndo parece estar
relacionado com nenhuma linhagem de HTLV ou STLV atualmente conhecida (Callatini
et al., 2005; Wolfe et al., 2005).

O HTLV-1 e o HTLV-2, melhor caracterizados do ponto de vista
epidemiolégico e molecular, parecem ter resultado de multiplas transmissdes interespécies
ocorridas para 0 homem a partir de primatas ndo humanos (Parrish et al., 2004).

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus humano a ser isolado e o primeiro a ser
mostrado como causa de cancer humano (Poiesz et al., 1980). A detec¢éo e o isolamento do

HTLV-1 foi em 1979, e a primeira descoberta veio da analise de uma linhagem de célula T
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estabelecida por J. Minna e A. Gazdar a partir de um paciente, recebendo a denominacéo de
linfoma cutaneo de células T (Gallo, 2005). O HTLV-2 foi isolado a partir de linfdcitos de
um paciente com leucemia de células pilosas (Kalyanaraman et al., 1982).

De acordo com a Agéncia Internacional para pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer- IARC) os patdgenos que causam cancer em
humanos sdo divididos em dois grupos: i) o grupo 1- que definitivamente sdo
carcinogénicos e ii) o grupo 2- que provavelmente podem ser carcinogénicos (Herrera
et al., 2005). O HTLV-1 estd no primeiro grupo e é o agente causal da Leucemia/Linfoma
de Células T do Adulto (LLCTA), um tipo raro de leucemia. O HTLV-1 também esta
associado a uma mielopatia crénica chamada de Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLV-1-PET/MAH (Hinuma et al., 1981; Gessain et al., 1985).

Os retrovirus HTLV-1 e HTLV-2 estdo intimamente relacionados,
apresentam propriedades bioldgicas semelhantes, tropismo, in vivo, para linfocitos T CD4"
e T CD8" maduros, respectivamente, e modos comuns de transmissdo (Richardson et al.,
1990; ljichi et al., 1992).

Em estudos anteriores demonstrou-se que a infeccdo pelo HTLV-1 esta
associada principalmente com linfécitos T CD4", podendo também infectar linfocitos
T CD8" e linfocitos B. Pessoas infectadas pelo HTLV-1, assintomaticas, apresentam uma
reatividade imune maior que aqueles que desenvolvem LLCTA. Essa reatividade parece
estar relacionada com uma regulagdo imunolégica da expanséo de células T transformadas
(Poiesz et al., 2000). O HTLV-2 infecta preferencialmente as células T CD8" e a infecgéo

estd associada com a expansao clonal de células T (Cimarelli et al., 1996).
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1.3- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO HTLV

A particula viral esférica mede de 80 a 100nm de didmetro. Apresenta um
genoma com duas moléculas de RNA iguais, de cadeia simples e polaridade positiva,
medindo aproximadamente 9 Kb, envolvido por um capsideo protéico constituido pelas
proteinas pl15, pl9 e p24 (White & Fenner, 1994; Tangy, 1996), formando juntos o
nucleocapsideo ou core (Hjelle, 1991). No core também estdo presentes as enzimas
transcriptase reversa, integrase, protease e RNAse H que sdo essenciais para 0
estabelecimento da infeccdo viral (Hollsberg, 1999). Essa estrutura estd coberta por um
envelope constituido de uma bicamada lipidica de origem celular que contém as
glicoproteinas virais gp46 e gp21 codificadas pelo gene viral env (Tangy, 1996; Le Blanc

et al., 2001; Gessain, 2004; Figura 1).

Membrana lipidica 7
- - I
-

RNA
diplaide

protease

Transcriptase reversa
KENAse H
Integrase

paf

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura morfologica do HTLV (adaptado de
Tangy, 1996).
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1.4- ORGANIZAGAO GENOMICA DO HTLV

A estrutura genética do HTLV-1 e do HTLV-2 é semelhante aos dos outros
retrovirus (Seike et al., 1983; Shimotohno et al., 1985; Figura 2). Nas extremidades 5’ e
3’encontram-se duas sequéncias repetidas ndo codificantes, conhecidas como longas
repeticdes terminais (LTR- Long Terminal Repeats) e que contém o sitio de ligacdo para a
RNA polimerase e para as regides regulatérias que controlam o nivel da transcri¢ao viral
(Hjelle, 1991; Hall et al., 1996; Ferreira Jr. et al., 1997). Essas sequéncias contém todos 0s
sinais para o inicio e o término da transcricdo, além de serem importantes para a integracdo
proviral, o processamento do mMRNA viral e a transcri¢éo reversa (Seike et al., 1983).

O genoma do HTLV-1/2 apresenta trés genes estruturais: gag, pol e env
(Seike et al., 1983; Shimotohno et al., 1985). O gene gag codifica as proteinas do core
(p19, p24, p15); o pol codifica a transcriptase reversa e a integrase, e o0 gene env codifica as
glicoproteinas do envelope (gp46 e gp21). O genoma viral ainda contém genes que
codificam proteinas regulatorias (Tax e Rex) da expressao viral (Shimothono et al., 1985;
Hjelle, 1991; Ciminale et al., 1992).

O gene gag € o primeiro a ser transcrito e posteriormente traduzido. As
proteinas resultantes desse gene constituem os principais componentes dos retrovirus, tendo
papel central na replicacdo viral, nos passos iniciais e tardios do ciclo replicativo do virus.
Constituem unidades préprias de montagem, suficientes para a formacédo e liberacdo das
particulas virais, mesmo na auséncia de qualquer outra proteina viral. A clivagem dessas
proteinas € necessaria para dar origem as proteinas da matriz (p19 e p24) e do capsideo

(p15) (Le Blanc et al., 2001; Gessain, 2004; Mazurov et al., 2005).



16

O gene pol codifica as enzimas virais necessarias a replicacdo. Essa regiao
possui 3 funcgdes basicas: i) codifica a transcriptase reversa (RT), uma DNA polimerase
dependente de RNA, necessaria para a transcricdo do RNA viral em DNA,; ii) codifica a
RNAse H que remove a fita de RNA da fita dupla hibrida RNA-DNA, para a producéo da
segunda fita de DNA,; iii) codifica a integrase (IN) necessaria para a integracao do provirus
ao genoma da célula hospedeira (Hjelle, 1991; Coffin, 1996; Burmeister, 2001). Sobreposta
aos genes gag e pol encontra-se a regido pro que codifica uma protease responsavel pela
clivagem das proteinas virais de gag e pol (Shimothono et al., 1985).

O gene env codifica as duas glicoproteinas do envelope viral. Essas proteinas
sdo sintetizadas por uma precursora (gp62) que é clivada em duas glicoproteinas: gp46 e
gp21. A gp46 esta envolvida na ligacdo a um receptor celular e a gp21, ancorada ao
envelope viral, auxilia a fusdo do envelope a membrana celular. Ambas sdo expressas na
superficie da célula infectada (Hall et al., 1994; Coffin, 1996; Grange et al., 1998;
Le Blanc et al., 2001). As glicoproteinas gp46 e gp2l1 demonstraram ser altamente
imunogénicas nos individuos infectados e sdo cruciais no desenvolvimento do processo
infeccioso (Rudholf et al., 1993). Evidéncias recentes mostraram que o receptor celular
para as glicoproteinas do envelope pode ser um transportador de glicose-GLUTI-1
(Gessain, 2004; Coskun & Suton, 2005; Manel et al., 2005).

O HTLV-1 e o HTLV-2 sdo os Unicos retrovirus que possuem uma
sequéncia longa, denominada de regido pX, localizada entre o0 gene env e a regiao 3’LTR do
genoma (Seike et al., 1983; Cann et al., 1985; Shimotohno et al., 1985) que codifica varias
proteinas virais regulatorias e acessorias. A mais notavel proteina regulatéria viral € a

proteina transativadora Tax com 40 kD (Cann et al., 1985; Seike et al., 1986; Hjelle, 1991;
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Hall et al., 1996; Grasmann et al., 2005). Essa proteina regula a expressao de genes virais e
celulares, ligando-se a fatores de transcricdo ou a outras moléculas celulares

citoplasmaticas (Kashanchi & Brady, 2005).
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Figura 2- Representacdo esquematica do genoma do HTLV (adaptado de Shuh &
Beilke, 2005).

A expressdo do gene viral é regulada primariamente pelo promotor
localizado na regiao 5°LTR, que apos a transcri¢do e tradugdo resulta na sintese da proteina
Tax. Esse peptideo é um potente transativador do principal promotor localizado na regido
5’LTR, como, também, de outros promotores de varios genes celulares, incluindo a cadeia
a do receptor de interleucina-2 (IL-2R), a IL-1, a IL-2, a IL-3, a IL-6, 0 MHC de classe I,
a proteina relacionada ao hormonio da paratiredide (PTHrP), a B-globina, o c-fos, o c-jun,
0 GM-CFS, o NF-kB e o TNF-B (Franchini, 1995; Ferreira Jr. et al., 1997; Oshima et al.,

1997; Wycuff et al., 2004; Sun & Yamoka, 2005).
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A regido pX contém cinco regides de leitura aberta, conhecidas como ORFs
(Open Reading Frames) que sdo: x-I, x-Il, x-lI, x-IV e x-V. As ORFs x-llIl e x-IV
codificam as proteinas Rex e Tax, respectivamente (Ciminale et al.,1992; Ferreira Jr. et al.,
1997; D’agostino et al., 2001, Feuer & Green, 2005).

As ORFs x-I, x-Il e x-V estdo envolvidas na codificacdo de proteinas
acessorias, como € o caso da p12 e p13/p30 codificadas respectivamente pelas ORFs x-I e
x-11 do HTLV-1 e das proteinas p10, p11 e p28 codificadas pelas ORFs x-1, x-Il e x-V do
HTLV-2, respectivamente. O papel funcional dessas proteinas na biologia do HTLV ainda
ndo esta bem compreendido (Ferreira Jr. et al., 1997; D’agostino et al., 2001; Feuer &
Green, 2005), no entanto, tém sido sugerido que essas proteinas sdo essenciais para o
estabelecimento da infec¢do viral, 0 aumento da ativacdo do linfécito T e para a alteragéo
da transcricdo do gene e a funcdo mitocondrial (Albrecht & Lairmore, 2002).

Tax e Rex sdo proteinas que regulam juntamente a expressdo viral. A
primeira € uma ativadora transcricional do genoma viral e a Gltima é supressora do splicing
dos transcritos virais (Kashanchi & Brady, 2005; Yoshida, 2005).

A funcdo priméria da Tax é ativar a expressao génica no DNA proviral do
HTLV-1 via LTR, por meio de trés repeticbes de 21pb (Zhao & Giam, 1992) conhecidas
como elementos responsivos a Tax (TRE ou TxXRE -1,-2 e -3), que intermediam o potencial
de transativacdo da Tax (Shush & Beilke, 2005).

A proteina Tax é essencial para a replicacdo viral e para o inicio da
transformacdo maligna, acarretando no desenvolvimento da leucemia de células T do

adulto. A transformacdo de células T pelo HTLV é resultante da desregulagdo dos genes
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envolvidos com o crescimento e sobrevivéncia dessas células, assim como da funcdo dos
fatores celulares envolvidos no controle do ciclo celular e reparo de DNA. Acredita-se que
a Tax seja o elemento chave no desenvolvimento das doencas associadas ao HTLV-1
(Jeang et al., 2004; Sun & Yamoka, 2005), sendo responsavel pelo crescimento anormal e
imortalizacéo das células infectadas por este virus (Oshima et al., 1997).

A Tax direciona a transcricdo do gene via elemento responsivo-cCAMP
(CRE) localizado na longa repeticdo terminal (LTR) (Jeang et al., 2004) e estimula 0s
fatores de transcricdo através da interacdo de uma série de complexos proteina-DNA e
proteina-proteina (Zhao & Giam, 1992; Orden et al., 1999), além de ser capaz de modular a
atividade de alguns fatores de transcricdo celular, como o da proteina de ligacdo do
elemento responsivo do AMP ciclico/fator ativador da transcricdo (CREB/ATF), NF-kB,
fator responsivo do soro (SRF), NF-AT e p53 (Ferreira Jr. et al., 1997; Wicuff et al., 2004;
Sun & Yamoka, 2005). Essa proteina é considerada oncogéncia, uma vez que transforma e
imortaliza fibroblastos de roedores e linfocitos T humanos (Grassmann et al., 2005).

A Tax do HTLV-1 e do HTLV-2 tem localizacdo diferente na célula. A
Tax-1 (HTLV-1) localiza-se principalmente no nucleo, enquanto que a Tax-2 (HTLV-2)
predomina no citoplasma (Turci et al., 2006a).

A proteina Rex € uma reguladora pés-transcricional da expressdo do gene
viral (Ferreira Jr. et al., 1997). Essa proteina de 27 kD atua no splicing e no transporte de
mRNA do nucleo para o citoplasma. A seqliéncia necessaria para a atuacdo da Rex é
chamada de elemento responsivo a Rex (ERRX) e esté localizada na regido 3’ LTR. A Rex
contém um dominio de ligacdo de RNA e uma regido variavel conhecida como dominio de

ativagdo que poderia interagir com os fatores celulares. A ligacao direta ao ERRX na regido
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3’ ndo traduzida do RNA viral é necessaria para translocacdo do mRNA para o citoplasma
e sua expressdo. Além da ligacdo da Rex a regides alvo, é necessaria a acdo de fatores
celulares adicionais para que ocorra traducdo das proteinas estruturais (Ballaun et al., 1991;
Bogerd et al., 1992; Rehberger et al., 1997).

A Rex age pos-transcricionalmente para aumentar os niveis citoplasmaticos
dos mRNA com Unico evento de processamento do tipo splicing (env) e sem evento de
processamento do tipo splicing (gag/ pol/ pro). O mecanismo exato de acdo da Rex é
desconhecido, porém a sua expressdo diminui o splicing e aumenta a estabilidade dos
MRNA. A atividade dessa proteina pode ser afetada através da fosforilacao, resultando em
acumulo de mRNA unspliced e decréscimo da sintese de proteinas de gag (Black et al.,
1991; Ciminale et al., 1992; Kusuhara et al., 1999; Kashanchi & Brady, 2005).

Dois possiveis mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo dessa
proteina regulatoria. A Rex poderia promover o transporte do mMRNA sem evento do tipo
splicing pela dissociacdo dos spliceossomos, antes da completa reacdo de splicing ou
poderia estabelecer um caminho independente de splicing para o transporte do mRNA
(Black et al., 1991; Rehberger et al., 1997).

As proteinas Tax e Rex do HTLV-1 e do HTLV-2 sdo reguladas
negativamente pelas proteinas acessorias p30 e p28, respectivamente, codificadas pela
matriz de leitura aberta Il (ORF-I1I) da regido pX, agindo como reguladoras negativas pos-
transcricional da replicagdo viral (D’Agostino et al., 2001; Albrecht & Lairmore, 2002;
Younis et al., 2004). A p30ll e a p28Il retém os mMRNA codificados pelos genes tax e rex
dentro do nucleo, resultando em uma reducdo especifica das proteinas Tax e Rex

(Nicot et al., 2004; Younis et al., 2004).
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1.5- CICLO DE REPLICACAO DO HTLV

A replicacgdo viral inicia quando ocorre a interacdo das glicoproteinas virais
ao receptor presente na superficie da céelula alvo. A penetracdo do nucleocapsideo pode
ocorrer por meio de dois mecanismos: fusdo do envelope viral a membrana da célula
hospedeira ou por endocitose mediada por receptores (White & Fenner, 1994; Gessain;
2004; Figura 3).

A entrada do virus na célula alvo é mediada pelas glicoproteinas do envelope
gp46 que se liga ao receptor celular e pela gp21 que funde o envelope viral com a
membrana da célula alvo. Apos a adsor¢do ocorre a penetracdo do core viral no citoplasma
da célula, com posterior liberagdo do RNA viral (Tangy, 1996; Tallet et al., 2000).

O HTLV apresenta uma forma pouco usual de replicacdo quando, apés a
penetracdo na célula, libera o0 RNA viral, que € transcrito em DNA complementar de dupla
fita pela acdo da enzima transcriptase reversa; este DNA penetra no nucleo onde se integra
ao DNA celular, formando o DNA proviral (Hjelle, 1991; Catalan-Soares et al., 2001;
Gessain, 2004).

A transcriptase reversa (TR) inicia sua funcdo a partir da molécula de tRNA
na extremidade 5°, que corresponderd aos fragmentos R e U5. Depois a TR juntamente com
os fragmentos transcritos R e U5, passam para a extremidade 3’ para continuar a formagao
da fita simples de DNA. A seqiiéncia R é responsavel pela transferéncia do DNA nascente
de uma extremidade a outra. O RNA viral que serviu de molde é degradado pela RNAse H.
Apos a remocgdo ocorre o inicio da sintese da fita complementar de DNA na regido U3,

dando origem ao DNA de fita dupla. Na sintese do DNA, em cada extremidade do genoma
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sdo originadas sequéncias duplicadas conhecidas como LTR compostas das regides U3, R e

U5 (White & Fenner, 1994; Coffin, 1996; Kashanchi & Brady, 2005).
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Figura 3- Ciclo replicativo do HTLV (adaptado de Gessain, 2004).

Apos a migragdo do DNA viral para o nucleo por acdo da Rex, ocorre a

integracdo do mesmo com o genoma celular pela acdo da enzima integrase (Tangy, 1996).

Uma vez integrado no DNA celular, o provirus se torna estavel e

inicia a transcricdo em

RNA utilizando o sistema celular. A RNA polimerase Il é responsavel pela transcricdo do

genoma viral e de todos 0s MRNA necessarios para a sintese de proteinas. No entanto, para
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que ocorra o inicio da transcricdo € necessario que a sequéncia LTR seja ativada e forneca
sinais ao sistema de transcricdo celular para que o provirus seja expresso de forma eficiente
(White & Fenner, 1994; Coffin, 1996).

Na transcricdo do DNA proviral em RNA, trés espécies de mRNA séo
formados: um mRNA genémico sem evento de processamento do tipo splicing (unspliced),
que codifica as proteinas precursora de gag e de pol, um mRNA subgendmico (4,3Kb)
com um evento de processamento do tipo splicing, que codifica a proteina precursora que
dard origem as proteinas do envelope, e um mRNA (2,1 Kb) com duplo evento de
processamento do tipo splicing, que codifica as proteinas regulatérias Tax e Rex
(Ciminale et al., 1992; Ferreira Jr. etal., 1997).

Apdbs a sintese de proteinas virais no citoplasma ocorre a Ultima fase do ciclo
replicativo, que € a montagem e o brotamento das novas particulas virais. Esse ultimo
evento € resultante da interacdo entre a proteina da matriz com a membrana celular,

processo pelo qual o virus adquire o envelope (Coffin, 1996; Tangy, 1996).

1.6- MODOS DE TRANSMISSAO DO HTLV

Os modos de transmissdo do HTLV s&o semelhantes aos do HIV-1. Ambos
sdo transmitidos por meio da relacdo sexual desprotegida, da transfusdo sanguinea e/ou
hemoderivados, do compartilhamento de agulhas e seringas entre usuarios de drogas
endovenosas e do aleitamento materno (Sugiyama et al., 1986; Hjelle 1991; Ferreira Jr.
etal., 1997).

A transfusdo sangiiinea e/ou de hemoderivados é uma importante forma de

disseminacdo do HTLV-1 em éareas endémicas, porém tem sido minimizada por meio de
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programas de triagem sorologica em bancos de sangue. Doadores de sangue de paises como
Japdo, Estados Unidos, Franca, Canada, Portugal, Suécia, Holanda, Reino Unido e
Finlandia sdo rotineiramente testados para a presenca de anticorpos anti-HTLV-1/2
(Zervou et al., 2004). No Brasil, a triagem para o HTLV se tornou obrigatéoria por meio da
portaria n°® 1376 de 19 de novembro de 1993, do Ministério da Saude (Saez-Alquézar &
Sabino, 2000; Catalan-Soares et al., 2001). A transmissdo do HTLV-1 pela via
hematogénica ocorre por transfusdo de componentes celulares do sangue (sangue total e
leucdcitos), mas ndo a partir de soro ou plasma derivados de sangue contaminado por
HTLV-1, uma vez que € rara a presenca de particulas virais livres no plasma
(Bangham, 2000; Nicot, 2005).

A transmissdo do HTLV-2 pela via parenteral assume grande importancia
entre os usuarios de drogas endovenosas (UDE) e os doadores de sangue na Ameérica do
Norte e do Sul e na Europa, sendo considerado endémico nesses continentes (Hall et al.,
1996; Ishak et al., 1998).

A principal rota de transmissao para as criancas € o leite materno, porém néo
se pode descartar as vias intra-uterina e saliva, uma vez que foram confirmadas a presenca
de DNA proviral por meio de reacdo em cadeia mediada pela polimerase em amostras de
sangue de corddoumbilical e também em saliva (Fujino & Nagata, 2000).

A transmissdo do HTLV-1 deve-se principalmente ao tempo de
amamentacao prolongado (superior a seis meses) no periodo pds-natal (Furnia et al., 1999).
Estudos soroepidemioldgicos de mulheres gravidas e seus filhos tém mostrado que a
amamentacdo € de grande importancia na transmissdo do virus (Hino et al., 1996; Ureta-

Vidal et al., 1999). A transmisséo da mae para o filho ocorre em 20% da prole de uma mée
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infectada, e esta relacionada a carga proviral das mées, aos altos titulos de anticorpos e ao
tempo prolongado de amamentacdo (Proietti et al., 2005). Impedindo o aleitamento
materno, ou limitando o tempo de amamentacdo por mdes portadoras do HTLV, pode-se
reduzir o risco da transmissao perinatal (Fujino & Nagata, 2000).

A via intra-uterina também contribui para a transmissdo do HTLV, embora a
transmissdo por esta via seja menos freqliente que o aleitamento materno. A presenca do
HTLV-1 nos linfdcitos do sangue do corddo umbilical indica passagem transplacentaria das
células infectadas. A infeccdo fetal depende da imunidade protetora do feto e da protecédo
dada ao mesmo pelos anticorpos maternos adquiridos através da placenta (Bittencourt,
1998; Catalan-Soares et al., 2001).

A transmissdo intra-uterina, explica o porqué, de criancas ndo alimentadas
com leite materno também adquirirem a infeccdo (Bittencourt et al., 2002).

A transmissao perinatal pelo HTLV-2, também foi evidenciada em criancas
amamentadas por leite materno e criangas alimentadas artificialmente, e parece ocorrer em
taxas semelhantes ao HTLV-1 (Van Dike et al., 1995). Essa rota de transmissdo é de
grande importancia entre as populacGes amerindias do Brasil (Ishak et al., 1995;
Azevedo, 1996; Bittencourt, 1998, Ishak et al., 2001).

A doacdo de oOrgdos também contribui para a transmissdo do HTLV.
Segundo Toro et al., (2005) a triagem para deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1/2 néo é
muito recomendada nos paises ocidentais. Em 2001, foram documentados o0s primeiros

casos de infeccdo por HTLV-1 adquiridos por transplantes de 6rgéos na Europa.
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1.7- VARIABILIDADE GENETICA DO HTLV

Os subtipos de HTLV-1 apresentam alto grau de conservagdo da sequéncia
nucleotidica, sendo que a divergéncia dos nucleotideos entre os isolados do HTLV-1 é de
aproximadamente 4% e depende da regido do genoma analisado (Komuriam et al., 1991).

Com base em estudos de epidemiologia molecular a partir de analises das
repeticdes terminais longas (LTR) e de seqiiéncias do gene env (envelope) o HTLV-1 é
dividido nos seguintes subtipos: 1a (Cosmopolita), 1b (Africa Central), 1c (Melanésia), 1d,
le, 1f e 1g (Africa Central) (Miura et al., 1997; Salemi et al., 1998; Van Dooren et al.,
2001, Wolfe et al., 2005) e 0o HTLV-2 nos subtipos 2a, 2b, 2c e 2d (Hall et al., 1992; Ishak
et al., 1995; Hall et al., 1996; Vandamme et al., 1998).

O subtipo cosmopolita do HTLV-1 é subdividido em quatro subgrupos:
Transcontinental (A), Japonés (B), Oeste Africano (C) e Norte Africano (D) (Ureta-Vidal
et al., 1994; Miura et al., 1997; Ramirez et al., 2002; Gessain, 2004).

A maioria das divergéncias nucleotidicas entre os isolados é caracterizada
por mutacdes pontuais e parece nao estar relacionado a diferencas de patogenicidade. A
variabilidade do HTLV parece refletir a origem geografica e/ou a migracdo de populagdes
antigas carreando o virus (Komuriam et al., 1991; Ferreira Jr. et al., 1997; Salemi et al.,
1999).

Por meio de analises do RFLP, uma heterogeneidade genética expressiva
tem sido demonstrada entre os subtipos HTLV-2a e HTLV-2b (Hall et al., 1992;
Eiraku et al., 1996). A divergéncia de sequiéncia nucleotidica entre esses isolados varia de
4 a 7%, dependendo da regido gendbmica analisada do provirus (Dube et al., 1993;

Hall et al., 1994).
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O subtipo HTLV-2c tem sido identificado em poplulagBes indigenas e
urbanas do Brasil (Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996; Vallinoto et al., 2002). As
sequéncias nucleotidicas do env, pX e LTR do HTLV-2c estdo mais filogeneticamente
relacionadas ao HTLV-2a, porém a seqiiéncia de aminoacidos para Tax é semelhante ao do
HTLV-2b. Anélises da funcédo da proteina Tax dos isolados HTLV-2a, HTLV-2b e HTLV-
2¢, demonstraram propriedades transativadoras semelhantes para a Tax do HTLV-2b e do
HTLV-2c. Os subtipos HTLV-2b ¢ 2¢ possuem uma substitui¢do nucleotidica (T—C) no
codon de parada da sequiéncia codificadora da proteina Tax, o que confere uma extensao
adicional de 25 aminoacidos a mais da sequéncia que € produzida pelo HTLV-2a (Eiraku et
al., 1996).

O HTLV-2d mostrou-se diferente dos outros isolados por analises das
regibes gendmicas, no entanto a proteina Tax (344aa) desse subtipo apresenta um
comprimento intermediario entre as proteinas Tax do HTLV-2a (331aa) e do HTLV-2b

(356aa) (Vandamme et al., 1998).

1.8- PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO HTLV

Vérias sdo as patologias associadas a infec¢do pelo HTLV, mas duas estdo
claramente relacionadas com este retrovirus. O HTLV-1 estd associado a
Leucemia/Linfoma de células T do adulto (LLcTA) e a uma doenca neuroldgica conhecida
como Paraparesia Espastica Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV-1 (PET/MAH)
(Hinuma et al., 1981; Gessain et al., 1985). O HTLV-2, apesar da homologia com o

HTLV-1 ndo é consistentemente associado a nenhuma doenga humana até o momento,



28

embora desordens neuroldgicas semelhantes a PET/ MAH tenham sido observadas em
pacientes portadores da infeccdo (Hall et al., 1994;1996; Araujo & Hall, 2004).

Clinicamente a LLCTA ¢ classificada em quatro tipos: forma smoldering
(pré-leucémica), aguda, linfoma e cronica (Hjelle, 1991; Franchini, 1995; Ministério da
Saude, 2004), sendo que a distribuicdo geogréafica é bem variada (Manns et al., 1999).

Os principais sinais e sintomas da LLCTA s&o astenia, dor abdominal, tosse,
artropatia, ascite, diarréia e infeccdes repetidas (Ministério da Saude, 2004). Os achados
clinicos e laboratoriais incluem lesdes de pele e linfocitose persistentes, com os linfécitos
apresentando aspecto de células em flores, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, niveis
elevados de lactato desidrogenase, hipercalcemia, hiperbilirrubinemia (Hollsberg & Hafler,
1993; Ferreira Jr. et al., 1997; Manns et al., 1999), podendo ocorrer lesdes osteoliticas
(Schater et al., 2003) e, raramente, les6es orais (Albuquerque et al., 2005).

A PET/MAH é uma mielopatia crbnica, caracterizada por uma paraparesia
lentamente progressiva que afeta principalmente as areas piramidais, associada a um
distarbio variavel do esfincter e anormalidades sensoriais (Hjelle, 1991). Tipicamente
atinge adultos entre 35 e 49 anos de idade (Touzé et al., 1996). A doenca pode ocorrer
também na infancia e adolescéncia, mas é rara (Rodgers-Johson et al., 1990; Oliveira et al.,
2004). Afeta principalmente as mulheres e assemelha-se a esclerose multipla. Os sintomas
incluem fraqueza ou rigidez em ambas as pernas, dor lombar e incontinéncia urinaria,
hiperreflexia e disturbios sensoriais (Araljo & Andrada-Serpa, 1996; Ferreira Jr. et al.,
1997; Manns et al., 1999; Aradjo & Hall, 2004). Com a progressdao da doenca, outros
sintomas podem ser notados, como constipacdo, impoténcia, disturbio intestinal, disfuncdo

erétil e diminuicdo da libido (Ferreira Jr. et al., 1997; Ministério da Saude, 2004).
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Outras patologias associadas a infeccdo pelo HTLV-1 sdo: a uveite, a
poliartrite, a polimiosite, a pneumonia broncoalveolar, a tiroidite auto-imune, a dermatite
infecciosa na crianga, a sindrome de Sjogrens, a cirrose biliar primaria e a estrongiloidiase
(Manns et al., 1999; Catalan-Soares et al., 2001; Ministério da Saude, 2004; Harada et al.,

2005; Proietti et al., 2005).

1.9- EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO HTLV

O HTLV-1 é um virus cosmopolita, com ampla distribuicdo mundial. E
endémico em algumas areas como o Japao, o Caribe, a Africa, a América do Sul e as ilhas
da Melanésia (Hjelle, 1991; Ureta-Vidal et al., 1994; Franchini, 1995; Hall et al., 1996;
Ferreira Jr. et al., 1997).

A soroprevaléncia entre diferentes faixas etarias varia de acordo com a
regido geogréafica, os grupos étnicos e a subpopulacédo de risco (Gessain, 2004; Figura 4).
Em éareas altamente endémicas, como o sudoeste do Japdo, a taxa de soroprevaléncia pode
chegar até 37%, enquanto que em outras areas ndo-endémicas, como a Franca, a
prevaléncia € cerca de 0,004% entre os doadores de sangue.

O HTLV-1 esta presente em todas as regibes brasileiras com prevaléncia
variavel. No entanto, pesquisas em doadores de sangue mostram que a prevaléncia é maior
nos Estados da Bahia e de Pernambuco (Ministério da Saude, 2004).

Segundo Catalan-Soares et al. (2001) a soroprevaléncia no Brasil entre 0s
doadores de sangue varia de 0,08% a 1,35%, dependendo do Estado brasileiro e do

tamanho da amostra.
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O HTLV-2 é prevalente, principalmente, entre as populacdes indigenas da
regido Amazoénica. No entanto, estudos conduzidos por Ishak et al. (1998) e Vallinoto et al.
(2002) demonstraram a ocorréncia da infeccdo por HTLV-2c entre os doadores de sangue
de uma area urbana da regido Amazonica.

Em areas consideradas ndo endémicas para o HTLV, as infeccGes sao
encontradas principalmente nos grupos de alto risco que sdo 0s imigrantes e seus
descendentes, 0s contatos sexuais e 0s usuarios de drogas endovenosas atendidos em

clinicas de doencas sexualmente transmissiveis (Vrielink & Reesink, 2004).
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Figura 4- Distribuicdo geografica do HTLV-1/2 e STLV-1 (adaptado de Gessain, 2004).
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Estima-se que em todo o mundo 10 a 20 milhGes de pessoas possam estar
infectadas pelo HTLV-1, sendo que a maioria dos individuos infectados permanecem
clinicamente assintomaticos ao longo de suas vidas, contudo, com potencial para continuar
transmitindo o virus (Araujo & Hall, 2004). Em relacdo ao HTLV-2 nenhuma estimativa
estd atualmente disponivel para o nimero global de infec¢bes causadas por este retrovirus
(Aradjo & Hall, 2004; Edlich et al., 2000). Aproximadamente 4% dos individuos
infectados e 10% dos infectados via perinatal desenvolvem sintomas de LLCTA, enguanto
que 3% desenvolvem sintomas de PET/MAH (Poiesz et al., 2001; Bangham, 2000). Alta
incidéncia de LLCTA tém sido encontrada na Guiana Francesa e em negros e mulatos nos
Estados da Bahia e de Pernambuco (Proietti et al., 2005). A maioria dos casos de
PET/MAH no Brasil ocorre nas regides Nordeste (Fortaleza, Recife e Salvador) e Sudeste
(Rio de Janeiro e Sdo Paulo), e estdo associadas principalmente a promiscuidade sexual e
transfusdo sanguinea (Aradjo & Andrada-Serpa, 1996).

Em revisdo realizada por Proietti et al. (2005) taxas de soroprevaléncia
relativamente altas foram encontradas no sudoeste do Japédo (acima de 10%), varios paises
do Caribe, incluindo Jamaica e Trinidad (acima de 6%), paises da Africa Sub-Sahariana,
como Camardes e Guiné-Bissau (5%) e areas localizadas do Iran e Melanésia (inferior a
5%).

Em diferentes regides de Papua Nova Guiné a taxa de soroprevaléncia para
HTLV-1 varia entre 0 a 14,6% (Takao et al., 2000).

Merle et al. (2002) avaliaram a ocorréncia de uveite em 200 pacientes

infectados por HTLV-1 (77 soropositivos e 123 com PET/ MAH) na Martinica. A uveite
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foi encontrada em 29 casos (14,5%), mostrando que a infeccdo por HTLV-1 aumenta a
ocorréncia de doencas oculares.

Na Republica de Gana, a prevaléncia para o HTLV-1 foi de 0,7% em 808
doadores de sangue (Ampofo et al., 2002).

Abbaszadegan et al. (2003) conduziram um estudo para estimar a
prevaléncia em doadores de sangue na cidade de Mashhad, provincia do Iran. Nesse estudo
participaram 28.926 doadores, dos quais 228 (0,78%) foram positivos para 0 HTLV, sendo
208 (91,2%) amostras HTLV-1 e 11 (4,82%) HTLV-2.

Paises como Libano (0,052%), Kwait (0,02%), Grécia e Arabia Saudita
(0,06%) apresentam prevaléncia baixa para o anti-HTLV 1/2 entre os doadores de sangue
(Al-Mufti et al., 1997; Naman et al., 2002; Zervou et al., 2004; Fawaz et al., 2005).

No Chile, 1% da populacéo em geral é portadora do HTLV-1 e 0,3% a 0,7%
dos doadores de sangue sdo soropositivos para o virus. Em populac6es indigenas do Chile
essa prevaléncia aumenta chegando até 60,5% (Miura et al., 1997; Ramirez et al., 2002).

Estudo conduzido por Sanches-Palacios et al. (2003) em 568 mulheres
peruanas, mostrou uma prevaléncia de 2,5% para anticorpos HTLV-1, demonstrando que o
virus é endémico em mulheres peruanas assintomaticas, sendo que as infeccdes estavam
associadas principalmente a transmissdo sexual, vertical e parenteral. Outro estudo
realizado em uma area ndo endémica da Argentina demonstrou a transmissao intra-familial
do HTLV-1, reforcando a infeccdo por estas rotas de transmissdo. Nesse estudo foram
analisados uma doadora de sangue e 13 membros de sua familia. Analises soroldgica e
molecular mostraram que quatro membros estavam infectados (a doadora de sangue, o

marido, o filho e a nora). As sequéncias LTR, env e tax do provirus infectando os membros
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da familia eram idénticas, sugerindo fortemente a transmisséo intra-familial (Gastaldello
et al., 2005).

Nas regides endémicas a prevaléncia aumenta com a idade e é maior no
género feminino, sendo mais acentuada apds os 40 anos. A explicacdo mais provavel para
essa diferenca € a transmissdo por via sexual ser mais eficiente do homem para a mulher
(Hall et al., 1996). Entretanto, a infec¢do pelo HTLV-2 nas tribos do grupo Kayapd, parece
ndo estar associada preferencialmente a um dos géneros (Ishak et al., 1995).

A endemicidade do HTLV-1 estd associada principalmente a transmissdo
perinatal através do leite materno de mées portadoras da infeccdo (Sugiyama et al., 1986).
Em estudo conduzido por Bittencourt et al. (2002) em 41 criangas, com idade variando de 3
a 39 meses, filhas de mées portadoras, ndo alimentadas com leite materno nao foi detectado
nenhum caso de transmissdo materno-fetal, reforcando o fato de que a transmissao
materno-fetal por outras vias ndo é comum.

O HTLV-2 € mais prevalente entre usuarios de drogas injetaveis (UDE) nas
Américas do Norte e do Sul, no sudeste da Asia, na Europa, nos grupos nativos das
Américas e em alguns grupos de pigmeus na Africa (Hall et al., 1994; 1996; Ishak et al.,
1995; Ferreira Jr. et al., 1997; Salemi et al., 1999).

Zunt et al. (2006a) investigaram a prevaléncia do HTLV-2 em 2.561 UDE,
na cidade Washington (EUA). Nesse estudo foram observados 190 casos positivos para o
HTLV-2, com prevaléncia de 7,4%.

Na Espanha, De La Fuente et al. (2005) avaliaram a prevaléncia de anti-
HTLV em usuérios de heroina injetavel e ndo injetavel. Nenhum caso de infeccdo por

HTLV-1 foi detectado. A prevaléncia encontrada para o0 HTLV-2 foi de 2,75%, sendo que
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nenhum caso de infeccdo por HTLV-2 foi detectado entre os usuarios de heroina nao
injetavel, fato este que poderia ser atribuido a baixa taxa de transmissdo sexual do HTLV-2.

Em Portugal a prevaléncia para o HTLV foi avaliada em 583 usuéarios de
drogas com infeccdo pelo HIV. Foram detectados trés casos positivos para o HTLV-2, com
prevaléncia de 0,51% (Silva et al., 2005). A analise filogenética demonstrou que as trés
amostras positivas pertenciam ao subtipo HTLV-2b.

Turci et al. (2006b) investigaram a taxa de prevaléncia do HTLV-2 em uma
populacdo de usuarios de drogas endovenosas na Italia. As amostras também foram triadas
para a infeccdo pelo HIV-1(Virus da imunodeficiéncia humana 1) e HTLV-1. Nessa
populacdo as amostras foram positivas para HIV-1 e HTLV-2, ndo se constatando casos
positivos para HTLV-1. Além disso, eles demonstraram que a freqtiéncia do HTLV-2 era
maior entre os HIV-1 positivos (6,7%) do que entre os HIV-1 negativos (1,1%) e que 0s
individuos apenas infectados por HIV-1 progrediam a AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia adquirida) mais rapidamente que o0s individuos co-infectados
HIV-1/HTLV-2, sugerindo que o HTLV-2 exerce um papel protetor. Outro estudo
conduzido em imigrantes e prisioneiros da Italia mostrou prevaléncia de 0,3% para o
HTLV-1 e 0,1% para o HTLV-2 entre os imigrantes, enquanto que nos prisioneiros a
prevaléncia para 0 HTLV-1 foi de 1,4% e para 0 HTLV-2 de 0,8% (Ansaldi et al., 2003).

O papel protetor do HTLV-2 em pacientes portadores do HIV-1 ja havia sido
anteriormente demonstrado por Willy et al. (1999). Um paciente co-infectado com HIV-1 e
HTLV-2 apresentou alta contagem de linfocitos T CD4" e baixa carga viral de HIV-1 sem

terapia antiretroviral por um periodo superior a seis anos.
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Estudo conduzido por Gutiérrez et al. (2004) mostrou uma prevaléncia de
0,2% para 0 HTLV-1 em imigrantes trabalhadoras do sexo em Madri, Espanha, ndo se
detectando nenhum caso positivo para 0 HTLV-2.

Na Alemanha a prevaléncia entre os doadores de sangue foi de 0,021%
(Schétzl et al., 2005).

Diop et al. (2006) avaliaram a prevaléncia do HTLV em 4.900 doadores de
sangue do Senegal. Prevaléncia observada nesse estudo foi de 0,16%, sendo observados
sete casos positivos para HTLV-1 e um caso para HTLV-2. Analises moleculares
demonstraram que as amostras positivas para HTLV-1 eram do grupo cosmopolita e a
amostra positiva para HTLV-2 pertencia ao subtipo c, sendo este subtipo prevalente na
regido amazonica brasileira (Vallinoto et al. 2002; Laurentino et al., 2005).

A prevaléncia do HTLV foi investigada em 2.703 homens que fazem sexo
com homens no Peru. Desses 56 (2,1%) estavam infectados pelo HTLV-1 e 35 (1,3%) pelo
HTLV-2. Dentre os pacientes analisados 338 estavam infectados pelo HIV-1, sendo
encontrado nove (2,7%) casos de co-infeccdo com o HTLV-2 (Zunt et al., 2006b).

Léon et al. (2003) pesquisaram a prevaléncia do virus em doadores de
sangue em Caracas, Venezuela. A analise sorologica mostrou uma prevaléncia de 0,2%
para 0 HTLV nessa populacéo.

Pando et al. (2004) estudaram a prevaléncia do HTLV em 174 portadores do
HIV na Argentina. Oito amostras foram positivas para anticorpos anti-HTLV, com taxa de
prevaléncia de 4,6%.

Guimaraes et al. (2001) conduziram um estudo entre 171 UDE na cidade do

Rio de Janeiro. Neste estudo, foram detectados 29 (17%) casos de sororreatividade para o
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HTLV, sendo a maior proporcdo encontrada para o HTLV-1 (75,9%) quando comparado ao
HTLV-2 (24,1%). De forma semelhante essa proporcdo também foi maior para o HTLV-1
(72,4%) entre os UDE de Salvador (BA) (Dourado et al., 1999).

Taxa de prevaléncia de 1,6% (1/63) foi encontrada entre presidiarios de
Manhanacu, Minas gerais (Catalan-Soares et al., 2000).

Barcellos et al. (2006) estudaram a prevaléncia do HTLV em 2.985
individuos de trés centros de testagem e aconselhamento para o HIV em Porto Alegre (RS).
A prevaléncia encontrada entre os participantes desse estudo foi de 2,4%.

Avaliacdo da prevaléncia do HTLV também foi realizada em portadores do
HIV-1 em Londrina, Parana. Nesse estudo foram analisados 758 individuos, dois quais
6,4% estavam co-infectados com o HTLV (Morimoto et al., 2005).

Pesquisa conduzida por Dourado et al. (2003) na populacdo de Salvador
mostrou uma prevaléncia de 1,76% em 1385 individuos triados para anticorpos anti-HTLV.

Em estudo conduzido na cidade do Acre, Rio Branco, a prevaléncia
encontrada para 0 HTLV foi de 0,11% em 11.121 doadores de sangue, sendo nove casos
positivos para 0 HTLV-1 e trés para o HTLV-2 (Colin et al., 2003). Em outro estudo
também realizado em doadores de sangue do Ceara, Fortaleza, a prevaléncia encontrada
parao HTLV foi de 0,66% (Souza et al., 2003).

A soroprevaléncia do HTLV foi estudada por Mena-Barreto e colaboradores
(2005) em indios Guarani, no sul do Brasil. Em 52 individuos envolvidos no estudo, trés
(5,76%) foram sororreativos para 0 HTLV-2.

Azevedo (1996) estudou a prevaléncia do HTLV em populagdes indigenas

da Amazoénia brasileira. Foram analisados 1.549 individuos, dos quais 104 reagiram para o
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HTLV-2, cinco para 0 HTLV-1, e cinco apresentaram padréo sorologico indeterminado
pela técnica de Western blot. Prevaléncia elevada para o HTLV-2 foi encontrada entre as
tribos Kayapo (32,3%), Tiriyd (15,4%), Arara do Laranjal (11,4%), Munduruku (8,1%) e
Yamamadi (5,6%). Além disso, alta prevaléncia (22,2%) foi detectada em criancas menores
de 10 anos, sugerindo transmissdo vertical do HTLV-2.

Para avaliar a prevaléncia de co-infeccdo HIV/HTLYV, Vallinoto et al. (1998)
estudaram amostras de sangue de 149 pacientes portadores do HIV. Foram identificados
quatro casos positivos para HTLV-1 (2,7%) e sete casos positivos para HTLV-2 (4,7%).

Laurentino et al. (2005) estudaram 169 amostras de sangue de pacientes
infectados por HIV-1 no municipio de Belém-Pa. Nesse estudo, seis amostras foram
positivas para 0 HTLV (3,5%), sendo quatro positivas para o HTLV-2 (66,7%) e duas para
0 HTLV-1 (33,3%), confirmando o resultado de estudos anteriores em que a maior
prevaléncia foi detectada para o HTLV-2 em relacdo ao HTLV-1, que segundo esses
autores é um fato distinto de outras areas urbanas do Brasil.

Ishak et al. (2002) evidenciaram, pela primeira vez, a associacdo de
PET/MAH e HTLV-1 na regido Norte. Trés individuos com 37, 40 e 57 anos apresentavam
diagnostico clinico de paraparesia espastica tropical. A analise sorol6gica por Western blot
demonstrou que as amostras eram positivas para HTLV-1.

Para avaliar a ocorréncia de doencas neurologicas, um estudo foi conduzido
por Leite et al. (2003) em doadores de sangue da cidade do Rio de Janeiro. Nesse estudo as
manifestacdes neuroldgicas foram maiores para os individuos positivos para 0 HTLV-1
(36,2%) do que para os individuos negativos (14,8%) a esse virus, fato este que corrobora

que a infeccdo por HTLV-1 esta realmente associado a desordens neuroldgicas.
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Em outro estudo, Macedo et al. (2004) procuraram correlacionar a presenca
do HTLV com desordens neuroldgicas observadas em 190 pacientes na cidade de Belém.
Desses, 15 (7,9%) individuos apresentaram sororreatividade para HTLV pela técnica de
Western blot, sendo dez pacientes positivos para HTLV-1, trés para HTLV-2 e uma
apresentou co-infeccdo HTLV-1/2.

Silva et al. (2002) documentaram o primeiro caso de desordem neuroldgica
semelhante a PET/MAH associado a infeccdo pelo HTLV-2 no Brasil. Uma mulher de
55 anos de idade apresentava uma sindrome caracterizada por paraparesia espastica,
reflexos hiperativos e incontinéncia urinaria. Analises moleculares da regido tax revelaram
um padrdo de HTLV-2 que, posteriormente, foi confirmado pelo seqlienciamento da regido
5’LTR, sendo que o subtipo encontrado foi o HLTV-2a.

Olindo et al. (2005) estudaram a relacdo entre carga proviral do HTLV-1 e o
desenvolvimento de PET/MAH. Nesse estudo a carga proviral foi seis vezes menor em
portadores assintomaticos quando comparados aos pacientes com PET/MAH, e
significativamente maior em pacientes com rapida progressdo da doenca do que aqueles
com progressao lenta. Assim, a carga proviral poderia ser usada como marcador de

progressdo da doenca e no monitoramento da triagem terapéutica.
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1.10- A INFECCAO PELO HTLV NA GRAVIDEZ

“O periodo gestacional ndo é isento de infec¢bes que comprometam a saude
materno-fetal, de forma especial aquelas que se apresentam assintomaticas ou subclinicas.
Os riscos da transmissdo materno-fetal sdo fatores limitantes para o desenvolvimento e
vitalidade do futuro concepto” (Reiche et al., 2000).

A literatura mostra evidéncias da importancia em satde publica de estudos
soroepidemioldgicos de doengas infecciosas transmissiveis verticalmente, as denominadas
infeccbes congénitas e perinatais (Figueird-Filho, 2007). Tal transmissdo pode ocorrer
durante a gestacdo, no momento do parto ou durante o aleitamento materno (Bittencourt,
1998).

Estudos realizados com gestantes detectaram a ocorréncia de mulheres

infectadas pelo HTLV.

Em areas altamente endémicas, como o Japao, a soroprevaléncia do HTLV-1
em mulheres gravidas foi de 4-5% (Hino et al., 1996). Na Europa, a prevaléncia foi de
0,6% e os estudos de soroprevaléncia realizados neste continente demonstram que a
maioria das mulheres gravidas positivas para o0 HTLV-1 eram nascidas na Africa ou no
Caribe (Fujino & Nagata, 2000).

Maehama (2004) conduziu um estudo para avaliar a taxa de prevaléncia do
HTLV-1 em 17.207 mulheres gravidas na cidade de Okinawa (Japdo). Anticorpos para
HTLV-1 foram encontrados em 670 das 17.207 mulheres analisadas, representando uma

taxa de 3,9% nessa populacéo.
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Kaplan et al. (1992) estudaram a transmissibilidade do HTLV-2 em 236
mulheres gravidas, envolvidas em estudo de transmissdo vertical do HIV-1. Mulheres
consideradas positivas para HIV-1 foram aconselhadas a ndo amamentar seus filhos. Dentre
as mulheres analisadas, 21 (8,9%) foram positivas para 0 HTLV-2. Amostras de sangue
periférico foram coletadas de 20 criancas, desde o nascimento até os 36 meses de idade. A
analise por meio da amplificacdo génica, ndo detectou infeccdo em nenhuma das criancas,
reforcando o fato de que a transmissdo perinatal estd associada, principalmente, ao
aleitamento materno.

A prevaléncia encontrada por Van Dicke et al. (1995) em Nova Orleans
(EUA) foi de 0,54%, sendo que 8 foram positivas para HTLV-1 e 30 para HTLV-2. Foram
avaliadas ainda nesse estudo 19 criancas para identificar a transmissdo vertical ou
horizontal. Nenhuma dessas criangas estava infectada pelo HTLV, no entanto, a avaliacao
de 16 individuos, irméos dessas criancas e menores de 10 anos de idade, mostrou a infec¢do
pelo HTLV-2 em dois deles, sendo que um foi alimentado com leite materno e o outro nao.

Armah et al. (2006) avaliaram a prevaléncia do HTLV em mulheres
gestantes na cidade de Accra, em Gana. Nesse estudo foram coletadas amostras de 960
mulheres. Foram detectados 24 casos positivos para o HTLV, representando uma
prevaléncia de 2,5%. Prevaléncia semelhante nesse pais foi encontrada em outro estudo
realizado com mulheres que recebiam assisténcia pré-natal. Foi observada uma prevaléncia
de 2,7% para o HTLV-1 entre 517 pacientes analisadas (Apea-Kubi et al., 2006).

Na Republica Democratica do Congo, a prevaléncia para o HTLV foi

avaliada em 1.166 gestantes, sendo encontrada uma taxa de 3,7% (Delaporte et al., 1995).
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Melo et al. (2000) estudaram a prevaléncia do virus em duas populagdes
distintas de Mogambique, compostas por mulheres gravidas e por mulheres com historico
de DST. A prevaléncia encontrada no primeiro grupo foi de 0,7% (1/132) e no segundo
grupo foi de 2,3% (4/171). Dentre as pacientes com DST foram detectados trés (1,7%)
casos de co-infeccdo HIV/HTLV.

A prevaléncia para o HTLV foi avaliada em 492 mulheres gravidas na
cidade de Burkina Faso, no Oeste da Africa, sendo observada uma taxa de 0,5% entre essas
mulheres (Collenberg et al., 2006).

A prevaléncia da infeccdo pelo HTLV na Martinica foi determinada em 467
mulheres gravidas. Nesse estudo foram detectados nove (1,93%) casos de positividade para
0 HTLV-1 (Mansuy et al., 1999).

Hong-Chuan et al. (2004) avaliaram a taxa de transmissdo vertical em uma
populacdo de 339 mulheres da Jamaica. A soropositividade para HTLV-1 foi encontrada
em 212 mulheres, mas apenas 101 forneceram amostras de sangue e de leite materno para
comparacdo de carga proviral. A média da carga proviral nas amostras analisadas foi de
1,3% (variacao de 0.009%-80.0%) para sangue periférico comparado a 0,24% (variacdo de
0.006%-19.1%) no leite. Coletas de sangue periférico também foram realizadas em 104
criancas, sendo que destas, 23 (22%) estavam infectadas. Dentre as criancas infectadas, o
provirus foi detectado no leite materno recebido por 22 (95,7%) das criangas amamentadas,
caracterizando a transmissdo perinatal do virus.

Taylor et al. (2005) realizaram um estudo na Europa (Bélgica, Franca,
Alemanha, Italia, Portugal, Espanha e Inglaterra) para avaliar a prevaléncia de HTLV-1/2

em 234.078 mulheres gravidas. A infecgdo por HTLV foi confirmada em 96 mulheres
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(4,1 por 10.000), sendo que 73 apresentavam infeccdo por HTLV-1, 17 por HTLV-2 e 6
ndo se pode determinar o tipo viral. A maioria dos casos de infeccdo por HTLV-2 foi
encontrada na Espanha.

Na Eslovénia, a prevaléncia para o HTLV foi avaliada em 10.369 mulheres
gravidas. Nesse estudo, apenas uma apresentou sororreatividade para o HTLV-1, com
prevaléncia de 0,01% (Poljak et al., 1998).

Tseliou et al. (2006) avaliou a prevaléncia do HTLV entre as mulheres da
Grécia. Dentre as 2.016 mulheres triadas quanto a presenca do HTLV, ndo foi detectado
nenhum caso de infec¢do para esse virus.

Machuca et al. (2000) conduziram um estudo em 20.366 mulheres gravidas,
em doze cidades diferentes na Espanha. A prevaléncia encontrada para o HTLV foi de
0,064%, sendo que onze mulheres foram positivas para 0 HTLV-2 e duas para 0 HTLV-1.

Em estudo realizado na cidade de Londres foi encontrada uma prevaléncia
de 0,37% para HTLV-1 e 0,01% para HTLV-2 em 8.656 mulheres gravidas (Donati et al.,
2000).

Vaérios estudos tém sido realizados para determinar a prevaléncia do HTLV
na Guiana Francesa, uma 4area considerada endémica para 0o HTLV-1.
Ureta-Vidal et al. (1999), avaliaram a taxa de transmissdo vertical, em 81 mulheres
soropositivas para HTLV-1 e 216 criangas com faixa etéria de 18 meses a 12 anos de idade,
filhos dessas maes portadoras. A soropositividade foi detectada em 21 criangas, com uma
taxa de transmissdo vertical ou pelo leite de 9,7%. Outro estudo realizado nesse mesmo
pais mostrou uma prevaléncia de 3,8% para anticorpos HTLV-1 em 3.834 mulheres

gravidas (Tortevoye et al., 2000). Posteriormente, Carles et al. (2004), encontraram uma
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prevaléncia de 4,4% e Tortevoye et al. (2005) de 3,44% também em mulheres gravidas
deste pais.

Aléarcon et al. (2006) avaliaram a prevaléncia do HTLV em 2.492 mulheres
gravidas no Peru. Nesse estudo foi encontrada uma alta prevaléncia para o HTLV-1 (1,7%),
porém ndo se detectando nenhum caso de HTLV-2. Outro estudo realizado na cidade de
Ayacucho, no Peru, mostrou uma prevaléncia de 0,5% para 0 HTLV-1 em 602 mulheres
gestantes (Juscamaita et al., 2004).

A frequéncia de infeccdo por HTLV-1 em mulheres gravidas € relativamente
alta na Bahia. Bittencourt et al. (2001) conduziram um estudo com 6.754 mulheres. Testes
soroldgicos e moleculares mostraram uma prevaléncia de 0,84% (57 mulheres) para o virus,
sendo que os dados epidemilégicos demonstraram que a maioria dessas mulheres (88,5%)
foi amamentada na infancia. Magalhdes (2006) estudou a prevaléncia do HTLV em 408
mulheres gestantes na cidade de Cruz das Almas, na Bahia. Foram detectados quatro
(0,98%) casos positivos para 0 HTLV-1, ndo se observando nenhum caso positivo para o
HTLV-2.

Evidéncia de transmissdo vertical também foi encontrada na tribo Kararad
do grupo Kayapd. Testes sorolégicos e moleculares foram realizados em 26 individuos,
sendo que trés (11,5%) deles mostraram ser positivos para 0 HTLV-2, o tipo mais
prevalente entre as populagdes nativas da Amazonia brasileira. Duas das amostras positivas
eram de uma méae e de seu filho, que apresentaram 99,9% de similaridade nas seqléncias

nucleotidicas (Ishak et al., 2001).
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Broutet et al., (1996) avaliaram a prevaléncia do HTLV entre gravidas do
Rio de Janeiro. Nesse estudo foram avaliadas 814 mulheres, das quais duas (0,24%) foram
encontradas ser positivas para o virus, sendo uma para HTLV-1 e outra HTLV-2.

Em Botucatu-SP, Olbrich Neto & Meira (2004) realizaram um estudo para
avaliar a prevaléncia de doencas sexualmente transmissiveis em 913 mulheres gravidas. A
prevaléncia encontrada para anti-HTLV-1/2 foi de 0,2%.

Oliveira & Avelino (2006) estudaram a prevaléncia desse virus em 15.484
mulheres gravidas na cidade de Goiania, Estado de Goias. Nesse estudo, foram encontrados
16 casos de resultados positivos para 0 HTLV-1, com uma prevaléncia de 0,1%, sendo que
ndo foi detectado nenhum caso de HTLV-2.

Figueiro-Filho et al. (2005, 2007) avaliaram a prevaléncia do HTLV entre as
gravidas do Estado de Mato Grosso do Sul. A prevaléncia encontrada em ambos os estudos
foi de 0,1%. A transmissdo mae-filho foi avaliada em oito criancas, sendo que todas foram
positivas para 0 HTLV.

Segundo Hisada et al. (2001) a infeccdo perinatal com HTLV-1 é
considerada um fator de risco para desenvolver a LLcTA, uma vez que individuos que
adquirem a infeccdo em uma fase posterior da vida desenvolvem em menor propor¢do a
LLCTA.

Considerando-se que a maioria dos individuos que desenvolvem LLCTA
foram infectados perinatalmente e que ainda existem poucos estudos sobre prevaléncia de
HTLV-1/2 em gestantes comparado a outros grupos de risco, em especial na regido Norte,
se faz relevante realizar esse estudo, uma vez que o Estado do Parad é considerado uma

regido endémica para o HTLV.
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1.11- OBJETIVOS

1.11.1- Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo

Virus linfotropico de células T humanas 1 e 2 (HTLV-1/2) em mulheres gravidas no

municipio de Belém, Para.

1.11.2- Objetivos Especificos

1-

2-

Descrever a prevaléncia da infeccao pelo HTLV em mulheres gravidas;
Determinar os tipos e subtipos moleculares do HTLV circulantes na
populacdo em estudo;

Identificar por meio da PCR, possiveis resultados soroldgicos falso-
negativos para anticorpos anti-HTLV;

Estabelecer o perfil epidemiolégico da infeccdo na amostra populacional em

estudo e identificar os possiveis fatores associados a transmissdo do HTLV.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1- POPULACAO INVESTIGADA

Para avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1/2 foi realizado um
estudo transversal com 1.027 mulheres gestantes residentes no municipio de Belém-PA. As
amostras analisadas foram provenientes da Unidade de Referéncia de Doengas Infecciosas
e Parasitarias Especiais (UREDIPE) e da Unidade de Referéncia Especializada Materno-
infantil e Adolescente (UREMIA), unidades estas em que mulheres gravidas sao
encaminhadas para realizar o teste de triagem para o HIV.

A coleta nas unidades basicas de saude foi realizada no periodo de outubro
de 2005 a janeiro de 2007. As pacientes investigadas foram informadas sobre o estudo
realizado e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexol),
concordando em participar da pesquisa. Quando ndo era possivel a assinatura pela paciente
a mesma era feita por um(a) responsavel. Apos a coleta da amostra as participantes foram
entrevistadas por meio de um questionario padronizado (Anexo 2) contendo informacdes

pessoais e possiveis fatores de risco para contrair o virus.

2.2- METODOS LABORATORIAIS

A obtencdo das amostras de sangue (5 mL) foi realizada por um sistema de
colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante. As amostras devidamente
identificadas foram enviadas ao Laboratério de Virologia da Universidade Federal do Parj,
onde foi realizado o processamento das mesmas. As amostras foram centrifugadas para
obtencdo do plasma e das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Aliquotas

de plasma e células foram identificadas com um codigo para cada participante e
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armazenadas a -20°C, para posterior realizacdo de testes sorologicos e de biologia

molecular.

2.2.1- Ensaio imunoenzimatico -ELISA

As amostras foram triadas para deteccdo dos anticorpos anti-HTLV-1/2.
Utilizou-se o ensaio imunoenzimatico (ELISA, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA),
procedendo-se a andlise conforme as instrucdes do fabricante. O teste utiliza uma
combinacdo de quatro antigenos recombinantes: um antigeno do envelope do HTLV-1, um
antigeno do envelope do HTLV-2 e dois antigenos do capsideo viral do HTLV-1 e do
HTLV-2. As amostras positivas para a sorologia, posteriormente foram testadas por
biologia molecular para confirmacéo da infeccdo e distincao dos tipos de HTLV.

Com o objetivo de determinar possiveis casos de falso-negativos, as
amostras com valores de densidade optica (D.O) na faixa de 10% abaixo do valor de
cut-off, seriam submetidas a pesquisa de DNA proviral por meio da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).

2.2.2-Extracdo de DNA

As amostras com sorologia positiva ou sugestiva para HTLV-1/2, de acordo
com o especificado no item 2.2.1, foram submetidas a extracdo de DNA, a partir de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), utilizando o kit da Puregene (Puregene

Gentra Systmes Inc., USA).
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2.2.3- Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Andlise de Polimorfismo por
Endonucleases de Restricdo (RFLP)

As amostras que apresentaram reacdo sorologica positiva foram
posteriormente submetidas a amplificacdo génica por PCR, realizado em duas etapas
(Nested PCR), a partir do DNA extraido das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). Essa técnica visou a amplificacdo de trés regides genémicas: pX, env e 5’LTR do
DNA proviral do HTLV-2 e pX e 5’LTR do HTLV-1. A amplificacdo desses segmentos
gendmicos foi realizada em termociclador da Perkin-Elmer (Perkin-Elmer, Cetrus Corp.,
USA). Apds a PCR, os produtos amplificados das regides pX (159 pb) e env (630 pb)
sofreram digestdo por endonuclease de restricdo (Quadro 1) e o segmento 5°LTR do
HTLV-1 (800 pb) e do HTLV-2 (788 pb) foram submetidos a analise de seqiienciamento

das bases nucleotidicas.

Quadro 1- Perfil do Polimorfismo por Endonucleases de Restricdo (RFLP) das regides

gendmicas amplificadas.

REGIAO TIPO/SUBTIPO FRAGMENTOS |ENDONUCLEASE
pX Taql
HTLV-2 53 pb, 85 pb e 21 pb
HTLV-2b 630 pb
env Xhol
HTLV-2a/2c 178 pb e 452 pb
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2.2.3.1- Amplificacdo do gene pX e analise por RFLP

A amplificacdo do gene pX (159 pb) foi realizada para investigar a presenca
de um sitio de restricdo (T/CGA) para a enzima Tagl, o qual esta presente somente no
HTLV-2, servindo para confirmar o resultado obtido por sorologia e diferenciar a infeccao
por HTLV-1 e por HTLV-2.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 50 puL
contendo 500ng de DNA extraido, 200uM de cada dNTP (desoxinucleotidios) (Amresco®,
USA), 20 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 2,0 mM, tampéo de PCR 1x (KCI 50mM, Tris-
HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de Tag DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen, Brasil).
O par de iniciadores empregados na primeira reacdo foi o TR101 (5’-TTCCC-
AGGATTTGGACAGAG-3’) e 0 TR102 (5’-GGGTAAGGACCTTGAGGGTC-3’). Apoés a
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, para cada reacdo de amplificacdo foram
realizados 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, hibridizacdo a 51,6°C por
30 segundos e sintese a 72°C por 1 minuto, que foram seguidos por uma extensao final de
10 minutos a 72°C. No segundo passo da amplificacdo (Nested PCR), 5 uL do produto
amplificado foram utilizados, considerando as mesmas condicdes de reacdo, empregando-
se 0s inicidadores TRI103L (5’-CGGATACCCAGTCTACGTGTT-3) e TR104
(5’-GAGCCGATAACGCGTCCATCG-3").

Para a analise de RFLP do produto amplificado da regido pX, uma mistura
de 20,0 uL do produto da PCR, 14,6 uL de H,0, 4,0 uL de tampéo E, 0,4 uL de BSA
(Promega, Madison WI, USA) e 0,5 uL da enzima de restricdo Tagl (10 U/uL, Promega,

Madison WI, USA) foi realizada e, posteriormente, incubada a 65°C por 5 horas, com o
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objetivo de verificar a presenca do sitio de restricdo (T/CGA), que gera dois fragmentos

(85 pb e 53 pb), presentes somente no HTLV-2 (Quadro 1).

2.2.3.2- Amplificacdo do gene env e RFLP

Para identificar e diferenciar os subtipos HTLV-2a, HTLV-2c e HTLV-2b,
foi realizada a amplificacdo de uma regido de 630pb do gene env. O volume total da reacao
foi de 50 uL, na qual foram empregados 500 ng de DNA extraido, 125 uM de cada dNTP
(Amresco®, USA), 20 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 3,0 mM, tampéo de PCR 1x (KCI
50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de Taq DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen,
Brasil). O par de iniciadores envolvidos nessa reacdo foram o E2 (5'-CTGCAGAAGCTA-
GCAGGTCTA-3") e 0 E5 (5'-AGCCAAGTGTCCCTTCG-ACTA-3"). No segundo passo
da amplificagdo (Nested PCR) foram utilizados 5 pL do produto da amplificacdo anterior e
um par de iniciadores internos a regido anteriormente amplificada composto de E1 (5'-
CTGCAACAACTCCATTATCCT-3") e E2 (5-CTGCAGAAGCTA-GCAGGTCTA-3),
nas mesmas condicdes descritas acima.

Em cada reacdo de amplificacdo, ap0s desnaturacdo inicial a 94°C por
5 minutos, foram realizados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C (desnaturacdo), 30 segundos a
53°C (hibridizacdo) e 40 segundos a 72°C (sintese). Os 35 ciclos foram seguidos por uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Posteriormente o produto dessa analise foi submetido
a digestdo enzimatica, realizada a partir de uma mistura de 5,0 uL do material amplificado,
7,3 uL de H,0O, 2,0 uL de tampéo D, 0,2 uL de BSA (Promega, Madison WI, USA) e

0,5 uL da enzima de restricdo Xhol (10 U/uL, Promega, Madison, WI, USA), com posterior
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incubacdo a 37°C por 12 horas. Com a digestdo enzimatica é possivel diferenciar os
subtipos, uma vez que o produto amplificado do HTLV-2b ndo apresenta o sitio de
clivagem (C/TCGAG), observando-se um unico fragmento de 630 pb, enguanto que, o
HTLV-2a e 0 HTLV-2c possuem o sitio de restricdo que gera dois fragmentos, um de

452 pb e outro de 178 pb (Quadro 1).

2.2.3.3- Amplificagdo da regido 5’LTR do HTLV-1

O produto da amplifica¢do da regido 5’LTR (800 pb) foi utilizado na analise
de sequenciamento de nucleotideos e posterior reconstrucdo da arvore filogenética.

Para a amplificagdo da regido 5’LTR as reagdes foram realizadas em um
volume final de 50 pL, contendo 500 ng de DNA extraido, 125 uM de cada dNTP
(Amresco®, USA), 20 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 3,0 mM, tampdo de PCR 1x
(KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de Tag DNA polimerase (5 U/uL,
Invitrogen, Brasil). Na primeira reacdo de amplificacdo o par de iniciadores utilizados foi o
LTR-1.01 (5’-TGACAATGACCATGAGCCCCAA-3’) e 0 LTR-1.02 (5’-CGCGGAA-
TAGGGCTAGCGCT-3"). No segundo passo da amplificacdo (Nested PCR) foram
utilizados 5,0 uL do produto da amplificagio e o par de iniciadores LTR-1.03
(5’-GGCTTAGAGCCTCCCAGTGA-3’) e LTR-1.04 (5-GCCTAGGGAATAAAG-
GGGCG-3), internos a regido anteriormente amplificada, utilizando as mesmas condigdes
de reacéo.

Em cada reacdo de amplificacdo, apos a desnaturacdo inicial a 94°C por

5 minutos, foram efetuados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C (desnaturacéo), 30 segundos a
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57°C (hibridizacdo) e 1 minuto a 72°C (sintese). Os 35 ciclos foram seguidos por uma

extensao final de 10 minutos a 72°C.

2.2.3.4- Amplificacgdo daregido 5’LTR do HTLV-2

O produto da amplifica¢do da regido 5’LTR (788 pb) foi utilizado na anélise
de sequenciamento de nucleotideos e posterior reconstrucdo da arvore filogenética.

A amplificacdo da regido 5’LTR foi realizada em um volume final de 50 uL,
contendo 500 ng de DNA extraido, 125 uM de cada dNTP (Amresco®, USA), 20 pmol/uL
de cada iniciador, MgCl, 3,0 mM, tampdo de PCR 1x (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,3
10 mM) e 0,5 U de Tag DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen, Brasil) em cada reagdo. O
par de iniciadores usados na primeira reacdo de amplificacdo foi o F-1ILTR (5’-TCGCG-
ATGACAATGGCGACTAGCCTC-3’) e o Long Gag (5-GGGGGCTTTGGGTATTG-
GAGTTGGG-3"). No segundo passo da amplificacdo (Nested PCR) foram utilizados
50 uL do produto da amplificagdio ¢ o par de iniciadores Mol6 (5’-GCCTC-
CCAAGCCAGCCAC-3’) e MSW-Gag (5’-GGGAAAGCCCGTGGATTTGCC-CCAT-3"),
utilizando as mesmas condicdes de reacgao.

Em cada reacdo de amplificacdo, ap6s a desnaturacdo inicial a 94°C por
5 minutos, foram efetuados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C (desnaturacédo), 30 segundos a
57°C (hibridizagdo) e 1 minuto a 72°C (sintese). Os 35 ciclos foram seguidos por uma

extensdo final de 10 minutos a 72°C.
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2.2.4- Eletroforese

Os produtos das amplificacbes e das digestes enziméticas foram
visualizados apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 1,5, 2, 3%,
conforme o tamanho dos fragmentos amplificados, em tampdo TAE 1x (TAE 50x estoque —
TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL &gua deionizada),
contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizacdo de transiluminador

com fonte de luz ultra-violeta.

2.2.5- Purificacdo do produto da PCR

A reacdo de purificacdo dos produtos amplificados da regido 5°LTR a partir
da PCR teve como objetivo melhorar o processo de sequienciamento de bases
nucleotidicas. O processo de purificacdo seguiu o protocolo da QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen, Inc., USA).

2.2.6- Sequenciamento do &cido nucleotidico

Apos a purificacdo do produto da PCR das regides 5°LTR do HTLV-1 e do
HTLV-2, o DNA foi submetido ao sequienciamento automatico pelo método de terminacéo
de cadeia por didesoxirribonucleotideos marcados com substancia fluorescente
(Sanger et al.,1977), utilizando o kit da ABI PRISM™ 310/377 BigDye Terminator v3.1
Matrix Standards (Applied Biosystems). As fitas de DNA foram seqlienciadas em ambas as
direcdes, usando-se o equipamento de seqlienciamento automatico ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).
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A reacdo de sequienciamento foi realizada em um volume final de 10 puL,
contendo 10-30 ng de produto de PCR purificado, Terminator Ready Reaction Mix,

tampéo, iniciadores (5,0 pmol/uL) e H,O deionizada (Quadro 2).

Quadro 2- Composicéo da reacdo de seqlienciamento

REAGENTES VOLUME (pL)
Terminator Ready Reaction Mix 0,5
Tampéo 1,0
DNA 10-30 ng (produto da PCR purificado) 0,5
Iniciadores (5,0 pmol/uL) 1,0
H,O deionizada 7,0
Total 10,0

O Terminator Ready Reaction Mix é composto de A-Dye Terminator, G-Dye
Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP, Tris-HCI
pH9,0, MgCl,, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTaq DNA Polimerase, FS.

O sequenciamento das amostras foi realizado no termociclador GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin-Elmer, Cetrus Corp., USA), no qual foram efetuados 35 ciclos de
10 segundos a 94°C, 5 segundos a 58,5°C e 60°C (HTLV-2 e HTLV-1, respectivamente) e

4 minutos a 60°C. Ao final do processo, a mistura foi resfriada a 4°C.
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2.2.6.1- Precipitacdo do DNA Seqlienciado

Para a precipitacdo do DNA seqlienciado foram adicionados 40 uL de
isopropanol a 65% aos 10 uL da solucdo de reacdo de seqlienciamento. Posteriormente a
solucdo foi homogeneizada em agitador mecénico e deixada a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz durante 15 minutos. Em seguida, a solucéo foi centrifugada por 25 minutos a
14000 rpm. O sobrenadante foi entdo desprezado e adicionou-se ao precipitado 300 uL de
etanol a 60%. Foi realizada uma nova centrifugagdo a 14000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi novamente desprezado e o precipitado ficou secando a temperatura

ambiente por aproximadamente 20 minutos.

2.2.6.2- Eletroforese do DNA Sequenciado

O sistema de eletroforese utilizou o sequenciador ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). A corrida foi realizada seguindo o protocolo do fabricante
em um capilar de 61 cm preenchido com o polimero POP-6 (Performance Optimized
Polymer 6, Applied Biosystems, USA), nas seguintes condi¢fes: voltagem de corrida

12,2 kV, corrente 3-5 pA, temperatura 50°C, tempo de corrida 2 horas e 45 minutos.

2.3- ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.3.1- Edicdo e Alinhamento das Sequéncias 5°’LTR

Para a analise comparativa entre as seqiéncias nucleotidicas é necessario
gue as mesmas estejam perfeitamente alinhadas, considerando o pareamento de bases

homdlogas. A edicdo das sequéncias foi realizada utilizando o programa BioEdit
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versdo 5.0.9 (Hall, 1999) e o alinhamento por meio do programa Clustal X

(Thompson et al., 1997) operado em Windows.

2.3.2- Andlise Filogenética

As seqiiéncias nucleotidicas da regiao 5’LTR foram utilizadas para
estabelecer as relac6es filogenéticas entre os HTLV-1 e os HTLV-2 isolados neste estudo,
assim como, com outras sequéncias previamente descritas na literatura e que estdo
disponiveis no Genbank. Essas sequéncias foram avaliadas para efeito de comparacgéo e
discussdo, com o auxilio do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) para
reconstrucdo das relac6es filogenéticas.

O agrupamento de vizinhos é 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 calculos para o percentual de
divergéncias entre todos os pares de sequéncia, corrigindo estes valores para multiplas
substituices ao usar o modelo de Kimura 2-parametros e as distancias corrigidas sao
usadas para gerar as arvores filogenéticas. Para a realizacdo deste método também foi
utilizado o programa MEGA4 — Molecular Evolutionary Genetics Analysis versdo 4.0
(Tamura et al., 2007). A sustentacéo estatistica da arvore filogenética foi efetuada por meio

da anélise de bootstrap que gera 1.000 réplicas do banco de dados.
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2.4- ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no presente estudo foram analisados através de testes
estatisticos, utilizando o programa Bioestat versdo 4.0 (Ayres et al., 2005). Foram avaliadas
caracteristicas socio-demograficas e epidemioldgicas, para estabelecer os principais fatores
de risco associados a transmissdo pelo HTLV. Para avaliar a distribuicdo das variaveis
categoricas entre os grupos (HTLV positivo e HTLV negativo) foi aplicado (para cada
categoria) o teste binomial conforme recomendado por Ayres et al., 2005, sendo que o
poder estabelecido de decisdo a foi de 0,05, aceitando-se a hipotese de nulidade quando

a >0,05 e rejeitando-se a nulidade e aceitando-se a resposta alternativa quando o < 0,05.

3- RESULTADOS

3.1- SOROLOGIA

A analise soroldgica da presenca de anticorpos especificos para HTLV-1/2
mostrou a ocorréncia de sororreatividade em seis (0,58%) das 1.027 amostras testadas.
Com relacdo a pesquisa de possiveis resultados falso-negativos na analise por ELISA, ndo
foram constatados valores de densidade 6tica proximo ao valor do cut-off (D.O abaixo de
10% do valor do cut-off) em nenhuma das amostras que pudessem posteriormente ser

retificados por meio da biologia molecular.
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3.2- CARACTERIZACAO MOLECULAR
3.2.1- Regido pX

As amostras que foram positivas por ELISA foram submetidas a
amplificacdo da regido pX (159 pb) para confirmar a infec¢do pelo HTLV. As seis amostras
positivas tiveram esse segmento amplificado, confirmando o resultado obtido na sorologia,

e excluindo-se, portanto, casos de resultados falso-positivos (Figura 5).
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Figura 5- Fragmento amplificado de 159 pb da regido pX.

Apo6s a amplificacdo da regido pX, as amostras foram submetidas a anélise
de RFLP, utilizando-se a endonuclease Tagl, a qual permite a diferenciagcdo dos tipos virais
encontrados. Quatro das seis amostras testadas, ndo apresentaram o sitio de restricdo para
esta enzima, sendo classificadas como HTLV-1. As duas outras amostras apresentaram o
sitio de restricdo (T/CGA), gerando dois fragmentos, um de 53 pb e outro de 85 pb, sendo

classificadas, portanto, como HTLV-2 (Figura 6).
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85 pb
53 pb

Figura 6 - Produto da digestdo enzimética com Taql a partir do fragmento de 159 pb da
regiao pX.
3.2.2- Regido env

As duas amostras classificadas como HTLV-2 foram submetidas a
amplificacdo do gene env (630 pb), para posterior analise por RFLP, para diferenciacao dos
subtipos virais encontrados. Apenas uma delas pode ter o segmento correspondente ao gene

env, amplificado (Figura 7).

100 pb DNA ladder

Figura 7- Produto da amplificagdo do fragmento de 630 pb da regido env do HTLV-2.
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O produto amplificado do gene env foi posteriormente submetido a analise
de RFLP com a enzima Xhol. Essa amostra apresentou o sitio de restricao para esta enzima,

gerando dois fragmentos, um de 452 pb e outro de 178 pb, sendo classificada, portanto,

como HTLV-2a/2c (Figura 8).
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Figura 8- Produto da digestdo enzimatica com Xhol do fragmento de 630 pb da regido env
do HTLV-2.

3.2.3- Regido 5’LTR do HTLV-1
As amostras classificadas como HTLV-1, foram submetidas a amplificacdo
da regido 5’LTR (800 pb) para posterior seqienciamento e analise filogenética. Apenas

duas das quatro amostras classificadas como HTLV-1 puderam ter esse segmento

amplificado e sequienciado (Figura 9).
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100 pb DNA ladder

Figura 9 — Fragmento amplificado de 800 pb da regido 5’LTR do HTLV-1.

3.2.4- Regiao 5’LTR do HTLV-2

As duas amostras classificadas como HTLV-2, foram submetidas a
amplificacdo da regido 5’LTR (788 pb) para posterior seqlienciamento e subseqliente
analise filogenética. Apenas uma delas teve esse segmento amplificado e sequenciado

(Figura 10).

100 pb DNA ladder

Figura 10 — Fragmento amplificado de 788 pb da regidao 5’LTR do HTLV-2.
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3.2.5- Analise das Seqiiéncias de Bases Nucleotidicas da regido 5°’LTR do HTLV

Por meio da reacdo de sequienciamento de bases nucleotidicas, pode-se
reconstruir um segmento equivalente a 730 pb da regido 5’LTR do HTLV-1 e outro
segmento de 780 pb da regido 5’LTR do HTLV-2. As regides seqlienciadas correspondentes
a regido 5’LTR do HTLV-1 foram comparadas entre si, com a cepa prototipo do HTLV-1,
HTLV-1a71k (Seike et al., 1983) e com outras seqliéncias disponiveis no GenBank. O
mesmo foi realizado com a amostra HTLV-2, cuja seqliéncia foi comparada com as cepas
prototipo do HTLV-2a (HTLV-2uor Shimotohno et al., 1985) e HTLV-2b (HTLV-2xra,
Lee et al., 1993) e com outras seqiiéncias disponiveis no GenBank.

A analise comparativa entre seqiiéncias nucleotidicas da regido 5°LTR do
HTLV-1 isoladas no presente estudo (BELG148 e BELG259), identificou uma similaridade
média de 99,4% e a comparacdo das amostras isoladas, com o prototipo HTLV-1atk
mostrou uma similaridade média de 97,8%. Com relacdo ao isolado HTLV-2 (BELG712), a
compara¢do com as cepas prototipo HTLV-2a e HTLV-2b mostrou um percentual de

similaridade de 80,6% e 78%, respectivamente.



63

3.2.6- Anadlise Filogenética

A arvore filogenética obtida a partir da comparacdo das sequéncias
nucleotidicas da regido 5’LTR das amostras de HTLV-1 isoladas no presente estudo
com outros 50 isolados disponiveis no Genbank, mostra claramente que as amostras
BELG148 e BELG259 se agruparam no clado composto pelos isolados do subtipo
Cosmoplita, subgrupo Transcontinental, com valor de boostrap de 56% (Figura 11).

A andlise filogenética da seqiiéncia nucleotidica da regido 5’LTR da amostra
positiva para 0 HTLV-2 (BELG712) com outros 57 isolados descritos no Genbank,
mostrou que o isolado do presente estudo se agrupou com as outras cepas descritas
como HTLV-2c, associacdo esta sustentada por um valor de boostrap de 57%

(Figura 12).
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Figura 11- Arvore filogenética enraizada, mostrando as relacdes filogenéticas entre as cepas do
HTLV-1 descritas no presente estudo (amostras em vermelho; BELG148 e BELG259) com
aquelas disponiveis no GenBank. A arvore foi construida usando o modelo de agrupamento de
vizinhos (Neighbor-Joining) apos o alinhamento de 370 nucleotideos da regido 5’LTR. O teste
de sustentacdo estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 1.000 replicas.
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Figura 12- Arvore filogenética ndo enraizada, mostrando as relaces filogenéticas entre as cepas
do HTLV-2 descritas no presente estudo (amostra em vermelho; BELG712) com aquelas
disponiveis no GenBank. A arvore foi construida usando o modelo de agrupamento de vizinhos
(Neighbor-Joining) apds o alinhamento de 530 nucleotideos da regidao 5’LTR. O teste de
sustentacdo estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 1.000 réplicas.
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3.2.7- Aspectos Epidemioldgicos da Populacéo Estudada

A analise estatistica dos dados obtidos no presente estudo foi realizada com
0 programa Bioestat versdo 4.0 (Ayres et al., 2005). Embora a soroprevaléncia tenha sido
determinada em 1.027 mulheres, foi possivel somente a analise de 923 inquéritos
epidemioldgicos.

A média de idade das pacientes envolvidas no estudo foi de 22,6+ 6,1 e as
mesmas foram agrupadas conforme suas faixas etarias em cinco estratos (Tabela 1).

Foram avaliadas nesse estudo informacBes sociodemograficas e
epidemioldgicas, utilizando o teste binomial, com nivel de significancia de 0,05 para

verificar os possiveis fatores de associacao a transmissdao do HTLV (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1- Distribuicdo das pacientes conforme faixa etaria

Classes Fi Freg.relativa (%)
12 || 18 286 30,99
19— 25 370 40,09
26 |—| 32 201 21,78
33— 39 55 5,96
40 |—| 46 11 1,19

Total 923 100,00
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Entre as gravidas infectadas pelo HTLV quatro eram primigestas e duas
estavam na sua terceira gestacao.

Para verificar se a variavel idade estava ou ndo associada a transmisséo do
HTLV, as mulheres foram divididas em dois grupos, que incluiu menores ou iguais e
maiores de 18 anos de idade.

Comparando mulheres soropositivas e soronegativas para o0 HTLV, a anélise
estatistica demonstrou que a variavel idade ndo esta associada ao aumento da infeccdo pelo
HTLV (Tabela 2), apesar de ter sido verificada uma prevaléncia maior desse virus em
mulheres maiores de 18 anos de idade, observando-se nesse grupo quatro casos de
resultado positivo para o HTLV.

Com relacdo ao estado civil ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre casadas e solteiras, assim como também ndo foi observada diferenca
significativa entre as mulheres com menor e maior nivel de instrucdo (Tabela 2). Dentre as
pacientes analisadas, quatro (0,43%) eram analfabetas, seis (0,65%) eram alfabetizadas,
425 (46,05%) tinham o 1° grau, 457 (49,51%) tinham o 2° grau, 23 (2,49%) tinham o nivel
superior e oito (0,87%) néo se obteve a informacao.

A anélise quanto a renda familiar na positividade para o HTLV, também nao
mostrou diferenca entre as mulheres com maior ou menor nivel sdécio-econdmico

(Tabela 2).
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Tabela 2- Analise das caracteristicas socio-demograficas e a associacdo desses fatores com
a transmissdo do HTLV.

Variavel N (%) HTLV-negativo HTLV-positivo p
Idade
<18 286 (30,99) 284 2 0,9007
>18 637 (69,01) 633 4 0,9007
Escolaridade
Fundamental 435 (47,54) 433 2 0,4844
Médio 457 (49,95) 453 4 0,4111
Superior 23 (2,51) 23 0 0,6931
Estado civil
Casadas/amigadas 319 (34,75) 317 2 0,9417
Solteiras* 599 (65,25) 595 4 0,9417
Renda Familiar
<1 77 (8,88) 76 1 0,5011
1-3 678 (78,20) 674 4 0,4923
4-7 105 (12,11) 104 1 0,7314
8-10 5 (0,58) 5 0 0,8515
>10 2 (0,23) 2 0 0,9059

Solteiras* Neste grupo foram incluidas mulheres desquitadas e divorciadas.

No que diz respeito ao uso de drogas ndo endovenosas, 536 (58,07%)
informaram usar algum tipo de droga, sendo que as mais citadas foram alcool e cigarro,
seguida de maconha e cocaina. Dentre as varidveis conhecidas como fatores potencialmente
associados a transmissdo pelo HTLV, ndo foi relatado uso de drogas endovenosas em
nenhuma das pacientes.

A hemotransfusdo foi observada em 28 (3,03%) das mulheres analisadas,
porém, entre as pacientes portadoras do HTLV este fator ndo foi relatado, assim como o
historico de DST e a relacdo sexual com parceiros promiscuos ou usuérios de drogas

endovenosas. Entretanto, ndo se pode descartar a relevancia desses fatores na transmissao
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do HTLV, uma vez que dentre as pacientes soronegativas, trés estavam infectadas pelo
HIV-1 e o restante relatou outras DST como: HPV, gonorréia, herpes genital e sifilis,
totalizando 78 (8,45%) mulheres com historico de DST das 923 avaliadas por inquérito
epidemioldgico.

Dentre as portadoras do HTLV apenas uma tinha tatuagem, sendo que este
fator ndo foi significante na contribuicdo da prevaléncia do HTLV na amostra analisada.

Com relacdo a pratica do sexo anal, este fator ndo foi estatisticamente
significante quando comparado entre as mulheres positivas e as negativas para o0 HTLV.
O mesmo foi observado quanto ao uso do preservativo, ainda que 89,5% das mulheres
afirmassem ndo usar o preservativo ou ndo usa-lo com regularidade quando mantinham
relacdo sexual com seus parceiros.

Dentre as variaveis analisadas, a Unica que assumiu valor estatisticamente
significativo e, portanto, sendo considerada como fator associado a transmissdo do HTLV
foi a relacdo sexual com trabalhador comercial do sexo. Das oito pacientes que mantiveram

esse tipo de relacdo, uma foi considerada positiva para o HTLV (Tabela 3).
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Tabela 3- Analise das varidveis epidemioldgicas como fatores de associacdo a transmissao
do HTLV.

Variavel N (%) HTLV-negativo HTLV-positivo p
Tatuagem
Sim 166 (17,98) 165 1 0,9328
Né&o 757 (82,02) 752 5 0,9328
Sexo anal*
Sim 340 (36,84) 338 2 0,6975
Né&o 487 (52,76) 483 4 0,6975
Sexo com T.C.S®
Sim 8 (0,87) 7 1 <0,0001
Né&o 915 (99,13) 910 5 <0,0001
Uso do preservativo
Sim 97 (10,5) 97 0 0,3049
Né&o 826 (89,5) 820 6 0,3997
N° de parceiros
Até 1 886 (96,0) 880 6 0,6155
Mais de 1 37 (4,0) 37 0 0,6155

Sexo anal*- ndo foram consideradas as repostas ndo quer comentar e ndo se aplica
(96; 10,4%).
T.C.S® - Trabalhador comercial do sexo.
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4- DISCUSSAO
4.1- SOROEPIDEMIOLOGIA DO HTLV

A soroprevaléncia do HTLV-1/2 varia conforme a regido geogréafica e as
subpopulacdes analisadas. Varios estudos foram propostos para estimar a prevaléncia em
doadores de sangue, usuarios de drogas injetaveis, trabalhadores comerciais do sexo,
pacientes com desordens neurolégicas e gravidas (Gessain, 2004; Vrielink & Reesink,
2004).

Embora vérios estudos sobre a soroprevaléncia do HTLV nessas
subpopulagdes tenham sido realizados, ainda, existem poucos estudos envolvendo
mulheres gravidas em nivel de Brasil e principalmente da Regido Norte. Assim sendo, esse
estudo objetivou determinar a soroprevaléncia e o subtipo de HTLV presente em gravidas
residentes no municipio de Belém, Pard, Brasil.

No presente trabalho, a soroprevaléncia observada foi de 0,58%. Taxas
semelhantes foram encontradas em outros estudos envolvendo mulheres gravidas. Em dois
estudos realizados na Bahia, a prevaléncia encontrada foi de 0,84% e 0,98%,
respectivamente (Bittencourt et al., 2001; Magalhées, 2006). Uma prevaléncia de 0,5% foi
verificada no Peru (Juscamaita et al., 2004), embora essa prevaléncia tenha sido
considerada baixa em relacdo a outros estudos realizados nesse pais. Em outro estudo
realizado na cidade de Londres, a prevaléncia encontrada para anticorpos anti-HTLV foi de
0,39% (Donati et al., 2000). Em Mocambique foi encontrada uma prevaléncia de 0,7%
entre as gestantes (Melo et al., 2000). Prevaléncia de 0,5% foi observada na cidade de

Burkina Faso, no oeste da Africa (Collenberg et al., 2006).
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A taxa de prevaléncia encontrada para 0 HTLV em nosso estudo, foi menor
quando comparada as encontradas em outros paises considerados endémicos para esse
virus, como Martinica (1,7%), Guiana Francesa (3,8%), Japdo (3,9%), Peru (1,7%) e Gana
(2,5%) (Mansuy et al., 1999; Tortevoye et al., 2000; Maehama, 2004; Alarcon et al., 2006;
Armah et al., 2006). No entanto, a taxa encontrada no trabalho foi maior quando
comparada as taxas de paises considerados ndo endémicos, como Eslovénia (0,01%),
Espanha (0,06%), e outros paises da Europa (0,007 a 0,11%) (Poljak et al., 1998; Machuca
et al., 2000; Taylor et al., 2005).

Prevaléncia menor em gestantes foi observada em outros estudos brasileiros,
como nos Estados de Goids e Mato Grosso do Sul, onde a prevaléncia encontrada foi de
0,1% (Figueir6-Filho et al., 2005, 2007; Oliveira & Avelino, 2006) e Ceard e Sdo Paulo,
gue mostraram taxa de aproximadamente 0,2% para 0 HTLV (Broutet et al., 1996; Olbrich
Neto & Meira, 2004).

Considerando outros estudos realizados na populacdo de Belém (PA), a
prevaléncia encontrada neste estudo foi menor do que aquelas obtidas por Vallinoto et al.
(1998) e Laurentino et al. (2005) que encontraram prevaléncias de 6 e 5,1%,
respectivamente. No entanto, vale ressaltar que ambos os estudos foram realizados em uma
populacdo de individuos portadores do HIV-1.

Nesse estudo, ndo foi encontrado na analise sorolégica nenhuma amostra
com valor de densidade dptica dentro do limite estabelecido (D.O abaixo de 10% do valor
do cut-off) que pudesse servir para a pesquisa de DNA proviral com o objetivo de detectar
um possivel caso de resultado falso-negativo, embora isso tenha sido demonstrado por

Ishak et al. (2006) em oito amostras do grupo indigena Arara do Laranjal (PA) que foram
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consideradas negativas na andlise por sorologia, mas que pela analise molecular foram
classificadas como HTLV-2.

O presente estudo serviu para corroborar o fato de que o Pard € um dos
Estados brasileiros de maior prevaléncia para o HTLV, assim como a Bahia. Isso talvez se
explique pela maior miscigenacédo dos povos desses dois estados brasileiros. Enquanto que
no Estado da Bahia observa-se prevaléncia maior para o HTLV-1 (Alcantara et al., 2003a),
no Pard, a prevaléncia € maior para 0 HTLV-2, merecendo destaque as populacdes
indigenas, nas quais se detectam as maiores taxas de infeccdo por esse virus

(Ishak et al., 2001).

4.2- EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A analise molecular das regides gendmicas (pX, env e 5°LTR) do HTLV,
possibilitou a diferenciacdo dos tipos 1 e 2, obtidos no presente estudo.

Nesse estudo ficou evidenciada a maior prevaléncia do HTLV-1 em relacédo
ao HTLV-2. Das seis amostras positivas, quatro eram de HTLV-1 (66,6%) e duas de
HTLV-2 (33,3%). Esses achados foram semelhantes a outros estudos realizados em
mulheres gravidas no Brasil (Bittencourt et al., 2001; Figueir6-Filho et al., 2005;
Magalhaes, 2006; Oliveira & Avelino, 2006) e em outras partes do mundo (Donati et al.,
2000; Melo et al., 2000; Tortevoye et al., 2000; 2005; Juscamaita et al., 2004; Armah et al.,
2006) e diferentes do encontados por Vandick et al. (1995) e Machuca et al. (2000), os
quais observaram uma maior propor¢do do HTLV-2 em relagdo ao HTLV-1. A provavel
explicacdo para esta diferenca de prevaléncia observada entre os dois virus, reside no fato

de que nesses dois ultimos estudos, os autores referiram que a maioria das mulheres
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positivas para o0 HTLV-2 fazia uso de drogas endovenosas, enquanto que isso nao foi
observado nos outros estudos envolvendo gestantes, mostrando que esse virus ainda
encontra-se mais freqliente em usuarios desse tipo de droga e em tribos indigenas,
ratificando o que ja foi descrito em estudos anteriores (Hall et al., 1994; 1996; Ishak et al.,
1995; Ferreira Jr. et al., 1997; Salemi et al., 1999).

O presente estudo contrasta com os resultados obtidos de estudos anteriores
realizados por Vallinoto et al. (1998) e Laurentino et al. (2005) na area urbana de Belém
em pacientes co-infectados como o HIV-1, nos quais foi observada uma prevaléncia maior
do HTLV-2 em relacdo ao HTLV-1, e confirmam os resultados obtidos por Vallinoto et al.
(1998) em doadores de sangue, 0 que mostra a circulacdo de ambos 0s virus na area urbana
de Belém.

Né&o foi possivel a amplicacdo do gene env ¢ 5’LTR de uma amostra positiva
para 0 HTLV-2, assim como a amplica¢do de duas seqiiéncias 5’LTR para o HTLV-1.
Foram realizadas novas extracfes do DNA dessas amostras, sem sucesso na amplificacao.
Duas pacientes foram convidadas a fazer uma nova coleta de sangue, sendo DNA extraido
novamente pelo método fenol-cloroférmio e com o kit da NeoScience (NeoScience®,
Biometrix Diagndstica, Brasil). Posteriormente realizou-se a analise qualitativa em gel de
agarose a 0,8% e quantitativa a partir da absorbancia optica das amostras com filtro de
260 nm. Ambas as analises mostraram que o DNA estava bom pra uso, com banda nitida
no gel e acima de 500ng de DNA, quantidade inicialmente proposta para amplificacdo das
regides gendmicas do HTLV. A amplificacdo utilizando Platinum® PCR Supermix da
Invitrogen também foi realizada, porém sem sucesso. Diante do que foi exposto, podemos

inferir como causas provaveis da ndo amplificacdo, a presenca de mutagcdes em sitios
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especificos dos iniciadores, o que resultou na auséncia de amplificacdo do DNA proviral,
ou ainda, a existéncia de uma baixa carga proviral (< 10 copias/0,7 pg DNA), o que pode

levar a uma dificuldade na amplificacdo génica (Cimarelli et al., 1995).

4.2.1- Caracterizacdo Molecular e Filogenia do HTLV-1

A anélise filogenética das sequéncias das amostras positivas para HTLV-1
(BELG148 e BELG259) demonstrou que as mesmas pertenciam ao subtipo Cosmopolita,
subgrupo Transcontinental. Esse subtipo tem ampla distribuicdo mundial, sendo endémico
em algumas partes do mundo (Ureta-Vidal et al., 1994).

Outros estudos realizados demonstraram a ocorréncia desse subtipo.
O subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental foi encontrado em nativos da Ilha de
Pascoa, na Polinésia (Ohkura et al., 1999), em nativos da Guiana Francesa (Talarmin et al.,
1999).

Diop et al. (2006) isolou e identificou o sugrupo Transcontinental em
doadores de sangue na cidade de Dakar, Senegal.

Foi também possivel identificar esse subtipo em amostras do Chile e da
Colémbia (Miura et al., 1997). Em outro estudo realizado em Tumaco, Coldmbia, Balcazar
et al. (2003), por meio do seqlienciamento da regido env, identificou este subgrupo em sete
individuos com PET/MAH. Na Argentina a andlise filogenética da regido LTR de 35
isolados, demonstrou a ocorréncia do mesmo grupo em 32 amostras (Eirin et al., 2006).
Anteriormente, j& havia sido demonstrada a presenca desse subgrupo na transmissao

intrafamilial de uma doadora de sangue neste pais (Gastaldello et al., 2005).
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Estudos realizados no Brasil demosntraram também maior prevaléncia para
essa cepa.

Esse subtipo também foi evidenciado por Magalhédes (2006) em estudo na
cidade de Cruz das Almas (BA) em quatro amostras positivas para 0 HTLV-1. Maior
ocorréncia para o subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental, também foi encontrada
em 82 isolados de HTLV-1 da populacao geral, bem como de mulheres gravidas, usuarios
de drogas e pacientes com doengas neuroldgicas em Salvador (BA). Apenas uma amostra
nesse estudo foi classificada como sendo subtipo Cosmopolita, subgrupo Japonés, sendo
essa amostra de uma mulher gravida (Alcantara Jr. et al., 2003a).

Segurado et al. (2002) estudaram uma coorte de pacientes assintomaticos e
pacientes com PET/HAM no estado de Sdo Paulo. A maioria das amostras de pacientes
assintomaticos (73,8%) e pacientes que desenvolveram PET/MAH (89,3%) pertencia ao
subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental, sendo também encontrados nesse estudo
os subgrupos Japonés e Africa Ocidental, ambos com freqiéncia de 7,1% entre os
portadores assintomaticos e sintomaticos.

Renner (2005) estudou a transmissao intrafamilial do HTLV em individuos
soropositivos para esse virus no Rio Grande do Sul. Nesse estudo foi possivel isolar oito
sequéncias, sendo que todas elas foram classificadas como Cosmoplita, Transcontinental.

Estudos realizados no Estado do Para, também evidenciaram a maior
prevaléncia desse subgrupo. Em pesquisa conduzida por Vallinoto et al. (2004) em
imigrantes japoneses vivendo no municipio de Tomé-Acu, a positividade para 0 HTLV-1

foi constada em trés individuos. A analise filogenética mostrou que um dos isolados
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pertencia ao subtipo Cosmoplita, subgrupo Transcontinental e os outros dois eram do
subgrupo Japonés.

Laurentino et al. (2005) estudando 169 individuos infectados pelo HIV-1 em
Belém (PA) identificaram dois individuos co-infectados HIV/HTLV-1. Posteriormente, a
analise das sequiéncias da regido LTR, mostrou que ambos estavam infectados pelo subtipo
Cosmopolita, subgrupo Transcontinental.

A ocorréncia desse subgrupo também foi demonstrada Vallinoto et al.
(2006) em dois habitantes de comunidades remanescentes de quilombos localizados na Ilha
de Marajo.

Outro estudo realizado na cidade de Belem, envolvendo cinco pacientes com
PET/MAH evidenciou também a ocorréncia desse subgrupo nos cinco isolados de HTLV-1
(Souza et al., 2006).

Os resultados do presente estudo aliado aos ja realizados em outras
populacdes brasileiras, como citados acima, mostram claramente o subtipo Cosmopolita,
subgrupo Transcontinental como sendo a cepa prevalente na populacao brasileira. Ademais,
considerando a sua origem africana, é possivel inferir a sua entrada no Brasil por meio do

trafico humano ocorrido durante os séculos XVII e XVII1.
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4.2.2- Caracterizacdo Molecular e Filogenia do HTLV-2

Como reportado anteriormente, o HTLV-2 € comum entre 0S povOS
indigenas americanos, nas tribos de pigmeus africanos e entre os usuarios de drogas
endovenosas (Hall et al., 1994; 1996; Ishak et al., 1995, Salemi et al., 1999).

No Brasil, 0 HTLV-2 tem sido detectado entre doadores de sangue, USUarios
de drogas endovenosas de areas urbanas e amerindios da regido Amazonica (Ishak et al.,
1998; 2001).

No presente estudo, a amostra positiva para 0 HTLV-2 (BELG712) foi
classificada como pertencente ao subtipo HTLV-2c por meio da analise filogenética da
regido 5’LTR.

A primeira deteccdo desse subtipo foi feita por Ishak et al. (1995) entre
indios Kayap0, sendo depois confirmada por Eiraku et al. (1996) entre usuarios de drogas
endovenosas, que incluiu amostras de Recife, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, constituindo a
primeira evidéncia da circulacdo desse virus em areas urbanas do Brasil. Posteriormente, a
presenca desse subtipo foi demonstrada no Estado do Para em doadores de sangue e
pacientes infectados pelo HIV na cidade de Belém e em trés comunidades indigenas do
Estado (Gorotire, Kayap6 e Tiriyd) (Vallinoto et al., 2002).

Covas & Kashima (2003) realizaram a analise de dois isolados provenientes
de um indio Kayap6 (K96) e de um individuo de uma area urbana do sul do Brasil (RP329).
A comparacdo entre esses isolados demonstrou uma similaridade de 99,4%. Os dois
isolados de acordo com a analise filogenética da regido env e LTR foram classificados como

HTLV-2 subtipo 2a. No entanto, a analise da sequéncia Tax, mostrou que esse isolados
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pertenciam ao subtipo HTLV-2c. Esse subtipo foi encontrado também em outro estudo
realizado em doadores de sangue de Porto Alegre (RS) (Renner et al., 2006).

Catalan-Soares et al. (2005) demonstraram a transmisséo intrafamilial do
HTLV-2c por meio da analise das regides env e LTR em trés geracOes de uma familia na
cidade de Belo Horizonte (MG). Nesse estudo o marido, a esposa e a filha estavam
infectados por esse subtipo demonstrando transmissao horizontal e vertical do virus.

O subtipo HTLV-2c também foi evidenciado por Laurentino et al. (2005)
em quatro individuos infectados pelo HIV-1 em Belém (PA) e descrito por Alcantara et al.
(2003b) entre usuarios de drogas endovenosas em Salvador (BA).

A ocorréncia do HTLV-2c na populacdo brasileira, em especial na regido
Amazonica reforcou a hipotese de que trata-se de um subtipo molecular Gnico cuja a
origem pode ter se dado a milhares de anos atras durante o povoamento da Amazonia pelos
ancestrais dos amerindios e que se disseminou através da populacdo Neo-brasileira por

meio do processo de miscigenacao ocorrido durante quatro séculos (Vallinoto et al., 2002).

4.3- ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E SOCIO-DEMOGRAFICOS

A infeccdo pelo HTLV apresenta algumas peculiaridades, tais como:
prevaléncia diferenciada em um mesmo pais de acordo com a area geografica, € mais
comum no sexo feminino e h& incremento da soroprevaléncia com o avangar da idade,
especialmente nas mulheres (Guimarées et al., 2001).

Nesse estudo, podemos observar uma prevaléncia maior do HTLV nas
mulheres acima de 18 anos de idade, no entanto, essa associagdo ndo foi estatisticamente

significante. Nossos achados foram semelhantes aos resultados encontrados por
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Bittencourt et al., (2001), Figueiro-Filho et al., (2005; 2007) e Magalhédes (2006), em que
foi observado um aumento progressivo da prevaléncia do HTLV com a idade, ndo havendo,
porém associacdo significativa entre faixa etaria e infeccdo pelo HTLV. No entanto, esta
associacdo ja foi demonstrada em outros estudos realizados com gestantes em que 0S
autores referiram o aumento da positividade do HTLV, em especial do HTLV-1 com o
avancar da idade em areas consideradas endémicas (Tortevoye et al., 2000; 2005; Carles et
al., 2004; Alarcon et al., 2006; Armah et al., 2006; Oliveira & Avelino, 2006).

A média de idade das mulheres analisadas foi de 22,6 anos, um pouco menor
gue as médias encontradas nos estudos realizados na Bahia e no Mato Grosso do Sul onde
as médias encontradas foram de 26,2 e 25,4 anos de idade respectivamente, indicando que a
vida sexual esta iniciando cada vez mais cedo. O inicio precoce da atividade sexual pode
contribuir para a disseminacdo do HTLV, facilitada possivelmente pelo maior nimero de
parceiros sexuais durante a vida (Sanches-Palacios et al., 2003; Alarcon et al., 2006;
Moxoto et al., 2007).

O fato de ndo termos encontrado associagdo significativa com o fator idade,
talvez possa ser atribuido ao pequeno nimero de amostras positivas, além da maioria dos
casos terem sido encontrados em mulheres adultas jovens e em idade fértil. A associacédo
deste fator com infeccdo pelo HTLV, provavelmente reflete o acimulo da exposicdo ao
virus através do tempo (Tortevoye et al., 2000).

Com relacdo ao estado civil, também ndo se observou diferenca na
infectividade pelo HTLV entre casadas e solteiras. Este fato foi surpreendente, uma vez que
a troca de parceiros sexuais € mais provavel entre as mulheres solteiras do que entre as

casadas, havendo, entdo maior probabilidade de disseminacdo do virus (Oliveira &



81

Avelino, 2006). Apesar das mulheres desquitadas e divorciadas terem sido incluidas no
grupo das solteiras, ndo houve positividade para 0 HTLV entre essas mulheres.

Alguns estudos sobre prevaléncia para o HTLV sugerem que a positividade
para esse virus estd relacionada com fatores sécio-econdémicos e culturais, sendo mais
prevalente nas classes menos favorecidas e com menor grau de instru¢do (Dourado et al.,
2003; Catalan-Soares, et al., 2003; Sanchez-Palacios et al., 2003; Mota et al., 2006;
Oliveira & Avelino, 2006).

Em nosso estudo essas variaveis ndo foram associadas a infeccdo pelo
HTLV, corroborando os estudos de Magalhdes (2006) e Moxoto et al. (2007) e discordando
dos estudos de Bittencourt et al. (2001); Sanchez-Palacios et al. (2003); Oliveira & Avelino
(2006), em que foi encontrada uma forte associacdo do grau de instrucdo e renda familiar
com a infeccao por esse virus.

A falta da associacdo, descrita no presente estudo, entre essas variaveis e a
infeccdo pelo HTLV, poderia ser atribuido ao fato de que tanto as pacientes positivas
guanto as negativas provinham de servi¢os publicos de saude com rendas familiares
semelhantes e, portanto, com um menor nivel sécio-econémico.

Com relacdo as variaveis epidemioldgicas, nenhuma das pacientes informou
fazer uso de drogas endovenosas, no entanto algumas referiram fazer uso de outras drogas
ndo endovenosas consideradas ilicitas, como maconha e cocaina. Segundo Olbrich-Neto &
Meira (2004), o uso de drogas ndo endovenosas, poderia constituir um fator de risco, pois o
convivio com outros usuarios de drogas poderia significar a oportunidade para iniciar o uso
endovenoso. Além do mais sabe-se que este fator contribui para aumentar a prevaléncia

ndo somente do HTLV, mas também de outras DST (Dourado et al., 1999).
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Esta associacdo foi demonstrada por Van Dicke et al. (1995) entre as
gestantes de Nova Orleans (EUA). Dentre as mulheres que foram consideradas positivas
para 0 HTLV-2, o uso de drogas endovenosas e o contato sexual com parceiros usuarios de
drogas, apareceram como principais fatores associados a transmissdo do HTLV. Foi
possivel também identificar nesse estudo, um caso de co-infeccdo com HIV entre essas
mulheres soropositivas, além de ter sido detectado um caso de transmissdo vertical para o
HTLV-2 na auséncia de amamentacéo.

Machuca et al., (2006) também demonstrou essa associacdo com o HTLV
entre mulheres gravidas na Espanha. Das onze pacientes positivas para o0 HTLV-2, dez
afirmaram ter feito uso de drogas endovenosas e uma afirmou ter mantido relacdo sexual
com usuario de droga endovenosa.

No presente estudo ndo foi observado historico de hemotransfusdo entre as
pacientes positivas. No entanto, esse fator assumiu significancia em alguns estudos.

Moxoto et al. (2007), por exemplo, demonstrou a importancia da
hemotransfusdo em estudo realizado com mulheres infectadas pelo HTLV-1 em Salvador,
Bahia. Nesse estudo, as mulheres HTLV-1 soropositivas receberam mais hemotransfusao
que as soronegativas, sendo que 81,2% (13/16) das transfusdes entre as soropositivas,
ocorreram antes de 1993, quando a triagem para o0 HTLV em bancos de sangue nédo era
obrigatéria. Em outro estudo realizado nesse mesmo estado, ja havia sido anteriormente
demonstrado associacgdo da infec¢do pelo HTLV com a hemotransfusdo (Bittencourt et al.,
2001).

Em estudo realizado por Sanchez-Palacios et al. (2003) entre mulheres

peruanas, também foi confirmada a relevancia desse fator na transmissdo do HTLV, sendo
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que a positividade para o HTLV-1 foi detectada em 13,6% (8/59) das mulheres que
apresentavam essa historia. Semelhantemente, Aléarcon et al. (2006) demonstrou essa
associacdo entre mulheres gravidas no Peru, sendo que as mulheres que informaram
historico de tranfusdo eram quatro vezes mais provaveis (OR=3,8; IC 90%, 1,7-7,6) de
serem soropositivas do que as mulheres que afirmaram ndo terem feito transfuséo
sanguinea.

A transmissdo sexual tem sido referida como uma importante via de
transmisséo para 0 HTLV, principalmente em populagdes consideradas de alto risco, como
trabalhadores comerciais do sexo (Delaporte et al., 1995).

Evidéncia de transmissdo sexual foi encontrada entre as gravidas de
Botucatu (SP), onde, duas pacientes foram positivas para 0 HTLV (uma para o HTLV-1 e
outra para 0 HTLV-2). Posteriormente, foi realizada a pesquisa de anticorpos para o virus
entre os familiares dessas mulheres. A analise demonstrou que o marido da mulher
soropositiva para 0 HTLV-2, também era portador do mesmo virus (Olbrich-Neto & Meira
2004).

O ndo uso do preservativo ndo foi um fator estatisticamente associado a
infeccdo pelo HTLV em nosso estudo, apesar de apenas 97 (10,5%) das mulheres
analisadas terem afirmado usar o preservativo com regularidade e que todas as pacientes
positivas para 0 HTLV tenham relatado ndo usar o preservativo com fregiiéncia. No
entanto, pode-se explicar, essa falta de associagdo pelo reduzido nimero de amostras
positivas (seis) em relacdo ao grupo que afirmou ndo usar ou usar as vezes, totalizando 826

mulheres (89,5%).
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Embora, ndo tenha sido encontrada associacdo do HTLV com este fator,
outros estudos realizados em outras popula¢fes demonstram sua importancia. Vickers et al.
(2006) estudaram a prevaléncia de doencas sexualmente transmissiveis em 1.015 doadores
de sangue na Jamaica. A prevaléncia para 0 HTLV-1 nessa populacao foi de 4,8%, sendo
que a associacdo do virus com o uso irregular de preservativo foi significativa (p= 0,0326).
Mota et al. (2006) estudando essa mesma populacdo na Bahia (504 doadores) mostrou que
essa associacdo foi altamente significante entre os individuos infectados (p=0,0004).

Dentre as pacientes positivas, uma tinha tatuagem ha& quatro anos, no
entanto, ndao foi encontrada associacdo com essa variavel. Associacdo ndo significante
também foi observada entre as gestantes de Botucatu (SP) (Olbrich-Neto & Meira 2004).

Poucos estudos correlacionam a presenca de tatuagem com HTLV. No
entanto, ndo se pode descartar a relevancia da utilizacdo de instrumentos cirdrgicos, que
podem servir de fonte de transmissao para o virus.

Zurita et al. (1997) encontrou uma forte associacdo do HTLV-1 com
cirurgias dentais e outros tipos de cirurgias (ndo descritas) entre mulheres gravidas da
cidade andina de Quillabamba, no Peru. Segundo este autor, o inadequado procedimento de
esterilizacdo dos instrumentos cirargicos, poderia ter servido de fonte de infeccdo nessa
populacdo. Outro estudo realizado entre usuarios de drogas endovenosas em Washington
(EUA), mostrou a associa¢do do HTLV-2 com a presenca de tatuagem (Zunt et al., 2006a).
Em Belem (PA), Lopes (2006), embora ndo tenha encontrado associa¢do de tatuagem e
cirurgias com HTLV, demonstrou a possivel associagdo deste com o uso de laminas e

barbeadores compartilhados (p=0,02). Esses estudos ressaltam a importancia de aparelhos
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perfuro-cortantes na transmissdo do HTLV e de outros agentes etioldgicos pela via
parenteral.

Intercurso sexual anal, presenca DST e nimero de parceiros sexuais maior
do que um ndo foram considerados fatores associados a transmissdo do HTLV em nosso
estudo, corroborando os estudos de Olbrich-Neto & Meira (2004), no entanto, vale ressaltar
a importancia dessas variaveis em outros estudos sobre a prevaléncia do HTLV.

Segundo Moxoto et al. (2006), o intercurso receptivo anal é mais traumatico
gue o vaginal, representando assim, uma maior possibilidade para a transmissao do virus. A
analise comparativa entre as mulheres soropositivas e soronegativas para o HTLV, mostrou
que a pratica de sexo anal foi significativamente mais freqliente entre as soropositivas.

Presenca de DST, principalmente HIV, tém sido correlacionada como
fatores de associacdo a infeccdo pelo HTLV. Figueir6-Filho et al. (2005), demonstraram a
ocorréncia de co-infeccdo com o HIV em 5,4% das gestantes positivas para o0 HTLV.
Tortevoye et al. (2005), detectaram sete casos de co-infeccdo HIV/ HTLV, com taxa de
prevaléncia de 0,11%. A associa¢do do HTLV com outros agentes etildgicos de DST pode
ser explicada pelo modos comuns de transmissdo, primariamente o contato sexual.

Numero maior de parceiros tem sido freqlientemente descrito na literatura
como um fator para aumentar a positividade para o HTLV (Sanchez-Palacios et al., 2003;
Moxoto et al., 2007). Dentre as mulheres desse estudo, a maioria era monogamica (96%),
inclusive as mulheres encontradas como sendo positivas para o virus, dessa forma nao foi
estabelecida associacdo do virus com numero de parceiros. Diferentemente, Bittencourt
et al. (2001), descreveram essa associacdo entre mulheres gravidas da Bahia. Nesse estudo,

mulheres soropositivas com mais de dois parceiros sexuais, tinham duas vezes mais
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chances de serem infectadas pelo HTLV do que as mulheres que referiram ter até dois
parceiros.

Finalmente, a Unica variavel associada a transmissdo do HTLV no presente
estudo foi a relacdo sexual com trabalhador comercial do sexo. Trabalhadores comerciais
do sexo sdo em geral considerados populacdo de alto risco ndo somente para 0 HTLV,
como também para outras DST (Broutet et al., 1996; Dourado et al., 1999). Das oito
mulheres que afirmaram terem mantido relacdo com esses profissionais, uma foi infectada
pelo HTLV-1, com valor de p < 0,0001.

Delaporte et al. (1995) estudaram a prevaléncia do HTLV em dois grupos de
mulheres: gravidas e trabalhadoras comerciais do sexo. Comparando as taxas de
prevaléncia em ambos 0s grupos, p6de-se observar uma taxa maior para 0 segundo grupo
(7,3%) quando comparado ao primeiro (3,7%).

Broutet et al. (1996), estudando essas mesmas populaces no Rio de Janeiro,
encontrou resultado semelhante. A prevaléncia para 0 HTLV foi menor entre as mulheres
gravidas (0,24%) do que entre as trabalhadoras comercias do sexo (1,41%). Manter
relacGes sexuais com esses profissionais constitui situacao de risco, uma vez que a troca de
parceiros nessa populacéo é freqlente.

Ficou evidenciada também em nosso estudo a falta de informacéo sobre o
HTLV entre os profissionais de saude, sendo muitas vezes confundido com o HIV.
Observagdo semelhante foi feita por Oliveira & Avelino (2006) no estudo de gravidas em
Goias. Segundo este autor, a divulgacdo da importancia da infeccdo pelo HTLV-1, e
também do HTLV-2, poderia contribuir para melhorar a conduta na assisténcia ao bindbmio

mae-filho.
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Considerando que o estado do Para € considerado uma area endémica para o
HTLV, sendo essa afirmacédo ratificada nesse estudo, a triagem para o virus deveria ser
incluida nos exames pré-natais, a fim de diminuir a possibilidade de transmissao vertical e

posteriormente horizontal entre as mulheres em idade fértil em nosso Estado.
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CONCLUSOES

A prevaléncia para 0 HTLV-1/2 encontrada nesse estudo foi de 0,58%, o que corrobora
o fato do Estado do Para ser um dos estados brasileiros de maior prevaléncia para o
HTLV.

Foram detectados quatro (66,7%) casos positivos para HTLV-1 e dois (33,3%) casos
positivos para HTLV-2.

As duas amostras de HTLV-1 isoladas foram classificadas como pertencente ao subtipo
Cosmopolita, subgrupo Transcontinental e a amostra de HTLV-2 foi classificada como
HTLV-2c.

Dentre os possiveis fatores de associacdo a transmissdo do HTLV, o Gnico que assumiu
significancia estatistica foi a relacdo sexual com trabalhadores comercias do sexo, haja
vista que esse grupo é considerado de alto risco para adquirir e transmitir doencas
sexualmente transmissiveis, incluindo o HTLV.

Esse estudo foi o primeiro da Regido Norte realizado em mulheres gravidas e enfatiza a
importancia de se introduzir a triagem para o HTLV como exames requeridos no pré-

natal, a fim de reduzir a transmissdo materno-infantil do virus.
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ANEXO 1
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LABORATORIO DE VIROLOGIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre Soroepidemiologia e Caracterizacao
Molecular da infeccao pelo Virus linfotropico de células T humanas (HTLV-1/2) em gestantes da
cidade de Belém, Para, Brasil, que esta sendo desenvolvida pela Universidade Federal do Para.

2. Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as seguintes
informacoes:

3. O titulo do projeto é Soroepidemiologia e Caracterizagdo Molecular da infeccdo pelo Virus
linfotropico de células T humanas (HTLV-1/2) em gestantes da cidade de Belém, Par3, Brasil.

4. O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Ant6nio Carlos Roséario Vallinoto, Biomédico, Professor Adjunto
[ da Universidade Federal do Para.

5. O objetivo da pesquisa é a vigilancia soro-epidemioldgica e molecular dos subtipos de HTLV
circulantes na regido.

6. Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sdo de uso rotineiro. Uma pequena
guantidade de sangue (5mL) serd coletada para a deteccdo de anticorpos especificos para
HTLV-1/2, utilizando material descartavel estéril.

7. Em alguns casos o processo de coleta de sangue pode gerar um pequeno desconforto, com dores
e presenca de equimoses (rouxiddo na &rea onde o sangue foi coletado) devido a fragilidade capilar
dos vasos sangineos que sumirdo espontaneamente, ndo oferecendo risco para a pessoa que aceitar
participar da pesquisa.

8. Ninguém 0 obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa podera deixar a pesquisa
Nno momento que quiser, pois Ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

9. N&o haverd nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como ndo havera
nenhuma forma de pagamento para participacao.

10. O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, é possibilitar um melhor
entendimento sobre a infeccdo pelo HTLV em mulheres gravidas na cidade de Belém.

11. Em caso de resultado positivo, as pacientes serdo informadas, 0 que propiciara uma melhor
assiténcia pré e pés-natal.

12. A participagdo na pesquisa é sigilosa. Isto significa que somente os pesquisadores ficardo
sabendo de sua participacdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem
identificacdo individual do participante.

13. Em caso de qualquer davida ou reclamacéo as participantes poderdo entrar em contato com o
Dr. Antonio Vallinoto, pesquisador responsavel pelo projeto, através do numero 3201-7587, ou
dirigindo-se ao Laboratdrio de Virologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPA, situado na Rua
Augusto Corréa, n°01 Guama.

Assinatura do Pesquisador Responsavel



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido(a) acerca do contetido 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.

Belém, / /

Assinatura da participante



ANEXO 2

SERVIGO PUBLICO FEDERAL i
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Prontuario n°: Protocolo n°: Data da coleta de dados: / / Procedéncia:

Nome da Paciente: . Data de nascimento: /[ / Idade:

Endereco com bairro e telefone:

Municipio: Naturalidade:

Municipio de residéncia anterior (se reside ha menos de 05 anos no enderego atual):

Estado Civil: 1. Casada 2. Solteira 3. Separada 4.ViGva  Filhos? a)Sim b)Ndo Quantos?

Quantas gestagBes: Fez pré-natal de quantos? Amamentou? a) Sim  b) Ndo Idade da gestacéo atual:

Abortos? a) Sim b) Ndo Quantos? Tempo de gestagao?

Escolaridade
1. Néo alfabetizado 4. 1°grau completo 7. 3°grau incompleto
2. Alfabetizado 5. 2° grau incompleto 8. 3°grau completo
3. 1° grau incompleto 6. 2°grau completo

Profissdo: Renda familiar (salarios) a) <01 b) 1-3 c) 47 d) 8-10) e)>10

Tipo de moradia: (a) propria b) alugada c) com parentes

1. Jausou algum tipo de droga? a) alcool b) cigarro ¢) maconha d) outras:

2. Uso de droga endovenosa alguma vez
1. Sim, mas néo quer comentar a) Sim b) Néo 4. N&o quer comentar

Hé& quanto tempo faz uso de drogas endovenosas Anos Parou? a) Sim  b) Nao Ano do altimo uso:

Como vocé costumava fazer uso de seringa e agulha
1. sempre sozinho 2. dividia com uma pessoa fixa 3. dividia com mais de uma pessoa

Vocé ja fez uso de drogas injetaveis com seringas ou agulhas compartilhadas com:
a) pessoas que sdo de, ou, normalmente viajam para outros estados?

1.Sim 2. Néo 3. N&o sabe Se sim, quais estados:
b) pessoas que sdo de, ou, normalmente viajam para outros paises?
1.Sim 2. Néo 3. Néo sabe Se sim, de onde:
Comportamento sexual
1. com parceiro(a) heterossexual 6. com parceiro hemofilico
2. com parceiro bissexual 7. com parceiro(a) com multiplos parceiros (promiscuo)
3. com parceiro(a) homossexual 8. com parceiro(a) portador de HIV
4. com parceiro(a) usuario de drogas ndo-injetaveis 9. com parceiro(a) usuario de drogas EV
5. com parceiro(a) transfundido 10. com multiplos(a) parceiros(a)
NUmeros de parceiros: porsemana: ____ por més:

Parceiro(s) de (ou em) outro(s) estado(s)? 1.Sim 2.Nao 3.N&osabe Sesim, quais Estados:

Parceiro(s) de (ou em) outro(s) pais(es)? 1. Sim 2. Ndo 3.Ndosabe  Sesim, quais paises:

Sexo anal: a) Sempre b) Nunca c) As vezes d) N&o quer comentar e) N&o se aplica

Sexo com trabalhador (&) comercial do sexo 1.Sim 2. Néo 3. Né&o sabe

Uso de preservativo? 1. Sempre 2. Nunca 3. As vezes

Ja recebeu transfusdo sanguinea: a) Sim  b) Néo C) Ha quanto tempo:

Tem tatuagens: a) Sim b) Ndo H& quanto tempo:

Historiade DST: @) Sim  b) Ndo Frequéncia: a) 0 | b)0l1a05 c) Mais de 05
Quais lembra:

Diagnostico clinico: a) Sim  b) Nao Diagnéstico laboratorial: a) Sim b) Ndo



