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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos efetuar a caracterizagdo molecular e imunologica
da infecgdo pelo HTLV em 42 portadores assintomaticos da infec¢do pelo HTLV; e 19
portadores com sintomas neurologicos associados a infeccdo (16 com PET/MAH e
outros trés com neuropatia periférica). Outro grupo de 100 individuos soronegativos
para HTLV procedentes de Belém-PA também foi analisado. As amostras de sangue
foram processadas para realiza¢ao da sorologia para HTLV, para contagem de linfocitos
T CD4" e T CDS8" (incluindo os soronegativos), para as técnicas de quantificacio da
carga proviral do HTLV e caracterizagdo dos tipos e subtipos de HTLV circulantes nos
infectados. Entre os 42 assintomaticos, foi positiva para o HTLV-1 35 amostras
(83.3%), e para o HTLV-2 07 amostras (16.7%) (p < 0.0001). Entre os 19 sintomaticos,
foi positiva para o HTLV-1 18 amostras (94.7%), € para o HTLV-2 01 amostra (5.3%)
(p = 0.0002), onde as 16 amostras que tiveram diagnéstico de PET/MAH foram
positivas HTLV-1. As andlises filogenéticas das regides 5’LTR agruparam 34 amostras
(60%) de HTLV-1 no Subgrupo Transcontinental do Subtipo Cosmopolita; e 05
amostras (72.2%) de HTLV-2, no subtipo HTLV-2c. As médias de distribuicdo dos
niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" foi maior entre os sintomaticos, porém nao
havendo diferencas significantes quando comparados com os assintomaticos e controles
soronegativos. Foi observada uma maior média de carga proviral entre os portadores
sintomaticos quando comparados aos assintomaticos (p = 0.0123). Os resultados obtidos
confirmam a ocorréncia de PET/MAH associada a infeccdo pelo HTLV-1 na regido de
Belém-PA. A predominancia do subtipo A de HTLV-1 corrobora outros resultados que
demonstram a presenca deste subtipo como o mais prevalente em areas urbanas do
Brasil, assim como a predomindncia de HTLV-2c¢ entre as infectadas pelo HTLV-2
confirma a maior frequéncia deste subtipo na Amazodnia brasileira, ressaltando que
dentre as amostras de HTLV-2 esta a de um paciente sintomdtico (neuropatia
periférica). A maior média de carga proviral entre sintomaticos corrobora resultados de
achados que associam esta varidvel ao desenvolvimento de PET/MAH entre os
infectados pelo HTLV. Sendo assim, estes resultados indicam ainda a necessidade do
monitoramento da descri¢do de casos de infec¢dao pelo HTLV com diagnostico clinico-

laboratorial adequado.
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ABSTRACT

This study aimed to perform the immunological and molecular characterization of
HTLV in 42 asymptomatic carriers of HTLV, and 19 patients with neurological
symptoms associated with infection (16 with HAM / TSP and three with peripheral
neuropathy). Another group of 100 subjects seronegative for HTLV from Belém-PA
was also analyzed. The blood samples were processed to perform HTLV serologic
analysis, for cytometric analysis of CD4+ and CD8+ T lymphocytes (including
seronegative), for quantification of HTLV proviral load and characterization of HTLV
types and subtypes that infected symptomatic and asymptomatic carriers. Among the 42
asymptomatic carriers were positive 35 samples for HTLV-1 (83.3%), and 07 samples
were for HTLV-2 (16.7%) (p < 0.0001). Among the 19 symptomatic carrier, 18 samples
were positive for HTLV-1 (94.7%), and 01 sample was for HTLV-2 (5.3%) (p =
0.0002), where 16 samples had a diagnosis of HAM / TSP were HTLV-1 positive. The
phylogenetic analysis of 5'LTR regions grouped 34 samples (60%) of HTLV-1 in the
Subgroup Transcontinental of Subtype Cosmopolita, and 05 samples (72.2%) of HTLV-
2 in subtype HTLV-2c. The mean distribution of the levels CD4+ and CD8+ T
lymphocytes was higher among symptomatic, but no significant differences when
compared with the asymptomatic and seronegative controls. There was a higher mean
proviral load among symptomatic individuals when compared to asymptomatic (p =
0.0123). The results show the molecular confirmation of tropical spastic paraparesis
occurrence associated to HTLV-1 infection in Belém, Para. Furthermore, the molecular
characterization of the viral subtype corroborates the results of previous studies which
demonstrated the presence of the HTLV-1 subtype A in the most of symptomatic
infected patients, as well as urban population of Brazil. As the prevalence of HTLV-2¢
between infected by HTLV-2 confirmed the highest frequency of this subtype in
Brazilian Amazon, emphasizing among the samples of HTLV-2 is a symptomatic
patient (peripheral neuropathy). The highest mean proviral load between symptomatic
corroborates findings involving this variable to the development of HAM / TSP among
HTLV infected. Thus, these results emphasize the need to monitor the description of

cases of HTLV infection with appropriate laboratory diagnosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 0 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS (HTLV)
1.1.1 Historico

O Virus linfotrépico de células T humanas (HTLV) pertence a familia
Retroviridae que compreende virus que infectam primariamente vertebrados,
particularmente aves e mamiferos, determinando-lhes uma variedade de doengas como
imunodeficiéncias, neoplasias e desordens neurodegenerativas, embora ja tenham sido
encontrados retrovirus infectando outros seres, além dos humanos, tais como insetos,
moluscos e outros mamiferos (Andrada-Serpa et al., 1994; Coffin, 1996). Entre os
membros desta familia, o HTLV e o Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sao os
que possuem maior notoriedade entre os estudos cientificos.

Os relatos pioneiros sobre o primeiro retrovirus humano identificado, o
HTLV, deram-se em situacdes independentes, nos Estados Unidos (EUA) e no Japao,
na década de 1980, que associaram a infec¢ao por este virus com diferentes neoplasias
(Poiesz et al., 1980; Yoshida et al., 1982).

Inicialmente, foram isoladas e identificadas particulas de retrovirus a
partir de uma linhagem linfoblast6ide obtida de um paciente com Linfoma Cutaneo de
Células T, nos EUA, sendo o agente, nesta ocasido, denominado de Virus linfotropico
de células T humanas - HTLV (Poiesz et al., 1980).

Posteriormente, pesquisadores japoneses isolaram particulas virais de
células obtidas de pacientes advindos do sudoeste do Japao com quadros de Leucemia
de Células T de Adultos (ATL, atualmente também chamado de Leucemia/linfoma de
células T do Adulto - LLcTA), nomeando o agente viral encontrado de Virus associado

a leucemia de células T de adulto (ATLV) (Yoshida et al., 1982).
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Entretanto, estes dois estudos nao estavam tratando de agentes virais
diferentes, o que foi mostrado por meio da analise molecular comparativa das
seqliéncias dos virus isolados, tanto nos EUA por Poiez et al. (1980), como no Japao
por Yoshida et al (1982), confirmando que ambos eram da mesma espécie de retrovirus,
sendo, desta forma, padronizada a nomenclatura para Virus linfotropico de células T
humanas tipo 1 - HTLV-1 (Watanabe et al., 1984).

Foi possivel associar, também, a infec¢ao pelo HTLV-1 com uma doenga
neurologica degenerativa a partir de estudos soroepidemioldgicos que encontraram
individuos soropositivos para o HTLV-1 com quadro de paraparesia espastica tropical
no Caribe (Gessain et al., 1985) e com mielopatia no sul do Japao (Osame et al., 1986).
Posteriormente, estas doencgas tiveram suas nomenclaturas unificadas por apresentarem
as mesmas caracteristicas clinicas e laboratoriais, passando a se chamar de Paraparesia
espastica tropical / Mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH ou TSP/HAM, em
inglés) (Roman & Osame, 1988).

O Virus linfotropico de células T humanas tipo 2 (HTLV-2) foi isolado
pela primeira vez, no ano de 1982, a partir de células de um paciente com tricoleucemia
(ou leucemia de células pilosas), sendo denominado desta forma porque, apesar do
isolado estar relacionado com o HTLV-1, os testes imunologicos realizados mostraram
que se estava a frente de um agente distinto, permitindo assim a determinagdo da
existéncia de dois tipos virais (HTLV-1 e HTLV-2) (Kalyanaraman et al., 1982).

Atualmente, descreve-se que o HTLV-2 esta associado a raros casos de
uma mielopatia semelhante a PET/MAH (Hjelle et al., 1992; Murphy et al., 1997;
Araujo & Hall, 2004), além de nao ter clara associagdo com o desenvolvimento de

neoplasias (Feuer & Green, 2005).
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Recentemente, dois novos tipos de HTLV foram descritos, o HTLV-3 e o
HTLV-4, por meio da analise sorologica e molecular de amostras de habitantes do sul
do Camardes (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).

As amostras de HTLV-3, perante a analise filogenética, apresentaram
elevada proximidade ao equivalente simio STLV-3 (Calattini et al., 2005; Wolfe et al.,
2005). Enquanto que o HTLV-4 identificado ¢ um membro de uma linhagem
filogenética que ¢ diferente de todos os tipos conhecidos de HTLV e STLV (Wolfe et
al., 2005).

Em adi¢do, sugere-se que a transmissao dessas novas variantes se deu por
transmissdo cruzada entre espécies de STLV, uma vez que os individuos que
apresentaram infec¢do por estes tipos virais relataram manter contato direto com
primatas nao-humanos através da caca, permitindo assim a emergéncia de novas cepas

virais humanas (Wolfe et al., 2005).

1.2 BIOLOGIA DO HTLV
1.2.1 Morfologia do HTLV

O HTLV-1 e o HTLV-2 pertencem a familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus (ICTVdb, 2006). Sao virus que apresentam
propriedades biologicas e moleculares semelhantes, incluindo o tropismo preferencial
por linfocitos T maduros com fendtipo CD4" e CD8" (Richardson et al., 1990; Jjichi et
al., 1992; Lal et al., 1995; Hall et al., 1996; Nagai et al., 2001).

Suas caracteristicas morfologicas compreendem uma particula viral na
forma esférica que mede, aproximadamente, 100nm de diametro, a qual ¢ envolvida

externamente por um envelope glicolipoprotéico derivado da matriz lipidica da
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membrana plasmatica do hospedeiro associada as glicoproteinas virais de superficie
gp46 e glicoproteinas transmembranas gp21. Juntamente a membrana do envelope, na
parte interna do virus, encontra-se a matriz formada pelas proteinas p19, a qual envolve
o capsideo icosaédrico composto pelas proteinas pl5 e p24, assim formando o
nucleocapsideo. Esta estrutura abriga o genoma viral composto por duas fitas simples de
RNA com polaridade positiva que estdo associadas as enzimas: protease, transcriptase
reversa, integrase ¢ RNAse H (Coffin,1996; Tangy, 1996; Kroon & Proietti, 2006;

Figura 1).

Transcriptase Reversa () . “ut -, gp21

_;o_ Envelope
RNA - fita § viral
simples

Matriz (p19)
Capsideo (p15, p24)

Figura 1: Esquema da estrutura morfolégica do HTLV (adaptado de
http://www3.kmu.ac.jp/microbiol).
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1.2.2 Genoma do HTLV

Os HTLV-1 e o HTLV-2 apresentam estruturas gendmicas semelhantes
possuindo, aproximadamente, 70% de homologia em suas seqiiéncias nucleotidicas
(Feuer & Green, 2005). Demonstram, também, similaridades no tamanho do provirus
inserido no acido desoxirribonucléico (DNA) da célula hospedeira, onde o HTLV-1 tem
uma extensao proviral de 9032pb (Seiki et al, 1983) e o HTLV-2 de 8952pb
(Shimotohno et al., 1985).

O genoma do HTLV consiste de duas moléculas simples de acido
ribonucléico (RNA) com uma organizacdo similar aos outros retrovirus, possuindo os
genes essenciais gag, pol e env, uma regiao pro (sobreposta aos genes gag € pol) e outra
regido exclusiva do HTLV denominada pX que contém quatro fases de leitura aberta
(Open Reading Frames — ORF): ORF I, ORF II, ORF III (rex), ORF IV (tax) e, para o
HTLV-2 ha, também, a ORF V. Flanqueando as extremidades do genoma viral,
encontram-se as regioes longas repetidas denominadas LTR (Long Terminal Repeats)
(Seiki et al., 1983; Shimotohno et al., 1985; Feuer & Green, 2005; Kroon & Proietti,
2006; Figura 2).

Trés espécies de Acidos Ribonucléicos mensageiros (mRNAs) sio
transcritos a partir do DNA proviral do HTLV: uma fita de RNA de seqiiéncia completa
(unsplicing) ¢ utlizada para a sintese dos produtos dos genes gag, pro e pol e, também,
para o RNA gendmico que ¢ reservado no interior dos virus; um mRNA subgenomico
que ¢ sintetizado a partir de uma unica etapa de processamento (single-splicing) e
codifica o produto do gene env; e outro mRNA subgendmico que ¢ produzido pela
remogao de dois introns (double-splicing) e codifica as proteinas regulatorias da regido

pX (Coffin, 1996; Feuer & Green, 2005; Kroon & Proietti, 2006; Figura 2).
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DNA proviral do HTLV-1

DNA proviral do HTLV-2

pX
pol v tax
5.LTR pro tax|  env 0 rex JLTR
~

- rex -
R US R US

| | | [ | | |

mRNAs:

gagiprofpol An
env — - An
tax, rex — — ——— 0\

Figura 2: Organizagao gendmica dos HTLV-1 e HTLV-2, demonstrando também os
mRNAs transcritos do DNA proviral do HTLV (adaptado de Feuer & Green, 2005).

As regioes LTR sao formadas pelos trés dominios: U3, R e U5, em ambas
as extremidades 5’ e 3’. Sdo fundamentais na integracdo do DNA proviral ao DNA da
célula hospedeira e, também, na regulacdo da transcricdo do genoma do HTLV, pois
possuem sitios de ligacdo para a RNA polimerase celular, assim como, seqiiéncias
reguladoras de transcri¢ao viral (TATA box, enhancers e sinal poli-A), desta forma
apresentando a fun¢do de iniciador e de finalizador da transcricdo (Gelmann et al.,
1984; Shimotohno ef al., 1985).

O gene gag inicia no codon ATG na posi¢do nucleotidica 802 e termina
com o codon TAA na posicao 2089 no genoma do HTLV-1 (Seiki et al., 1983). Este
gene ¢ inicialmente traduzido em um precursor polipeptidico, que posteriormente sofre

clivagem em trés proteinas finais: a proteina da matriz de 19kDa (p19) e as proteinas do
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capsideo p24 e pl5, cada uma com 24kDa e 15kDa, respectivamente (Oroszlan et al.,
1982; Seiki et al., 1983).

O gene pro ¢ codificado em uma fase de leitura entre os genes gag € pol,
localizado entre os nucleotideos 2078 e 2611do HTLV-2 (Shimotohno et al., 1985),
assim resultando em uma enzima denominada protease, a qual atua sobre as cadeias
polipeptidicas virais, clivando-as para a formacao das proteinas estruturais finais, sendo
esta clivagem especifica para as proteinas codificadas pelos genes gag e pol
(Shimotohno et al., 1985; Kroon & Proietti, 2006).

O gene pol localiza-se entre os nucleotideos 2498 e 5185 do HTLV-1
(Seiki et al., 1983). Este gene codifica as enzimas integrase, transcriptase reversa €
RNAase H (a mesma transcriptase reversa, porém com um novo nome ao desempenhar
funcdo diferenciada), todas envolvidas na sintese e na integracdo do genoma viral, na
forma de provirus, ao genoma da célula hospedeira (Seiki et al., 1983; Shimotohno et
al., 1985; Hall et al., 1994).

Entre a sequéncia de nucleotideos 5180 a 6644 do HTLV-1, localiza-se o
gene env que codifica as proteinas do envelope viral (Seiki et al., 1983). Este gene
codifica uma proteina precursora, que apoOs clivagem proteolitica e glicosilacao, da
origem a glicoproteina de superficie gp46 (SU) e a glicoproteina transmembrana gp21
(TM), sendo que a glicoproteina TM ancora a glicoproteina SU na superficie viral por
meio de ligagdo ndo-covalente (Delamarre et al., 1996).

A funcao das glicoproteinas do envelope ¢ viabilizar a entrada do HTLV
na célula hospedeira, uma vez que a infec¢ao depende da interacao entre a superficie do
virus com a superficie celular, onde a gp46 atua na adsor¢ao viral ao receptor celular e a

gp21 atua na fusdo de membrana em que o cerne sera introduzido no citoplasma da
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célula hospedeira (Jinno et al., 1999; Rosenberg et al., 1998; Jones et al., 2005; Manel
et al., 2003, 2005).

Tratando-se da regido pX, as ORFs I e II do HTLV-1 codificam as
proteinas p12/p27 e p13/p30, respectivamente, enquanto que no HTLV-2 as ORFs I, Il e
V codificam p10, p28 e pl1, respectivamente (Feuer & Green, 2005). A fun¢ao destas
proteinas na biologia do HTLV ainda nao estd muito bem esclarecida, entretanto ha
alguns estudos indicando que elas ndo tém um papel essencial na transformacao de
células T ativadas in vitro (Green et al., 1995; Derse et al., 1997), mas sao importantes
na habilidade dos virus de infectarem, propagarem-se e persistirem in vivo (Cockerell et
al., 1996; Collins et al., 1998; Bartoe et al., 2000; Silverman et al., 2004).

As ORFs principais da regido pX, também melhor caracterizadas, sao as
ORFs III e IV que codificam as proteinas regulatorias Tax e Rex, respectivamente
(Feuer & Green, 2005).

A proteina Tax atua no aumento da transcricdo de genes virais a partir do
dominio U3 da regido 5’LTR (Cann et al., 1985; Chen et al., 1985; Felber et al., 1985;
Fujisawa et al., 1985; Seiki et al., 1986; Ross et al., 1997), assim como um
transativador de uma variedade de fatores da regulacdo celular que controlam a
expressdao génica, a multiplicacdo e diferenciagdo da célula, o ciclo celular e a
estabilidade gendémica (Wang et al., 2008). A Tax também tem efeito repressor na
transcricdo da proteina celular supressora de tumor p53, assim como influencia na
transcricdo de outras proteinas celulares como c-myc, c-myb, ciclina D e MAD-1 que
estao envolvidas na regulacao do controle mitdtico (Kibler & Jeang, 2001).

A proteina Rex regula, de maneira pds-transcricional, a expressao de

genes virais, facilitando principalmente a expressao citoplasmatica de mRNas virais que
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tém um processamento incompleto (incompletely splicing) (Younis & Green, 2005). A
Figura 3 apresenta um desenho esquematico de todos os genes que constituem o

genoma do HTLV e seus respectivos produtos protéicos.

Proteinas
HTLV-1/2
- pol ORF Il orF N
- protease transcriptase reversa env :g;gg?} 1ax
r'megrase
p19 gp4dé
P24 gp21
pi15
HTLV-1 HTLV-2
p27 p10
ORF Ip‘l‘2 ORF |
B30 P28
ORF I £%¢ ORF i
ORF v P11

Figura 3: Representacdo esquematica dos genes que constituem o DNA proviral do
HTLYV e seus respectivos produtos protéicos (adaptado de Feuer & Green, 2005).
1.2.3 Variabilidade genética do HTLV

A importancia da organizagao gendmica do HTLV ndo somente se
caracteriza pela descricdo de seus produtos codificados, mas também pela descrigao da
variabilidade na seqiiéncia de nucleotideos do genoma viral que da origem a quatro
tipos descritos: HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4, onde os dois ultimos foram
recentemente identificados, entretanto ainda necessitam de estudos posteriores para um
maior esclarecimento sobre sua transmissdo entre seres humanos, sua distribuicao
geografica e sua capacidade de desencadear doengas em seus portadores (Wolfe et al.,

2005).
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O HTLV-1 apresenta sete diferentes subtipos que foram identificados ao
longo dos ultimos anos por meio da analise filogenética da regido L7TR com isolados de
todo o mundo (Vicente et al., 2006; Figura 4). O HTLV-1a, também denominado
subtipo Cosmopolita, apresenta isolados de diversas regides geograficas (Miura et al.,
1994, 1997; Van Dooren et al., 2001). O subtipo HTLV-1b, conhecido também como
subtipo Centro-Africano, ¢ denominado assim uma vez que contém isolado de
populagdes da Africa Central (Hahn et al., 1984; Vandamme et al., 1994; Van Dooren
et al., 2001).

O HTLV-1c ou subtipo da Melanésia apresenta isolados diferentes da
Papua Nova Guiné e de aborigenes da Australia (Gessain et al., 1991; Bastian et al.,
1993; Van Dooren et al., 2001). O HTLV-1d foi descrito como um novo e distinto
subtipo molecular isolado de pigmeus da Republica Democratica de Camardes e de um
individuo infectado no Gabao (Chen et al., 1995; Mahieux et al., 1997; Van Dooren et
al., 2001).

Héa também os subtipos HTLV-1le, que foi isolado de um pigmeu do
Congo, ¢ HTLV-If oriundo de um individuo do Gabao (Salemi et al., 1998; Van
Dooren et al., 2001); e, mais recentemente, o HTLV-1g que foi descrito como um novo
subtipo da Africa Central (Wolfe ef al., 2005).

O subtipo Cosmopolita ¢ dividido em cinco subgrupos, baseado em suas
distribuicdes geograficas que sdo: A ou Transcontinental (presente em todo o mundo
exceto na Melanésia, norte ¢ oeste da Africa), B ou Japonés (inicialmente descrito no
Japao, mas depois no Peru, Brasil, Chile e Colémbia), C ou Oeste-africano (presente no

oeste da Africa, Caribe e Guiana Francesa), D ou Norte-africano (presente no norte da
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Africa) (Gasmi et al., 1994; Vidal et al., 1994; Miura et al., 1994), além do subgrupo E

isolado em negros do Peru (Van Dooren et al., 1998) (Figura 4).

A — Transcontinental
~ B — Japones

1a- Cosmopolita - C— Oeste da Africa
D — Norte da Africa
E — Negros (Peru)

1b - Africa Central

1c - Australo-Melanésia
1d - Camarodes / Gabac
1e - Congo

1f — Gabao

1g — Africa Central

HTLV-1 <

.

Figura 4: Classificagcdo dos subtipos de HTLV-1 (adaptado de Vicente et al., 2006).

Tratando do HTLV-2, existem quatro subtipos completamente
caracterizados em termos moleculares: HTLV-2a, HTLV-2b, HTLV-2¢ e HTLV-2d. A
primeira descri¢do da existéncia de dois subtipos moleculares distintos (HTLV-2a e
HTLV-2b) foi baseada no polimorfismo do comprimento do fragmento de restri¢do
(RFLP) da regido env e na sequéncia nucleotidica da regido LTR (Hall et al., 1992;
Dube et al., 1993). Sendo, posteriormente, identificada uma diferenca fenotipica entre
estes dois subtipos, baseada na mutagdo que ocorre no gene da proteina Tax do subtipo
2b que aboliu um cédon de parada, assim obtendo uma proteina com 25 aminoécidos a
mais do que o subtipo 2a (Salemi et al., 1995; Eiraku et al., 1996).

O subtipo HTLV-2c foi encontrado em populacdes indigenas da

Amazobnia brasileira em um estudo que investigou a prevaléncia da infec¢do pelo
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HTLV-2 nestas populacdes e em outro estudo que avaliou a transmissdo vertical entre
indigenas da tribo Kayapo (Ishak et al., 1995, 2003), além de ser encontrado também
em populagdes urbanas e em pacientes infectados pelo HIV (Vallinoto et al.,, 2002;
Laurentino et al., 2005). Este subtipo, de maneira molecular, apresenta sequéncias
nucleotidicas das regides 5’LTR e env relacionadas as do HTLV-2a. Entretanto, de
maneira fenotipica, esta relacionado ao subtipo HTLV-2b, pois suas regides tax e suas
proteinas Tax sdao semelhantes (Eiraku ef al., 1996).

O HTLV-2d foi isolado uma unica vez de uma amostra de um pigmeu
que vive no Congo, sendo esta cepa a mais divergente de todos os subtipos ja

encontrados (Vandamme et al., 1998).

1.2.4 Replicacdo do HTLV

O HTLV apresenta um ciclo de replicagao tipico dos retrovirus que se
inicia com a adsor¢do do virus por meio da ligacdo da glicoproteina de superficie gp46
ao receptor da membrana celular, o transportador de glicose GLUT1 (Manel et al.,
2003, 2005). A subunidade glicoprotéica transmembrana (gp21) atua na proxima etapa
que ¢ a fusao de membrana em que o cerne serd introduzido no citoplasma da célula
hospedeira (Kroon & Proietti, 2006).

Em seguida, no cerne viral introduzido no citoplasma, ocorre a
transcricdo do RNA viral em DNA de fita dupla pela acdo da enzima Transcriptase
Reversa, ocorrendo apds este processo, o desnudamento do DNA formado por meio da
dissociag¢dao do cerne viral, assim liberando o material genético para o citoplasma. Este
DNA ¢ transportado ao nucleo da célula hospedeira, onde serd integrado ao genoma

celular pela acao da Integrase, assim formando o provirus. Este processo de integragao
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marca o fim da fase precoce do clico, iniciando entdo a fase tardia que ¢ caracterizada
pela agdo das enzimas do hospedeiro (Nisole & Saib, 2004; Kroon & Proietti, 2006).

Logo, o provirus formado ¢ transcrito, sintetizando um longo RNA viral
que ¢ processado para formar os mRNAs virais € 0 RNA gendmico viral que serdao, em
seguida, transportados para o citoplasma celular, utilizando a maquinaria bioquimica
celular. As proteinas virais sdo sintetizadas nos ribossomos a partir dos mRNAs, sendo
algumas processadas pos-traducionalmente (Nisole & Saib, 2004; Kroon & Proietti,
2006).

Entdo a montagem da particula viral se inicia, onde as proteinas virais
sdo processadas pela protease viral e, posteriormente, 0 RNA gendmico ¢ empacotado e
as proteinas formadas dardao origem a estrutura externa que forma as particulas virais.
Estas sdo liberadas para o meio extracelular por brotamento, onde o envelope
glicoprotéico ¢ adicionado a particula viral. Ja no meio extracelular, o processamento de
outras proteinas estruturais ocorre no interior do virus, formando o capsideo viral e
originando a particula madura. Estes virus podem permanecer no fluido celular ou

infectar novas células (Nisole & Saib, 2004; Kroon & Proietti, 2006; Figura 5).
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Figura 5: Esquema do ciclo de replicacdo do HTLV (adaptado de Nisole & Saib, 2004).

1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS
1.3.1 Distribuicio do HTLYV no mundo

Atualmente, estima-se que cerca de 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo HTLV no mundo, mas as taxas de soroprevalénvia variam de acordo
com a area geografica, a composicdo sécio-demografica da populagdo estudada e os
comportamentos de risco de grupos individuais (Proietti et al., 2005; Catalan-Soares &
Proietti, 2006). Como por exemplo, relata-se uma elevada taxa de prevaléncia (37%) no
sudoeste do Japao (Yamaguchi, 1994; Mueller et al., 1996), em contraste com taxas

muito baixas de prevaléncia (0.0039%) em doadores de sangue franceses (Couroucé et

al., 1993).
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Entretanto, as informagdes sobre taxas de prevaléncia da infeccao pelo
HTLV-1, em amostras representativas da populagao em geral, ndo sdo comuns. Muitos
dados sobre essas taxas provém de estudos em doadores de sangue ou em grupos
populacionais selecionados como gravidas, pacientes com doenca neurologica ou
hematoldgica, descendentes de pessoas infectadas, nativos, usuarios de drogas injetaveis
(UDI) e prostitutas (Mueller, 1991; Ferreira Junior ef al., 1997; Manns et al., 1999).

O Japao foi a primeira regido a ser identificada como endémica para o
HTLV, com taxas de prevaléncia que variam de 0 a 37%, principalmente em areas
localizadas no sudoeste do pais (Shikoku, Kyushu e Okinawa) (Goto et al., 1997). Em
adicao, de um modo geral, taxas relativamente elevadas da soroprevaléncia de HTLV-1
ou HTLV-1/2 na populagdo geral ou em grupos de individuos especificos, como
gestantes e doadores de sangue, sdo encontradas no Japdo com taxas acima de 10%
(Yamaguchi, 1994; Mueller et al., 1996), em varios paises do Caribe, como a Jamaica
(aproximadamente 6%) (Murphy et al., 1991), em paises da Africa Sub-Saariana como
Benin, Camardes e Guiné-Bissau (acima de 5%) (Dumas et al, 1991; Gessain & de
The, 1996; Andersson et al., 1997; Sarkodie et al., 2001) e em areas do Ird e Melanésia
(menos de 5%) (Mueller, 1991; Manns et al., 1999).

Em alguns paises da América do Sul, taxas de soroprevaléncia um pouco
mais baixas sdo encontradas (Castillo et al., 2000; Carneiro-Proietti et al., 2002;
Kazanji & Gessain, 2003; Pouliquen et al., 2004). Dados da Guiana Francesa,
Venezuela, Peru e Argentina revelam uma taxa de soropositividade acima de 2% para
HTLV-1/2 geralmente com dados de doadores de sangue (Kazanji & Gessain, 2003;

Le6n et al., 2003; Sanchez-Palacios et al., 2003; Gastaldello et al., 2004).
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Em relagdo a areas geograficas ndo endémicas como a Europa e América
do Norte, a infecgdo ¢ geralmente encontrada entre imigrantes de areas endémicas, seus
filhos e contatos sexuais, entre usuarios de drogas injetaveis e prostitutas (Proietti et al.,
2005). Entre doadores de sangue da Europa e América do Norte, encontra-se taxas de
soroprevaléncia muito baixas como 0.01-0.03% nos EUA e Canadd (Murphy et al.,
1991; Chiavetta et al., 2003), taxa de 0.002% na Noruega (Stigum et al., 2000) e taxa de

0.0056% na Grécia (Tseliou ef al., 2003) (Figura 6).
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Figura 6: Mapa indicando paises endémicos para o HTLV-1. Na cor marrom escuro sao
encontrados paises que possuem areas com prevaléncia que varia de 1 a 5%. Na cor
laranja, destacam-se os paises com baixa prevaléncia (menor que 1% em alguns grupos)
devido ao processo de imigracdo das areas endémicas (adaptado de Proietti et al.,
2005).
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A distribui¢do geografica do HTLV-2, por sua vez apresenta um perfil
diferenciado daquele descrito para o HTLV-1, ocorrendo mais frequentemente entre
grupos populacionais distintos e aparentemente nao relacionados entre si, habitando
diversas areas geograficas (Ministério da Saude, 2004).

Na América do Sul, o HTLV-2 esta presente em distintas populagdes da
Colombia, Argentina e Brasil, onde trés subtipos moleculares, o HTLV-2a e HTLV-2b
foram identificados em indigenas e UDI (Dube et al., 1993; Lee et al., 1993; Ishak et
al., 1995; Eiraku et al., 1996; Switzer et al., 1996), ¢ HTLV-2¢ encontrado em
indigenas (Ishak ez al., 1995, 2001).

O HTLV-2 também esta presente na América do Norte (Hjelle et al.,
1993) e na América Central (Heneine et al. 1991). E além das populagdes indigenas
amerindias, o HTLV-2, também, foi encontrado em areas urbanas, entre usuarios de
drogas injetaveis da Europa e da América do Norte (Ehrlich et al., 1989; Lee et al.,
1989; Egan et al; 1999). No continente asidtico, a soroprevaléncia deste subtipo
restringiu-se aos nativos da Mongolia (Hall ez al., 1994).

No continente africano, a infeccdo pelo HTLV-2 foi evidente em
diferentes comunidades de pigmeus (Goubau et al., 1993) e, particularmente, em
pigmeus do Camardes (Mauclere et al., 1997). Na regidao do Congo, foi encontrado o
novo subtipo HTLV-2d em pigmeus de Efe Bambuti com as seqiiéncias mais
divergentes entre os HTLV-2 até¢ entdo conhecidos (Vandame et al., 1998). Estudos
realizados na cidade de Dakar, Senegal, encontraram uma soroprevaléncia de HTLV-1 e
de HTLV-2 de 0,16% em doadores de sangue, sendo sete identificados como HTLV-1a,

subtipo Cosmopolita ¢ um como HTLV-2 (Diop et al., 2006).
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1.3.2 Distribuicio do HTLYV no Brasil

Estudos de prevaléncia em grupos especificos confirmam a presenca do
HTLV-1 e HTLV-2 em todo o Brasil. Sendo possivel que o HTLV-1 tenha chegado ao
pais principalmente pelo trafico de escravos vindos da Africa, assim como pela
imigragao japonesa, enquanto que o HTLV-2, de maneira mais remota, pode ter origem
associada a imigragao de asidticos e ancestrais dos povos indigenas em tempos pré-
colombianos (Catalan-Soares & Proietti, 2006).

No Brasil, desde 1989, ha estudos relatando a ocorréncia de HTLV-1 e
HTLV-2, assim como a ocorréncia da infeccdo por estes agentes associados com
doencas (Cortes et al., 1989; de Oliveira et al., 1990; Proietti et al., 1994; Galvao-
Castro et al., 1997). A infeccao pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 encontra-se presente em
todas as regides brasileiras, mas as prevaléncias variam de um estado para o outro,
sendo mais elevadas na Bahia, Pernambuco, Maranhao e no Par4 (Dourado et al., 2003;
Catalan-Soares et al., 2005). Sendo que, baseado nos diversos estudos soroldgicos
conduzidos no pais, estima-se que haja cerca de 750.000 portadores do HTLV no Brasil
(Ministério da Saude, 2004).

A infeccdo pelo HTLV-1 ¢, no Brasil, considerada endémica, mas
quando comparada com os indices de prevaléncia do Japdo, apresentam valores
inferiores na populagdao geral (Farias de Carvalho et al., 1997; Galvao-Castro et al.,
1997).

Um estudo realizado na Bahia avaliou a soroprevaléncia de HTLV-1 e
HTLV-2 em cidades do interior do Estado (Catolandia, Ipupiara, Jacobina e Prado),
onde se observou uma prevaléncia geral de HTLV-1 de 0,3%, sendo que nenhum

individuo apresentou anticorpos anti-HTLV-2 (Brito et al., 1998). Em outro estudo
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desenvolvido no mesmo Estado, mas com mulheres gravidas, foi encontrada uma
prevaléncia de 0,84% para o HTLV-1 (Bittencourt et al. 2001).

Em 2003, na cidade de Salvador, Bahia, foi conduzida uma pesquisa em
uma amostra representativa da populagdo geral desta cidade constituida de 1385
individuos, sendo observada uma prevaléncia para HTLV-1 de 1,76% (Dourado et al.,
2003). Na Bahia, relata-se, também, de maneira importante, a soroprevaléncia de 35,2%
para HTLV-1/2 entre UDIs (Ministério da Saude, 2004).

No Estado do Ceara, um estudo realizado em 191 amostras sororreativas
para HTLV-1/2 por ELISA de individuos atendidos no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Ceara (HEMOCE), demonstrou a confirmag¢do dos
resultados por Western-Blot para HTLV-1 e HTLV-2 em 73 amostras (38%) e resultado
indeterminado em 118 (62%) (Santos ef al., 2003). Notam-se também neste estado, os
primeiros casos comprovados de associagdo de PET/MAH ao HTLV-1 na capital
Fortaleza (Castro-Costa et al., 1991)

No Rio de Janeiro, foi encontrada uma soroprevaléncia para HTLV de
4% em homossexuais, 9% entre profissionais do sexo (no Rio de Janeiro e Minas
Gerais) (Ministério da Satde, 2004), além de uma prevaléncia de 16,5% entre UDIs
(Guimaraes et al., 2001). Outro estudo realizado no Rio de Janeiro, observou uma taxa
de prevaléncia de 18,2% entre pacientes com doenca hematologica (Ministério da
Saude, 2004).

No Estado de Sdo Paulo, em um estudo realizado com amostra
representativa de doadores do banco de sangue do estado, foi identificada uma
prevaléncia de 0,15% para o HTLV-1 e 0,03% para o HTLV-2 (Ferreira Janior ef al,

1995). Encontra-se, também neste Estado, taxas de soroprevaléncia para HTLV de 10%
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entre pacientes com Aids e 1% entre portadores assintomaticos do HIV (Ministério da
Saude, 2004).

Na regido Sul do Brasil, foi realizado um estudo soroepidemioldgico
demonstrando a infec¢do pelo HTLV-2 entre os indios Guarani com uma taxa de
soropositividade de 5,76% (3/52) (Menna-Barreto et al., 2005). No Parana, foi relatada
uma taxa de infeccdo de 6,5% entre individuos co-infectados por HIV/HTLV
(Morimoto et al., 2005).

Foi realizada uma importante pesquisa conduzida para determinar e
quantificar a distribuigdo geografica das taxas de prevaléncia para HTLV-1 ¢ HTLV-2
em candidatos a doadores de sangue, de 27 areas urbanas correspondendo as capitais de
cada um dos Estados brasileiros ¢ do Distrito Federal, no periodo de 1995 a 2000
(Catalan-Soares et al., 2005). As taxas de prevaléncia médias obtidas apresentaram
grande heterogeneidade na distribui¢do geografica, variando de 0,4/1.000 em
Floriandpolis, na Regido Sul, até uma taxa 25 vezes maior, 10/1.000 em Sao Luis, na
Regido Nordeste. Sendo observado que, em média, as taxas de soropositividade sao
menores nas capitais do sul do pais, tendendo a aumentar em dire¢gdo ao Nordeste e

Norte (Figura 7).
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Figura 7 — Prevaléncia da infec¢ao por HTLV-1/2 (por 1000 individuos). Dados obtidos
a partir da triagem soroldgica em candidatos a doadores de sangue dos 26 estados e o
Distrito Federal do Brasil (adaptado de Catalan-Soares et al., 2005).
1.3.3 Distribuicio do HTLV na Amazoénia

Na Regido Norte, em uma pesquisa conduzida entre 11121 candidatos a
doagdo de sangue do banco de sangue do Estado do Acre, no periodo de 1998 a 2001,
observou-se soroprevaléncia de 0,07% para HTLV-1 e 0,03% para HTLV-2 (com
confirmagdo por Western-Blot) (Colin et al., 2003).

No Estado do Pard e na regido amazonica proxima ao estado, estudos
conduzidos em diferentes grupos populacionais (indigenas, doadores de sangue,
imigrantes de area endémica e pacientes com doenga associada ao HTLV), demonstram

a ocorréncia da infeccdo pelos HTLV-1/2 na regido (Ishak et al., 1995; 1998; 2001;
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2002; Vallinoto et al., 2002; 2004; 2006). Ishak et al. (1995) avaliaram a prevaléncia da
infeccdo pelo HTLV-2 em 1342 indios de 25 comunidades indigenas da Amazodnia,
sendo observada sororreatividade de 7,8% para HTLV-2, sendo 67 amostras
provenientes da comunidade Kayapd, o que corresponde a uma taxa de soroprevaléncia
acima de 30% para esta tribo. A infeccdo foi encontrada, também, nas comunidades
Munduruku, Tiry6 e Arara do Laranjal. Em 2001, outro estudo foi realizado entre
indigenas da aldeia Kararao (Kayap6), onde se observou a infeccao por HTLV-2¢ em
dois individuos (mae e filho) de 26 estudados, tendo, as andlises moleculares,
comprovada a transmissao vertical (Ishak et al., 2001).

A presenga de HTLV-2 também foi observada na area urbana do Estado
do Par4 em candidatos a doagdo de sangue do Centro de Hemoterapia e Hematologia do
estado do Para (HEMOPA) (Ishak et al., 1998), assim como entre individuos infectados
pelo HIV-1, onde se observou uma taxa de co-infec¢ao de 4,7% para o HTLV-2 e 2,7%
para o HTLV-1 (Vallinoto et al., 1998). Estudos de Vallinoto et al. (2002) também
encontraram a infeccdo por HTLV-2¢ em populagdes urbanas e amerindios.

Analisando um grupo de individuos infectados pelo HIV-1 oriundos de
Belém (Para) e Macapa (Amapd), Laurentino et al. (2005) encontraram a co-infecg¢ao
em seis pacientes de Belém, dos quais dois foram caracterizados como HTLV-1la
(subgrupo Transcontinental) e quatro foram caracterizados como HTLV-2c.

Um grupo de 168 imigrantes japoneses residentes na cidade de Tomé—
Acu, Para foi analisado quanto a prevaléncia da infec¢cdo pelo HTLV, sendo verificada
uma taxa de infeccdo de 1,78% (Vallinoto et al., 2004). No mesmo estudo, as trés
amostras positivas foram caracterizadas filogeneticamente como HTLV-la

(Cosmopolita), sendo duas do subgrupo Japonés e uma do subgrupo Transcontinental. A
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presenca do HTLV-1a, subgrupo Transcontinental, também foi evidenciada em dois
habitantes de comunidades remanescentes de quilombos localizados na Ilha de Maraj6
(Vallinoto et al., 2006).

Estudos de Ishak et al. (2002), encontraram oS primeiros casos
comprovados de uma provavel associagao entre o HTLV-1 e PET/MAH, em Belém-
Pard, baseando-se na andlise de pacientes com paraparesia progressiva de origem
indeterminada, atendidos em uma clinica universitaria da cidade. Posteriormente, Souza
et al. (2006) avaliaram a ocorréncia da infec¢do por HTLV em cinco pacientes de um
hospital universitario de Belém-Pard, que tiveram diagndstico clinico de disturbio
neurodegenerativo tipico de PET/MAH, de acordo com critérios clinicos estabelecidos
pelo Programa Nacional de DST e AIDS do Ministério da Satde (Ministério da Saude,
2004), sendo todas as amostras caracterizadas como pertencentes ao HTLV-la,

Subgrupo Transcontinental.

1.3.4 Transmissdo do HTLV

O HTLV-1 e o HTLV-2 compartilham as mesmas formas de transmissao
dos outros retrovirus humanos. Entretanto, admite-se que, de maneira diferente do HIV,
a transmissdo do HTLV entre humanos ¢ dependente da veiculagdo de linfocitos
infectados (Ministério da Saude, 2004).

As principais vias de transmissdo sdo: a vertical (de mae para filho),
principalmente através da amamentacao prolongada, a sexual e a parenteral, por meio da
transfusdo de hemocomponentes celulares infectados ou compartilhamento de agulhas e
seringas contaminadas (Manns et al., 1999; Ministério da Satde 2004; Catalan-Soares

& Proietti, 2006).
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A transmissao da mae infectada para seu filho ocorre em
aproximadamente 20% dos casos e tal transmissdo tem sido relacionada com a carga
proviral da mae, aos elevados titulos de anticorpos € a amamentagao prolongada
(Kinoshita et al., 1984; Ureta-Vidal et al., 1999). A transmissdo vertical, no momento
do parto, parece ser menos importante (Fujino & Nagata, 2000) e pode ser dificultada
pela apoptose das células de placenta induzida pelo HTLV-1 (Fujino et al., 1999). Em
uma comunidade indigena da regido amazdnica brasileira, evidenciou-se a transmissao
de mae para filho do HTLV-2c, que ¢ um provavel mecanismo responsavel pela
endemicidade do HTLV-2 nestas populagdes relativamente fechadas (Ishak et al.,
2001).

Tal como acontece com outras infec¢des sexualmente transmissiveis, a
infeccdo pelo HTLV-1 esta associada a relagdes sexuais desprotegidas, a presenca de
ulceras genitais e promiscuidade sexual (Catalan-Soares et al., 2003; Belza, 2004).
Estudos transversais, que avaliam a dire¢do na transmissao sexual, sugerem que haja
uma transmissdo mais eficiente de homens para mulheres (Kajiyama et al., 1986;
Murphy et al., 1989a, 1996; Larsen et al, 2000). Entretanto, estudos prospectivos
apresentam resultados divergentes em relacdo a dire¢do da transmissdao. Um deles
mostra elevada transmissao na dire¢do homem/mulher (Stuver et al., 1993); enquanto
que outros dois mostram que nao héd diferenca significante entre a transmissao
homem/mulher ou mulher/homem (Figueroa et al., 1997; Roucoux et al., 2005).

A exposi¢ao intravenosa a sangue contaminado parece ser uma eficiente
forma de transmissdo do HTLV-1, uma vez que prévios relatos demonstram que isso
ocorria principalmente pela transfusdo de hemocomponentes que nao eram testados para

HTLV-1 (Okochi et al., 1984; Manns et al., 1992). A maioria dos estudos
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epidemiologicos para HTLV-1 relatava a transfusdo, no passado, como um importante
fator de risco para a infec¢do pelo HTLV-1 (Murphy et al, 1996; Schreiber et al.,
1997). Entretanto, nos tltimos 20 anos, a pesquisa de anticorpos contra HTLV-1/2 em
candidatos a doagdo de sangue foi implementada em vérios paises (Japao, EUA,
Canada, Brasil, entre outros paises europeus) e esta medida publica se reflete
atualmente na diminuicdo de infecgdes pelo HTLV por meio de transfusdo de sangue
(Taylor, 1996; Catalan-Soares et al., 2001).

A transmissao por compartilhamento de agulhas e seringas contaminadas
pelo HTLV-1 e HTLV-2 também sao formas importantes de transmissao (Feigal et al.,
1991; Khabbaz et al., 1992). O HTLV-2 mostra-se com maior prevaléncia entre UDIs
norte-americanos e europeus do que o HTLV-1 (Lee ef al., 1989, 1990; Murphy et al.,
1998; Liu et al., 2001), enquanto que o HTLV-1 tem maior prevaléncia entre usuarios
de drogas injetaveis no Brasil (Etzel ef al., 2001) e em Nova lorque (Ehrlich & Poiesz,

1988; Lee et al., 1990).
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1.4 PATOLOGIAS ASSOCIADAS A INFECCAO PELO HTLV-1

Apesar de mais de 90% dos individuos infectados por HTLV-1
permanecer assintomatico ao longo da vida, sabe-se que este agente ¢ etiologicamente
responsavel por algumas sindromes clinicas de natureza neoplasica, inflamatoria ou
degenerativa (Bangham, 2000; Ministério da Satde, 2004).

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus associado a doenga humana, sendo
claramente associado a Leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA ou ATL)
(Poiesz et al., 1980; Yoshida et al., 1982); a Paraparesia espastica tropical/Mielopatia
associada ao HTLV (Gessain et al., 1985; Osame ef al., 1986; Roman & Osame, 1988);
a Uveite (Pinheiro 1995; Mochizuki et al., 1992); e a dermatite infecciosa (LaGrenade

et al., 1990), sendo também associado a casos de Polimiosite (Beilke ef al., 1996).

1.4.1 Leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA)

A Leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA) foi inicialmente
descrita no Japao por Uchiyama et al. (1977), que observaram que um tipo particular de
leucemia de células T associava-se com a presenga de linfocitos multilobulados, com
freqiientes lesdes dsseas, com hipercalcemia, com rapida progressdo para morte, € que
0s casos se agrupavam em uma regido geografica do sul do Japao. A partir de entdo,
passou a ser relatada em outras partes do mundo e logo associada a infecgdo pelo
HTLV-1 em pacientes no Sudoeste do Japao (Poiesz et al., 1980; Yoshida et al., 1982).

O tempo compreendido entre a infec¢ao e o desenvolvimento da doenga
tem sido estimado entre 30 e 50 anos de idade, sendo atribuido ao fato de que na

maioria, se ndo em todos os casos de LLcTA, a infeccdo com o virus foi adquirida na
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infancia e a manifestacao clinica se da na fase adulta, usualmente apds 40 anos de idade
(Tajima et al., 1985; Murphy et al., 1989b).

Na LLcTA, as células leucémicas, preferencialmente a subpopulagdo de
linfocitos T auxiliares (CD4"), foram denominadas flower cell e sdo caracterizadas por
um acentuado pleomorfismo celular, com ntcleo polilobulado, cromatina condensada e
citoplasma escasso (Silva et al., 2002a; Matsuoka, 2005).

A LLcTA ¢ classificada em quatro categorias clinicas: aguda, cronica,
smoldering e linfomatosa. A forma aguda compreende de 55% a 75% de todos os casos
da doenca e, na auséncia de tratamento especifico, leva rapidamente ao Obito, com
sobrevida inferior a 12 meses. As formas clinicas cronica e smoldering, por outro lado,
apresentam um curso prolongado da doenca, sendo freqlientemente assintomaticos
(Proietti et al., 2005).

Nas formas clinicas mais agressivas da LLcTA (aguda e linfomatosa), o
paciente pode apresentar complicacdes adicionais a exemplo de linfoadenomegalias,
hepatoesplenomegalia, infiltragdo pulmonar, lesdes de pele, lesdes Osseas, além de
hipercalcemia causada pelo aumento da reabsorcdo oOssea pelos osteoclastos. A
imunodeficiéncia ¢ relatada freqlientemente, predispondo o paciente a constantes
infec¢des oportunistas, sejam por bactérias, virus, fungos ou parasitas, com destaque
para Pneumocystis carinii € Strongiloides stercorallis (Silva et al., 2002a; Yamaguchi,

2000; Manns et al., 1999).
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1.4.2 Paraparesia espastica tropical/Mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH)

A Paraparesia espastica tropical/Mielopatia associada ao HTLV
(PET/MAH) ¢ uma doenga desmielinizante cronica e progressiva associada a infecg¢ao
pelo HTLV-1, que afeta predominantemente a coluna vertebral. Relata-se que esta
doenca afeta entre 0,2 e 5% dos individuos infectados na quarta década de vida
(Vernant et al., 1987; Kaplan et al., 1990).

Os sintomas iniciais mais prevalentes de PET/MAH sao fraqueza e
rigidez dos membros inferiores (Osame et al, 1987; Vernan et al., 1987). Outros
sintomas comumente presentes sao dor lombar, um grau variavel de perda sensorial e
distarbios da bexiga tal como urgéncia urindria e incontinéncia. Com o progresso da
doenca, constipacdo, megacolon, impoténcia sexual, dor durante a erecdo peniana e
decréscimo da libido podem se tornar aparentes. Hiperreflexia dos membros inferiores e
sinal de Babinski sdo geralmente vistos inicialmente no curso de PET/MAH (Ferreira
Janior et al., 1997). A doenga frequentemente progride mais rapidamente apos um
periodo de 5-10 anos e entdo tende a se estabilizar com niveis severos de desabilidade
cronica (Kira et al., 1991).

Um grupo de pesquisadores de HTLV, no ano de 1989, formou um
comité especifico junto a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), para a elaboragdo de
critérios diagnoésticos a serem utilizados na definicao de PET/MAH (Quadro 1). Sendo
importante ressaltar que um sintoma ou sinal isolado pode ser a Unica evidéncia de

PET/MAH na sua fase inicial (Takayanagui & Castro-Costa, 2006).



45

Quadro 1 — Critérios de diagnostico de PET/MAH, segundo a OMS (1989).

Critérios

Idade e Sexo:

- Frequentemente esporadica e em adultos, mas as vezes familiar, ocasionalmente
visto em criangas; predominio nas mulheres.

Instalacao:

- Geralmente insidiosa, mas pode ser subita.

Principais Manifestacoes Neuroldgicas:

- Paraparesia espastica cronica que progride geralmente de forma lenta, as vezes
permanece inalterada apds progressao inicial.

- Fraqueza dos membros inferiores, de predominio proximal.

- Disturbio vesical ¢ uma caracteristica precoce; constipagdo intestinal ocorre mais
tardiamente; impoténcia e diminui¢ao da libido sdo frequentes.

- Sintomas sensitivos como formigamento, agulhadas e queimacdo, sdo mais
proeminentes do que sinais fisicos objetivos.

- Dor lombar baixa com irradiagdo para os membros inferiores ¢ comum.

- Sensibilidade vibratoria ¢ mais frequentemente comprometida que a proprioceptiva.

- Hiperreflexia dos membros inferiores, frequentemente com clonus e sinal de
Babinski.

- Hiperreflexia dos membros superiores e os sinais de Hoffmann e de Tromner sao
frequentes; a fraqueza pode estar ausente.

- Reflexo mandibular exaltado em alguns pacientes.

Achados Neurolégicos menos frequentes:

- Sinais cerebelares; atrofia Optica; surdez; nistagmo; déficit de outros nervos
cranianos; tremor de maos; auséncia ou diminuicao do reflexo aquiliano.

- Crises convulsivas; déficit cognitivo; deméncia ou comprometimento da consciéncia
sa0 raros.

Outras Manifestacoes Neuroldgicas:

- Atrofia muscular; fasciculacdo (rara); polimiosite; neuropatia periférica;
polirradiculopatia; neuropatia de nervos cranianos; meningite; encefalopatia.

Manifestacoes Sistémicas Nido Neurologicas que Podem Estar Associadas com
PET/MAH:

- Alveolite pulmonar; uveite; sindrome de Sjogren; artropatia; vasculite; ictiose;
crioglobulinemia; gamopatia monoclonal; leucemia / linfoma de células T do adulto.

Diagndstico Laboratorial:

- Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 ou de antigenos no sangue e no LCR.
- LCR pode apresentar pleocitose linfocitaria moderada.

- Linfocitos lobulados podem estar presentes no sangue e/ou no LCR.

- Pode ocorrer hiperproteinorraquia leve e moderada.

- Isolamento viral quando possivel no sangue e/ou no LCR.

Fonte: adaptado de Takayanagui & Castro-Costa, 2006.
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Entretanto, ao longo desses anos, neurologistas brasileiros reuniram-se
com profissionais de outros paises da América do Sul, Europa e Estados Unidos da
América (EUA), com o objetivo de propor um modelo de diagnostico de PET/MAH que
considere niveis de defini¢do diagndstica como Possivel, Provavel e Definida, de acordo
com os sintomas mielopaticos, achados sorologicos e moleculares. Este novo modelo
proposto considera os principais topicos salientados pela OMS, constituindo-se em uma
ferramenta complementar aos critérios da OMS, sendo 1til para o segmento clinico-
terapéutico (Quadro 2) (Castro-Costa ef al., 2006).

Neste novo modelo também foi dada importancia a exclusao de outras
condigdes clinicas semelhantes que sao: meningite carcinomatosa; paraparesia espastica
familiar; mielite transversa; esclerose lateral primaria; sindromes paraneoplasicas;
siringomielia; doenga de Lyme; deficiéncia de folato e vitamina B 12; doenga de
Behget; neurosifilis; neurotuberculose; sarcoidose; mielopatia vacuolar do HIV; doenca
vascular do colageno; mielopatia autoimune; sindrome de Sjogren; mielopatia toxica;
esclerose lateral amiotrofica; mielopatia fungal; fistula arteriovenosa espinhal;
mielopatia hepatica; mielopatia parasitica (larva migra visceral de Toxocara canis e
Ascaris suum); compressao da medula espinhal (tumor espinhal, espondilose cervical,
tumor cerebral parasagital, entre outros); mielopatias regionais endémicas com similar

manifestagdes clinicas (incluindo esquistossomose e neurocisticercose).
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Quadro 2 — Niveis de definicdo diagndstica de PET/MAH (Castro-Costa et al., 2006).

Niveis de Definicao Diagndstica

Definido

1. Paraparesia espdstica progressiva, ndo remissiva, associada a marcha
suficientemente comprometida para ser percebida pelo proprio paciente; Sintomas ou
sinais sensitivos podem ou ndo estar presentes. Quando presentes permanecem sutis e
sem nivel sensitivo. Sinais ou sintomas esfincterianos anais € urinarios podem ou nao
estar presentes;

2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro ¢ LCR, confirmados por Western Blot
e/ou detec¢do do DNA proviral no sangue e/ou LCR;

3. Exclusdo de outras condi¢des que se assemelham a PET/MAH.

Provavel

1. Apresentacdo monossintomatica: espasticidade ou hiperreflexia dos membros
inferiores ou sinal de Babinski com ou sem sinais sensitivos sutis ou bexiga
neurogénica isolada confirmada por testes urodinamicos;

2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e/ou LCR, confirmados por Western
Blot e/ou detec¢ao do DNA no sangue e/ou LCR;

3. Exclusdo de outras condigdes que se assemelham a PET/MAH.

Possivel

1. Apresentacdo clinica completa ou incompleta;

2. Presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e/ou LCR, confirmados por Western
Blot e/ou detec¢ao do DNA no sangue e/ou LCR;

3. Nao exclusdo de outras condigdes que se assemelham a PET/MAH.

Fonte: adaptado de Castro-Costa et al., 2006.

1.4.2.1 Carga proviral e niveis de linfocitos T CD4+ e T CDS8+ associados com a
PET/MAH
A baixa incidéncia da PET/MAH (0,2 a 5%) nos portadores do HTLV-1

sugere que interagdes virus-hospedeiro influenciam na patogénese dessa doenga
inflamatoria (Martins & Stancioli, 2006). Uma carga proviral elevada e uma resposta
imune aumentada para HTLV-1 sdo caracteristicas de pacientes com PET/MAH,
quando comparadas com o observado em portadores assintomaticos (Nagai ef al., 1998;
Montanheiro et al., 2005; Olindo et al., 2005).

No fluido cérebro-espinhal (FCE) de pacientes com PET/MAH,
linfécitos T CD4" infiltrantes parecem ser o principal reservatorio para o virus. Desta

maneira, 0 HTLV-1 parece atravessar a barreira hemato-encefalica por migracdo dos
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linfécitos infectados e, como no sangue periférico, a proliferacao das células infectadas
dentro do CSF ¢ confrontada por uma intensa imunidade celular anti-HTLV-1 nos
pacientes com PET/MAH (Cavrois et al., 2000).

Hé pesquisas que avaliam os niveis de linfocitos T CD4" também por
secretarem citocinas neurotoxicas e pro-inflamatorias, por serem o grupo de células
infectadas pelo HTLV que mais se concentra no LCR no inicio da PET/MAH, por
ajudarem na ativagio da resposta imune celular (T CD8") em animais e humanos e por
serem os principais alvos do HTLV-1, o qual estd mais associado a doengas (Goon et
al., 2004).

Assim como, h4d muitos estudos que avaliam os niveis de linfécitos T
CDS8" especificos para HTLV entre pacientes doentes com PET/MAH e assintomaticos,
visto que a principal resposta imune desenvolvida no hospedeiro contra os antigenos do
HTLYV (proteinas Tax, Env, Rex e Gag) se da pela ativacao de linfocitos T citotoxicos
(CD8"), ¢ estes produzem mediadores inflamatérios como Interferon-gama (INF-y) que
sdao encontrados em altos niveis no LCR e nas lesdes da medula espinhal de pacientes
com PET/MAH (Kubota et al., 2000; Goon ef al., 2004).

Estudos prévios demonstram, também, uma correlagdo entre a carga de
DNA proviral e a frequéncia de linfocitos T CD8" Tax especificos em pacientes com
PET/MAH, sugerindo que a resposta celular mediada pelos linfocitos CD8" Tax
especifico estaria ligada diretamente aos niveis de carga de DNA proviral (Nagai et al.,
2001). Estes linfocitos T CD8" especificos para Tax produzem mediadores inflamatorios
como Interferon-gama (INF-y), e esta atividade pode estar diretamente ligada a carga

proviral e ao desenvolvimento de PET/MAH (Kubota et al., 2000; Nagai et al., 2001).
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1.5 PATOLOGIAS ASSOCIADAS A INFECCAO PELO HTLV-2

HTLV-2 foi isolado inicialmente de uma linhagem de células T (Mo-T)
derivada de um paciente com uma forma variante rara de leucemia de célula pilosa
(Kalyanaraman et al., 1982). Num segundo paciente com uma leucemia de célula T
CDS8" e coexistente leucemia de célula B pilosa foi detectada infecgdo por HTLV-2
(Rosenblatt et al., 1986). Contudo, uma associacao entre leucemia de célula pilosa e
HTLV-2 ainda nao foi confirmada. Aparentemente o HTLV-2 parece desempenhar um
papel em desordens linfoproliferativas de células T. O HTLV-2 tem, também, sido
detectado em um pequeno nimero de pacientes com mielopatia espastica e graus
variaveis de ataxia (Hjelle et al., 1992; Harrington Jr. ef al., 1993).

Além disso, uma sindrome neurologica similar a PET/MAH tem sido
descrita em raros pacientes co-infectados com HIV-1 e HTLV-2 (Rosenblatt et al,
1992), e pelo menos um paciente infectado com HTLV-2 tem sido identificado com
uma doenga neurologica progressiva cronica clinicamente indistinguivel de PET/MAH
(Jacobson et al., 1993; Silva et al., 2002b), neste paciente, nenhum outro retrovirus
humano pdde ser detectado, sugerindo que ambos HTLV-1 e HTLV-2 podem estar

diretamente relacionados a PET/MAH.
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1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo Geral:

Efetuar a caracterizagao molecular e imunoldgica da infec¢do pelo Virus
linfotropico de células T humanas (HTLV) em portadores assintomaticos € com

sintomatologia neuroldgica caracteristica de PET/MAH.

1.6.2 Objetivos Especificos:

1) Comparar a frequéncia dos tipos e subtipos de HTLV circulantes nos portadores

assintomaticos e nos pacientes com sintomas de PET/MAH;

i1) Correlacionar os valores de carga proviral, observados nos portadores assintomaticos
e nos pacientes com PET/MAH, com a presenca ou auséncia de sinais e sintomas de

PET/MAH;

iii) Comparar niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CDS" entre o grupo controle, de
individuos soronegativos para HTLV, o de portadores assintomaticos do HTLV-1 e com

PET/MAH.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 DESENHO DE ESTUDO

Os pacientes portadores de HTLV diagnosticados na cidade de Belém,
sao encaminhados ao ambulatério do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da
Universidade Federal do Parda (UFPA), para avaliacao de médico infectologista, além de
outros especialistas (hematologista, dermatologista, neurologista) dependendo da
apresentacao clinica da doencga, quando esta estiver presente.

A partir de entdo foi desenvolvido este estudo observacional, transversal,
onde foram estudados, entre os anos de 2007 e 2008, os casos de infec¢ao por HTLV
detectados em individuos referenciados ao servico ambulatorial do Nucleo de Medicina
Tropical (NMT), com doenca neuroldgica associada ao HTLV ou assintomaticos.

Estes individuos foram esclarecidos sobre os procedimentos e objetivos
da pesquisa, sendo solicitado aos que quiseram participar, a assinatura no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os procedimentos incluiram: a)
informacdes sobre infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) por meio de uma
abordagem educativa que minimizasse o estigma das IST; b) preenchimento de
questionario contendo variaveis demograficas, epidemioldgicas e clinicas (Anexo 2); ¢)
coleta de 10 ml de sangue periférico.

O sangue colhido dos individuos participantes foi transportado, no
mesmo dia, ao Laboratorio de Virologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Para (UFPA), onde foi processado para realizagdo de
confirmagdo soroldgica da infecgdo, de contagem de linfocitos T CD4" e T CD8", bem
como para a realizacdo de técnicas de biologia molecular para pesquisa do DNA

proviral do HTLV-1/2 e, consequentemente, sua caracterizagdo molecular. Outra
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aliquota da amostra foi enviada a fundagdo Hemopa para a realizagdo da quantificagao

de carga proviral do HTLV.

2.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS INVESTIGADAS
2.2.1 Individuos sintomaticos soropositivos para HTLV

Este grupo foi composto por 19 individuos procedentes do Nucleo de
Medicina Tropical (NMT), que foram submetidos a exames neuroldgicos, a analise
soroldgica para o HTLV com resultado posterior positivo € que inicialmente tiveram
diagnostico clinico de disturbio neurodegenerativo tipico de Paraparesia espastica
tropical/Mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH), sendo 11 mulheres (57.9%) e oito
homens (42.1%), com idade variando entre 28 e 78 anos € média de 54.4 anos (Desvio
Padrao - DP +14.4). Entretanto, apenas 16 destes individuos tiveram confirmado,
posteriormente, o diagnostico de PET/MAH, sendo outros dois diagnosticados com
Polineuropatia Periférica (PP) e outro diagnosticado com Mononeuropatia Periférica de
membro inferior esquerdo (MP). E como estas sintomatologias estdo dentro dos
critérios de diagnostico de PET/MAH, estes individuos permaneceram no estudo

(Quadro 3).
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Quadro 3 — Individuos sintomaticos, segundo suas manifestacdes neuroldgicas.

Paciente Idade

Sexo

Manifestacoes Neuroldgicas

Dor lombar, for¢a muscular diminuida, paraparesia espatica,

RSM 4 F parestesia e dor nos mmii, alteracao esfincteriana (PP).
Dor lombar, forca muscular diminuida, paraparesia seguida
ESCN 57 M  de tetraparesia espastica, alteragao esfincteriana, impoténcia
(PET/MAH).
Dor lombar, for¢a muscular diminuida, paraparesia espatica,
EMM 33 M parestesia e dor nos mmii, alteragdo esfincteriana,
impoténcia (PET/MAH).
AAMC 50 F Forga ~muscular qiminuida, parestesia e dor nos mmii,
alteracdo esfincteriana (MP).
Dor lombar, for¢a muscular diminuida, paraparesia espatica,
MCAS 52 F  parestesia e dor nos mmii, alteragdo esfincteriana,
constipacao intestinal (PET/MAH).
WNO 39 M Dor}ombar, forca muscglar d?minuida,' parestesia e dor nos
mmii, alteracao esfincteriana, impoténcia (PET/MAH).
SSRS 78 F Dor.!ombar, forga muscqlar diminuida, parestesia e dor nos
mmii, alteracdo esfincteriana (PET/MAH).
TSQ 43 F Dor.!ombar, for¢a muscular dimi'nuida, parestesia e dor nos
mmii € mmss, alteragdo esfincteriana (PET/MAH).
GOS 57 F Dor.!ombar,. forga muscglar diminuida, parestesia e dor nos
mmii, constipagdo intestinal (PET/MAH).
For¢a muscular diminuida, dor nos mmi, impoténcia
CAOD 33 M ppTMAR),
MSRL 47 F Dor}ombar, forga muscular dimi‘nuida, parestesia e dor nos
mmii e mmss, alteracdo esfincteriana (PET/MAH).
For¢a muscular diminuida, dor nos mmii, constipagdo
ACAP 64 M intestinal e impoténcia (PET/MAH).
Dor lombar, parestesia em mmii, alteragdo esfinscteriana
JGR 69 M pprMAH).
IMPC 63 M Dor.!ombar,. forga muscglar di.minuida,.parestesia e dor nos
mmii, constipacdo intestinal e impoténcia (PET/MAH).
Dor lombar, for¢ca muscular diminuida, parestesia e dor nos
MAC 59 F  mmii, alteragdo esfincteriana, constipagdo intestinal
(PET/MAH).
Dor lombar, for¢ga muscular diminuida, parestesia e dor nos
ASP 63 F  mmii, constipacdo intestinal e alteracdo esfinsteriana
(PET/MAH).
NACS 73 F Dor lombar, for¢ga muscular diminuida, parestesia e dor nos
mmii, constipagao intestinal (PET/MAH).
TTCL 66 F Dor lombar, for¢ga muscular diminuida, parestesia e dor nos
mmii, alteracao esfincteriana (PET/MAH).
NRC 53 M Dor lombar, for¢ga muscular diminuida, parestesia e dor nos

mmii, marcha normal (PP).

Mmii: membros inferiores; mmss: membros superiores.
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Apo6s o diagndstico clinico, as amostras de sangue, coletadas em tubos
contendo EDTA, foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFPA para avalia¢do dos niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CD8",
confirmacdo sorologica da infecgdo pelo HTLV-1/2 e posterior caracterizagao
molecular do virus circulante, sendo as aliquotas de plasma e de leucécitos (PBMC)
congeladas a -20°C até¢ o momento do uso. Outra aliquota destas amostras de sangue foi

enviada a Fundagdo Hemopa para quantificacao da carga proviral.

2.2.2 Individuos assintomaticos soropositivos para HTLV

Este grupo foi composto por 42 individuos procedentes do Nucleo de
Medicina Tropical da UFPA, que foram submetidos a exames neurologicos, a analise
soroldgica para o HTLV com resultado posterior positivo ¢ que foram caracterizados
como assintomaticos para a infeccao pelo HTLV, sendo 31 individuos do sexo feminino
(73.8%) e 11 do sexo masculino (26.2%), com idade variando de 20 a 79 anos e uma
média de 40.7 anos (Desvio Padrao - DP +£14.8). As amostras de sangue destes
individuos foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFPA para avaliagdo dos niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CDS",
confirmacao sorologica da infec¢do pelo HTLV-1/2 e posterior caracterizagao
molecular do virus circulante, sendo as aliquotas de plasma e de leucécitos (PBMC)
congeladas a -20°C até¢ o momento do uso. Outra aliquota destas amostras de sangue foi

enviada a Fundagdo Hemopa para quantificacao da carga proviral.
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2.2.3 Individuos controles soronegativos para HTLV

Pertencem a este grupo, amostras de sangue de 100 individuos
funcionarios de Laboratorios de Analises Clinicas de Belém-PA, soronegativos para a
infeccdo pelo HTLV, sendo 70 individuos do sexo feminino (70%) e 30 do sexo
masculino (30%), com idade variando de 20 a 53 anos e uma média de 31.2 anos
(Desvio Padrao - DP +£8.1). As amostras de sangue destes individuos foram
encaminhadas ao Laboratorio de Virologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFPA
para avaliagio dos niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" e analise sorologica da
infeccdo pelo HTLV-1/2, sendo as aliquotas de plasma congeladas a -20°C até o
momento do uso. Vale ressaltar a especificidade destas amostras, uma vez que elas
foram coletadas segundo critérios de idade e género para que se pudesse ser feito um
pareamento mais confidvel com a populagdo de individuos com diagnostico clinico de
PET/MAH e assintomaticos.

Estes individuos também foram esclarecidos sobre os procedimentos e
objetivos da pesquisa, sendo solicitado aos que quiseram participar, a assinatura no

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).

2.3 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (processo n° 2061/2005), em obediéncia a
resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Satude, a qual trata das diretrizes ¢ Normas

Regulamentares da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Anexo 3).
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2.4 SOROLOGIA

Os soros ou plasmas foram testados para a presenca de anticorpos para
HTLV-1 e para HTLV-2, usando-se um ensaio imunoenzimatico, ELISA (HTLV-1/2
Ab-Capture ELISA Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA). Esse teste incluiu
0 uso combinado de quatro antigenos recombinantes: antigeno do envelope do HTLV-1,
antigeno do envelope do HTLV-2, e dois antigenos do capsideo viral do HTLV-1 e do
HTLV-2. As amostras reativas foram submetidas a confirmacao por Nested-PCR da
regido genodmica pX, que permite a diferenciagdo da infecgdo por HTLV-1 ou por

HTLV-2.

2.5 EXTRACAO DO DNA

Foi utilizado o método de extragdo de DNA total a partir de células
mononucleadas do sangue periférico, de acordo com o protocolo do kit EZ-DNA de
isolamento de acido nucléico da Biosystems, Biological Industries Ltd. O procedimento
ocorreu seguindo-se as etapas de lise celular, de precipitacdo de proteinas, de

precipitacdo do DNA e de hidratacao do DNA.

2.6 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)

A PCR foi efetuada em duas etapas (Nested PCR), para a amplificacdo de
duas regides gendémicas (pX e 5'LTR para HTLV-1 e HTLV-2) do DNA proviral do
HTLV, a partir do DNA dos individuos soropositivos. As amplificagdes de cada
segmento génico foram realizadas no equipamento termo-ciclador da Perkin-Elmer

Cetus Corp.,USA.
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2.6.1 Amplificacdo da regido pX

Um fragmento de 159 pb da regido pX foi amplificada com o objetivo de
investigar a presenca de um sitio de restricdo (T/CGA) para a enzima Tagl, o qual estd
presente apenas no HTLV-2, servindo portanto como critério de discriminagdo da
infeccdo pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2, confirmando assim a infeccdo por esse
retrovirus.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 50uL
contendo 500ng de DNA extraido, 200uM de cada dNTP, 20 pmol de cada iniciador,
KCl1 50mM, MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Tag DNA polimerase.
Em cada reacdo de amplificacdo, apds a desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos,
foram efetuados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a 51,6°C e 1 minuto a
72°C. Os ciclos foram seguidos por extensdo final de 10 minutos a 72°C. Posteriormente
foi realizada uma segunda etapa da reagao (Nested PCR) utilizando 3uL do produto da
amplificacdo anterior, considerando as mesmas condi¢des de reacdo. Nessas reacoes
foram utilizados pares de iniciadores internos e externos a regido gé€nica, cujas

seqiliéncias sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Iniciadores utilizados nas reacdes de Nested PCR da regido pX.

INICIADORES  GENE SEQUENCIA 5° -3 ETAPAS
TR101 pX 5’-TTCCCAGGATTTGGACAGAG-3’ 1°
TR102 pX 5’- GGGTAAGGACCTTGAGGGTC-3’ 1°
TR103L pX 5- CGGATACCCAGTCTACGTGTT- 3’ 2°

TR104 pX 5’- GAGCCGATAACGCGTCCATCG-3’ 2°
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A andlise de RFLP do produto do gene pX (159 pb) foi realizada
misturando-se 6,0ul do produto amplificado, 7,0uL de H,O, 1,5uL de tampao E
(Promega, Madison W1, USA) e 0,5uL da enzima de restri¢ao Tag/ (10U/uL, Promega,
Madison WI, USA), com posterior incubacao a 65°C por 5 horas. A presenca do sitio de
restri¢ao (T/CGA), gera dois fragmentos (85 pb e 53 pb), presente no HTLV-2 e ausente

no HTLV-1.

2.6.2 Amplificacdo da regido S’LTR do HTLV-1

As reagOes para amplificacdo da regidao 5’LTR foram executadas em um
volume final de 50uL, contendo 500ng de DNA extraido, 125 uM de cada dNTP, 20
pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 3,0 uM, KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10mM ¢ 0,5 U
de Tag DNA polimerase. Em cada reacdo de amplificagdo, apds a desnaturagdo inicial a
94°C por 5 minutos, foram efetivados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a
57°C e 1 minuto a 72°C. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensdo final de 10
minutos a 72°C. No passo seguinte da amplificacdo (Nested PCR) foram utilizados
3,0uL do produto da primeira amplificacio nas mesmas condi¢cdes de reacdo. Os

iniciadores internos e externos que foram utilizados estao descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Iniciadores utilizados nas reacdes de Nested PCR da regido 5’LTR do
HTLV-1.

INICIADORES GENE SEQUENCIA 5° - 3° ETAPAS
LTR-1.01 5’LTR-1 5 -TGAAATGACCATGAGCCCCAA-3’ 1°
LTR-1.02 5S’LTR-1 5-CGCGGAATAGGGCTACGCCT-3’ 1°
LTR-1.03 S’LTR-1 5-GGCTTAGAGCCTCCCAGTGA -3’ 2°
LTR-1.04 5’LTR-1 5-GCCTAGGGAATAAAGGGGCG-3’ 2°

O produto resultante da amplificagdo da regido 5’LTR (800 pb) foi
utilizado na andlise de sequenciamento de bases nucleotidicas e na constru¢do de

arvores filogenéticas.

2.6.3 Amplificacdo da regido S’LTR do HTLV-2

As reagdes para a amplificacao da regido 5’L7R foram executadas em um
volume final de 50uL, contendo 500 ng de DNA extraido, 125uM de cada dNTP, 20
pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 3,0 uM, KCI 50mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM ¢ 0,5 U
de Taq DNA polimerase. Em cada reagdao de amplificagdo, apos a desnaturagdo inicial a
94°C por 5 minutos, foram efetivados 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30 segundos a
57°C e 1 minuto a 72°C. Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensdo final de 10
minutos a 72°C. No passo seguinte da amplificagdo (Nested PCR) foram utilizados
3,0uL do produto da amplificagdo nas mesmas condi¢des de reagdo. Os iniciadores

internos e externos utilizados estdao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Iniciadores utilizados nas reacdes de Nested PCR da regido 5’LTR do
HTLV-2.

INICIADORES GENE SEQUENCIA 5° - 3 ETAPAS
F-IILTR 5’LTR-2 5>-TCGCGATGACAATGGCGACTAGCCTC-3’ 1°
Long Gag S’LTR-2 5>-GGGGGCTTTGGGTATTGGAGTTGGG-3’ 1°
Mol6 S’LTR-2 5>-GCCTCCCAAGCCAGCCAC-3’ 2°
MSW-Gag 5’LTR-2 5>-GGGAAAGCCCGTGGATTTGCCCCAT-3’ 2°

O produto da amplificacdo da regido 5’LTR (788 pb) foi utilizado na
andlise de sequenciamento de nucleotideos e posterior constru¢do de arvores

filogenéticas.

2.7 ELETROFORESE

Os produtos das amplificagdes e das digestdes enzimaticas foram
visualizados apo6s eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 3% para o
produto pX e em gel de agarose a 2% para os produtos 5°’LTR do HTLV-1 e do HTLV-
2, em tampao TAE 1x (TAE 50x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M ¢
EDTA-Na, 40 mM/1000 mL agua deionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio

(10mg/mL), mediante a utilizagao de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.8 PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

Foi realizada a reacao de purificagdo dos produtos amplificados da regiao
5’LTR a partir da PCR, com o objetivo de ter melhorado o processo de sequenciamento
de bases nucleotidicas. O processo de purificagdo seguiu o protocolo da QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen, INC., USA).
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2.9 SEQUENCIAMENTO

Ap6s a purificagdo do produto da PCR (regido 5’LTR), o DNA
amplificado foi submetido ao sequenciamento automadtico. A metodologia utilizada
baseou-se na sintese bioquimica da cadeia de DNA através do método de Sanger et al.
(1977) pelo kit da ABI PRISM™ 310 BigDye Terminator v3.1 Matrix Standards
(Applied Biosystems). As fitas de DNA foram sequenciadas em ambas as direcoes,
usando-se o equipamento de sequenciamento automatico ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). A técnica foi realizada de acordo com o protocolo que
se segue:

1) Para cada reacdo, misturar os seguintes reagentes em um tubo marcado:

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

O Terminator Ready Reaction Mix ¢ composto de A-Dye Terminator,
G-Dye Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP,

Tris-HCI pH 9,0, MgCl,, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTag DNA Polimerase, Fs.

i1) Colocar os tubos contendo a mistura no termociclador (Genedmp PCR System 2400)
e realizar 35 ciclos de 10 segundos a 94°C, 5 segundos a 57°C e 4 minutos a 60°C. Ao

final do processo, resfriar a mistura para 4°C.
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2.9.1 Precipitacio do DNA sequenciado

1) Adicionar 40uLl. de isopropanol a 65% aos 10pL da solucdo anteriormente
seqiienciada;

i1) Homogeneizar em agitado mecanico (vortex);

iii) Deixar a temperatura ambiente, ndo expondo a luz, por 15 minutos;

iv) Centrifugar por 25 minutos a 14000 rpm;

v) Desprezar o sobrenadante;

vi) Adicionar 300uL de etanol a 60%;

vii) Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos;

viii) Desprezar o sobrenadante;

ix) Secar na estufa a 37°C.

2.9.2 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, nas seguintes condi¢des: voltagem de corrida 12,2

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

2.10 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.10.1 Edicao e alinhamento das sequéncias

A analise comparativa entre as sequéncias nucleotidicas exigiu um
perfeito alinhamento das mesmas, considerando-se o pareamento de bases homologas.
O alinhamento foi realizado por meio do programa Clustal X (Thompson et al., 1997)

operado em Windows.



63

2.10.2 Analise nucleotidica

As analises referentes a freqliéncia das bases nucleotidicas, a
determinagdo das taxas de transversao/transi¢ao e o grau de divergéncia genética, entre
as seqiiéncias nucleotidicas e o perfil filogenético das cepas foram realizadas com o
auxilio do programa MEGA-4 — Molecular Evolutionary Genetics Analysis versao 4.0

(Tamura et al., 2007).

2.10.3 Analise filogenética

As relagoes filogenéticas entre os HTLV-1 e os HTLV-2 que foram
isolados neste estudo, com outras sequéncias previamente descritas na literatura e que
estdo disponiveis no Genebank, foram estabelecidas a partir das seqiiéncias
nucleotidicas da regido 5°LTR, as quais foram avaliadas a titulo de comparagdo e
discussdao, com o auxilio do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining)

para reconstrucao das andlises filogenéticas.

2.10.3.1 Método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining)

O método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) refere-se a
distancia genética entre as amostras, agrupando-as de acordo com a maior similaridade
(Saitou & Nei, 1987). De acordo com esse método, primeiramente estabelece-se os
calculos para o percentual de divergéncias entre todos os pares de seqiiéncia, corrigindo
estes valores para multiplas substitui¢des ao usar o modelo de Kimura 2-parametros e as
distancias corrigidas sdo usadas para construir as arvores filogenéticas. Para a realizagao
do mesmo, foi utilizado ainda o programa MEGA-4 — Molecular Evolutionary Genetics

Analysis versao 4.0 (Tamura et al., 2007). A sustentacdo estatistica da arvore
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filogenética foi efetuada por meio da analise de bootstrap que gerou 1000 réplicas

aleatorias do banco de dados.

2.11 CARACTERIZACAO DA CARGA PROVIRAL

Naqueles pacientes que apresentaram infec¢do pelo HTLV, a
quantificagdo da carga proviral para esse agente viral foi realizada por meio da PCR em
Tempo Real utilizando o sistema TagMan de trés seqiiéncias alvo desenvolvido pela
Applied Biosystems (PE Applied Biosystems, Foster City, USA), seguindo protocolo

previamente descrito (Tamegao-Lopes ef al., 2006).

2.12 QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T CD4" E LINFOCITOS T CD8"

As amostras de sangue dos pacientes com diagndstico clinico de
PET/MAH ou outros sintomas neurologicos soropositivos para o HTLV, dos portadores
da infeccao assintomaticos e dos individuos controles soronegativos foram processadas
dentro de 4 horas apds a coleta. A contagem de células T foi determinada por
Citometria de Fluxo (FacsCount, Becton & Dickinson, USA) usando o kit de
imunomonitoramento da FacsCountTM Reagents de acordo com o protocolo padrao

recomendado pelo fabricante (Becton Dickinson, USA).

2.13 METODOS ESTATISTICOS

As andlises comparativas dos valores dos niveis de linfocitos T CD4+ e T
CD8+ entre os grupos de portadores de PET/MAH, de assintomaticos e de
soronegativos foram efetuadas por meio do método de Kruskal-Wallis. Enquanto que os

valores de carga proviral entre assintomaticos e sintomaticos infectados pelo HTLV,
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foram analisados por meio do teste t-Student. A distribui¢do das frequéncias dos tipos

de HTLV circulantes entre os grupos portadores da infeccdo foi analisada pelo teste

Qui-quadrado. Sendo que ambos os testes utilizados foram executados usando-se o

programa BioEstat 5.0v (Ayres et al., 2008).

A metodologia completa utilizada neste trabalho pode ser observada de

maneira resumida na Figura 8.
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Figura 8 — Algoritmo da metodologia utilizada.



66

3 RESULTADOS
3.1 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)
3.1.1 Amplificacdo da regido pX pela PCR

Entre as 42 amostras do grupo de assintomadticos e as 19 amostras do
grupo com doenca neurologica, todas confirmaram a infec¢do por meio da amplificagao
e deteccao de 159pb da regido pX do HTLV, utilizando o método da Nested PCR

(Figura 9).

6 7 8 9 10 11

Figura 9 - Perfil eletroforético do fragmento de 159pb amplificado da regido pX do
genoma proviral do HTLV. 1-10: amostras positivas; 11: DNA ladder 100pb.

3.1.2 Analise de Polimorfismo com Enzimas de Restricio (RFLP) da Regido pX
Apo6s a amplificacdo da regido pX, as amostras dos grupos de portadores
da infec¢dao foram submetidas a analise por RFLP, para a diferenciacdo dos tipos virais,
utilizando-se a endonuclease de restricao 7agl.
Foi observada na amostra geral, considerando todos os individuos

portadores da infeccdo independentemente do quadro clinico, uma predominancia da
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infeccdo pelo HTLV-1 (86.9%) em detrimento da infeccao pelo HTLV-2 (13.1%). Esta
diferenca entre o niimero de infectados, de acordo com o tipo viral, foi estatisticamente

significante (p < 0.0001, X*=31.738) (Figura 10).

Distribui¢cao dos tipos de HTLV entre os
portadores da infeccao

N2 de individuos infectados

HTLV-1 HTLV-2

Tipos de HTLY

Figura 10 - Distribuicao dos tipos de HTLV entre os portadores da infec¢do em geral.

Entre as amostras de assintomaticos, a presenca do sitio de restricao para
a enzima Taql (T/CGA) foi observada em sete amostras (16,7%), o que caracteriza
infec¢do pelo HTLV-2. Sendo entdo observada a auséncia do sitio de restrigdo em 35

amostras (83,3%), caracterizando-as como infectadas pelo HTLV-1 (Figura 11).
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As amostras do grupo de sintomaticos apresentaram, perante esta analise,
a infec¢do pelo HTLV-1 em 18 amostras (94,7%), das quais 16 pertencem a individuos
com diagnostico de PET/MAH, uma pertence a individuo com diagndstico de
Neuropatia periférica de membro inferior esquerdo e outra a individuo com Neuropatia
periférica. Enquanto que a infeccdo pelo HTLV-2 foi determinada em apenas uma

amostra (5,3%) de um paciente com diagnostico de Neuropatia periférica (Tabela 4).

Figura 11 - Perfil de RFLP, com a enzima Tagl, a partir do fragmento de 159pb da
regido pX do genoma proviral do HTLV. 1-4: amostras positivas para HTLV-2; 5-8:
amostras positivas para HTLV-1; 9: controle positivo de HTLV-2; 10: controle positivo
de HTLV-1; 11: DNA ladder 100pb.
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Tabela 4 — Distribui¢do da infeccdo, por tipo de HTLV, entre os grupos analisados.

Sintomaticos

Assintomaticos

Total

N Frequéncia (%) N Frequéncia (%) N Frequéncia (%)
HTLV-1 18 94.7 35 83.3 53 86.9
HTLV-2 1 53 7 16.7 8 13.1
Total 19 100 42 100 61 100

Fazendo uma andlise comparativa das distribuicdes dos tipos virais

circulantes entre o grupo de individuos assintomaticos e o grupo de pacientes

sintomaticos, ndo foi verificada diferenga significante, uma vez que ha distribuicdo mais

elevada de HTLV-1 e mais baixa de HTLV-2 em ambos os grupos (p = 0.4166, X* =

1.493). Entretanto, avaliando estas distribui¢cdes dentro de cada grupo foi evidenciada

significancia estatistica tanto entre os sintomaticos (p = 0.0002, X? = 13.474) quanto

entre os assintomaticos (p < 0.0001, X* = 17.357), demonstrando assim que ha

tendéncia significativa de se ter um maior nimero de individuos infectados pelo HTLV-

1 em relagdo a infec¢do pelo HTLV-2 em ambos os grupos (Figura 12).
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Distribui¢cdo dos tipos de HTLV de acordo com o
guadro clinico

M HTLV-1
M HTLV-2

N2 de individuos infectados

Sintomaticos Assintomaticos

Grupos analisados

Figura 12 - Distribuicdo dos tipos de HTLV entre individuos assintomaticos e
sintomaticos.

3.1.3 Amplificag¢do da Regido S’LTR do HTLV-1 pela PCR

Entre as 35 amostras de individuos infectados pelo HTLV-1 e
assintomaticos, 21 (60%) tiveram o segmento de 800pb da regido 5’LTR amplificado
(Figura 13), e posteriormente sequenciado e submetido a anélise filogenética. A medida
que entre as 18 amostras de pacientes infectados pelo HTLV-1 e sintomaticos, 13
(72.2%) obtiveram o mesmo fragmento da regido 5’LTR amplificado e, também,

subsequentemente sequenciado e submetido a uma analise filogenética.
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Figura 13 — Perfil eletroforético do fragmento de 800pb amplificado da regido 5’LTR do
genoma proviral do HTLV-1. 1-6: amostras positivas; 7: DNA ladder 100pb.

3.1.4 Amplificacdo da Regido S’LTR do HTLV-2 pela PCR

Das sete amostras infectadas pelo HTLV-2 e que pertencem ao grupo de
assintomaticos, quatro (57.1%) tiveram o segmento de 788pb da regido 5°LTR
amplificado (Figura 14), sequenciado e submetido a analise filogenética. Assim como a
unica amostra caracterizada como infectada pelo HTLV-2, dentre os pacientes
sintomadticos, também teve tal fragmento amplificado e posteriormente sequenciado

para uma analise filogenética.
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Figura 14 — Perfil eletroforético do fragmento de 788pb amplificado da regido LTR do
genoma proviral do HTLV-2. 1-5: amostras positivas; 6: DNA ladder 100pb.

3.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
3.2.1 Analise nucleotidica da regido S’LTR do HTLV-1 e do HTLV-2

Por meio do sequenciamento de bases nucleotidicas, no sentido forward,
foi possivel obter um fragmento de 733pb da regido 5’LTR do HTLV-1 e 760pb da
regido LTR do HTLV-2, ambos os fragmentos sequenciados correspondentes as 34
amostras caracterizadas como infectadas pelo HTLV-1 que tiveram sucesso na
amplificagdo da regido 5’LTR (21 de assintomaticos e 13 de sintomaticos), bem como
correspondentes as cinco amostras infectadas pelo HTLV-2 que também tiveram a
regido 5’LTR amplificada anteriormente (quatro de assintomaticos e uma de
sintomatico).

As regides de HTLV-1 sequenciadas foram comparadas entre si, com

cepas do prototipo HTLV-11k (Seike ef al., 1983), e com outras sequéncias disponiveis
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no GenBank. O mesmo foi feito para as regides de HTLV-2 sequenciadas, as quais
foram comparadas entre si, com cepas do prototipo do HTLV-2a (HTLV-2yor,
Shimotohno et al., 1985) e HTLV-2b (HTLV-2xra, Lee et al., 1993) respectivamente, e
com outras sequéncias disponiveis no GenBank.

ApoOs a comparagdo das sequéncias da regido 5S’LTR de HTLV-1 do
presente estudo entre si, observou-se uma similaridade média de 99,986%. A medida
que na comparagao das mesmas com o prototipo HTLV-11k e posteriormente com as
outras sequéncias do GenBank verificou-se uma similaridade média de 99,983% e
99,969% respectivamente.

A analise comparativa entre as sequéncias LTR de HTLV-2 do presente
estudo, mostrou uma similaridade média de 99,993%. A comparacao destas amostras
isoladas com os prototipos HTLV-2a yor € HTLV-2b nra mostrou uma similaridade

média de 99,99% e 99,983% respectivamente.

3.2.2 Analise Filogenética

A andlise filogenética foi realizada por meio do método de Agrupamento
de Vizinhos (Neighbor-Joining) executado no programa MEGA 3.1.

Entre as 35 amostras de individuos infectados pelo HTLV-1 e
assintomaticos, 21 (60%) tiveram a regido 5’LTR amplificada, sequenciada e analisada
filogeneticamente, ocorrendo o mesmo com a regido 5’LTR amplificada das 13
amostras (72.2%) de sintomaticos, dentre as 18 infectadas pelo HTLV-1.

A comparagao das sequéncias nucleotidicas da regido 5’LTR de HTLV-1
das amostras analisadas no presente estudo (assintomaticos: LTR1 18736, LTR1 18548,

LTRI1 18737, LTR1 17222, LTR1 16624, LTR1 17203, LTR1 19940, LTR1 18741,
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LTR1 17205, LTR1 18500, LTR1 18378, LTR1 18856, LTR1 17206, LTR1 18857,
LTR1 17416, LTR1 17417, LTR1 18745, LTR1 17202, LTR1 18793, LTR1 16621,
LTR1 18795; sintomaticos: LTR1 18740, LTR1 15416, LTR1 18744, LTR1 18739,
LTR1 18747, LTR1 18746, LTR1 15289, LTR1 16847, LTR1 12705, LTR1 15586,
LTR1 15376, LTR1 18743, LTR1 18794) com outras 40 cepas disponiveis no GenBank,
possibilitou a constru¢do de uma arvore filogenética que demonstra o agrupamento de
todas as amostras deste estudo no clado composto por isolados do subtipo Cosmopolita
(ou HTLV-1a), subgrupo Transcontinental, com bootstrap de 66% (Figura 15).

Ao se comparar a frequéncia do Subtipo Cosmopolita, Subgrupo
Transcontinental em 72.2% das amostras de HTLV-1 de sintomaticos com a frequéncia
do mesmo subtipo em 60% das amostras de HTLV-1 dos assintomaticos, ndo se
observou diferenca com significancia estatistica (p = 0.2299, X* = 1.441).

Em relacdo a arvore filogenética obtida a partir da comparagao das
sequéncias nucleotidicas da regido 5’LTR de HTLV-2 das cinco amostras isoladas
(62.5%) entre as oito de HTLV-2 descritas no presente trabalho (assintomaticos: LTR2
18748, LTR2 16846, LTR2 17224, LTR2 15373; sintomatico: LTR2 15371) com outras
40 cepas descritas no GenBank, foi possivel verificar o agrupamento dos isolados deste
trabalho no clado do subtipo HTLV-2c¢, que esta filogeneticamente associado ao

agrupamento do HTLV-2a, com valor de bootstrap de 63% (Figura 16).
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Figura 15 — Arvore filogenética enraizada mostrando as relagdes filogenéticas entre
cepas do HTLV-1 descritas no presente trabalho (sintomaticos destacados em vermelho
e assintomaticos destacados em azul) com aquelas disponiveis no GenBank. A arvore
foi construida por meio do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining)
ap6s o alinhamento de 427 nucleotideos da regido 5°’LTR. A amostra Mel5 foi usada
como grupo externo (outgroup). O suporte estatistico foi efetuado por meio do uso de
1000 réplicas do banco de dados (bootstrap).
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Figura 16 — Arvore filogenética enraizada mostrando as relagdes filogenéticas entre
cepas do HTLV-2 descritas no presente trabalho (sintomatico destacado em vermelho e
assintomaticos destacados em azul) com aquelas disponiveis no GenBank. A arvore foi
construida por meio do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) apds o
alinhamento de 435 nucleotideos da regido 5’LTR. O suporte estatistico foi efetuado por
meio do uso de 1000 réplicas do banco de dados (bootstrap).
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3.3 CARACTERIZACAO DA CARGA PROVIRAL

Foi realizada, nos dois grupos portadores da infec¢do, a quantificagao da
carga proviral de HTLV por meio de PCR em Tempo Real. Entre os 42 individuos
assintomaticos, todas as amostras tiveram €xito na quantificacdo da carga proviral que
variou de zero (indetectavel) a 3080 DNA/mm’, com média de 252 DNA/mm’
(DP = 566.9). Entre os 19 individuos sintomaticos, todos também tiveram éxito nesta
quantificacio que variou de zero (indetectavel) a 6297 DNA/mm’, com média de 1342
DNA/mm’ (DP = 1675.2) (Tabela 5). E importante ressaltar que entre os pacientes
sintomaticos, apenas um apresentou carga proviral indetectavel, o qual tem o

diagnostico de Polineuropatia periférica.

Tabela 5 — Estatistica descritiva dos valores de carga proviral obtidos dos grupos

estudados.
Carga Proviral (copias DNA/mm?)
Minimo Maximo Média / DP
Sintomaticos 0 6297 1342 / +£1675.2
Assintomaticos 0 3080 252/ +£566.9

A andlise das diferencas entre os valores de carga proviral dos grupos
estudados, por meio do teste t-Student, executado no programa BioEstat 5.0v,
demonstrou que existe diferenca estatisticamente significante entre as médias de carga
proviral dos dois grupos, apresentando um valor de ¢ significativo (2,7641), com
probabilidade igual a 0,0123. Este resultado sugere a hipdtese de que existe diferenga

nos niveis de carga proviral entre individuos infectados pelo HTLV com doenca
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neurologica associada a esta infeccdo e individuos infectados assintomaticos, sendo em

média mais altos aqueles niveis de carga proviral pertencentes ao grupo de individuos

doentes (Figura 17).

Diferencga entre as médias de carga proviral dos

grupos portadores da infeccao pelo HTLV
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Carga proviral (cépias DNA/mm?>)

Figura 17 — Distribuicdo das médias de carga proviral entre individuos infectados pelo
HTLYV assintomaticos e sintomaticos por meio do teste #-Student.

3.4 QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T CD4" E T CD8"

Todos os individuos portadores do HTLV assintomaticos tiveram os
niveis de linfocitos T CD4" e T CD8" quantificados, tendo os niveis de linfocitos T
CD4" uma variagdo de 342 a >2000 células/microlitro, com média de 1075
células/microlitro (DP +344.7). Os niveis de linfocitos T CD8" variaram de 297 a 1049

células/microlitro, com média de 589 células/microlitro (DP +£190.8).
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Em relagdao aos pacientes infectados pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2
sintomaticos, todos também tiveram quantificados seus niveis de linfocitos T CD4" ¢ T
CDS8', sendo que os niveis de linfocitos T CD4" variaram de 388 a 1883
células/microlitro, com média de 1188 células/microlitro (DP +452.6), enquanto que os
niveis de linfocitos T CD8+ variaram de 188 a 1673 células/microlitro, com média de
668 células/microlitro (DP +395.2).

Um grupo controle, constituido de 100 individuos soronegativos para o
HTLV-1/2, também teve os niveis de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" quantificados, onde a
quantidade de células T CD4", neste grupo, variou de 422 a 2231 células/microlitro,
com média de 1047 células/microlitro (DP +327.6), a medida que a quantidade de
células T CD8' variou de 232 a 1749 células/microlitro, com média de 647

células/microlitro (DP £258.8) (Tabela 6).

Tabela 6 — Estatistica descritiva dos niveis de linfocitos T CD4" ¢ CD8" obtidos dos

grupos estudados.

T CD4" (células/pl) T CD8" (células/pl)

Minimo Maiaximo Média/DP Minimo Maximo Média/DP

Sintomaticos 388 1883 1188 /+452.6 188 1673 668 /+395.2
Assintomaticos 342 2000  1075/+£344.7 297 1049  589/+190.8
Controle 428 2231 1047 /£327.6 232 1749 648 /+£258.8
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A distribuicao das médias dos niveis de linfocitos T CD4 e T CDS8’,
entre os grupos de individuos analisados para estas varidveis, demonstrou proximidade
entre os valores, podendo-se observar que em média os niveis para as duas células sao

maiores no grupo de individuos sintomaticos, como se pode visualizar na Figura 18.

Distribuicao das medias dos niveis de Linfocitos T
CD4+ e T CD8+

_ 1200.0
3
S 1uoug
S
£ 8000
>
2 600.0
2 ' H Linfocitos T CD4+
)
Ta' 400.0 M Linfocitos T CD8+
‘§ 2000
S .
=

v

Contrale Assintomaticos  Sintomaticos
Grupaos analisados

Figura 18 - Distribui¢do das médias dos niveis de Linfocitos T CD4" ¢ CD8" entre os
grupos de individuos infectados pelo HTLV (assintomaticos e sintomadticos) e controles
sadios.

Entretanto, quando se avaliou a diferenga estatistica entre as médias de
linfocitos T CD4" e T CD8" dos grupos estudados no presente trabalho,
respectivamente, por meio do teste de Kruskal-Wallis, executado no programa BioEstat
5.0v, verificou-se que ndo ha significancia entre estas diferencas (linfécitos T CD4 "
H=1.6292 ¢ p=0.4428; linfocitos T CD8": H=1.1535 e p=0.5617), assim revelando que ,
no presente estudo, estes niveis apresentam-se, em média, de maneira normal e

semelhantes entre os individuos portadores da infec¢do pelo HTLV (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 — Analise das diferencas entre as médias dos postos de linfécitos T CD4" dos
grupos estudados no presente trabalho, por meio do teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 20 — Analise das diferencas entre as médias dos postos de linfocitos T CD8" dos
grupos estudados no presente trabalho, por meio do teste de Kruskal-Wallis.
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4 DISCUSSAO

Atualmente, estima-se que cerca de 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo HTLV no mundo, mas as taxas de soroprevaléncia variam de acordo
com a area geografica, a composicdo socio-demografica da populagdo estudada e os
comportamentos de risco de grupos individuais (Proietti et al., 2005; Catalan-Soares &
Proietti, 2006). Sendo que no Brasil, desde 1989, ha estudos relatando a ocorréncia de
HTLV-1 e HTLV-2, assim como a ocorréncia e caracterizacdo da infec¢do por estes
agentes associados ou ndao com doencas (Castro et al., 1989; Cortes et al., 1989; de
Oliveira et al., 1990; Castro-Costa et al., 1991; Proietti et al., 1994; Galvao-Castro et
al., 1997; Ishak et al., 2002, Souza et al., 2006).

O presente trabalho relata caracteristicas moleculares e imunolédgicas da
infeccdo pelo HTLV-1/2 em uma populagdo constituida por um grupo de individuos
portadores assintomaticos e outro de individuos com diagnostico clinico de PET/ MAH
e de Neuropatia periférica. Foi também utilizada uma amostragem de individuos
controles sadios soronegativos para o HTLV-1/2 para a comparagcdo dos niveis de
linfécitos T CD4+ e TCD8+ com os grupos de infectados pelo HTLV.

Segundo Carneiro-Proietti et al. (2002), a infec¢dao pelo HTLV-1 ¢ mais
prevalente no mundo, quando comparada a infec¢ao pelo HTLV-2. A caracterizagao
molecular da infec¢do pelo HTLV no presente estudo, em todos os portadores da
infeccdo, independentemente de quadro clinico, mostrou uma predominancia
estatisticamente significante da infeccao pelo HTLV-1 entre 53 individuos (86.9%) em
relacdo a infec¢do pelo HTLV-2 que ocorreu em 08 portadores (13.1%). Estes
resultados estao de acordo com prévios relatos de Kazanji & Gessain (2003), na Guiana

Francesa, e Diop et al. (2006), no Senegal; bem como em varios outros estudos
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realizados no Brasil (Ferreira Junior ef al., 1995; Brito et al., 1998; Colin et al., 2003;
Vallinoto et al., 2004, 2006). Entretanto, relatos de Vallinoto et al. (1998) e Laurentino
et al. (2005) demonstraram maior prevaléncia de HTLV-2 em relacao ao HTLV-1 entre
individuos coinfectados pelo HIV, no norte do Brasil, assim como na regido sul por
Morimoto et al. (2005).

A distribuicao dos tipos virais circulantes, no presente trabalho, entre os
grupos de individuos assintomaticos, mostrou uma maior prevaléncia estatisticamente
significante do HTLV-1 (83.3%) em relagdo ao HTLV-2 (16.7%), corroborando
achados de Kashima et al. (2006), no Brasil, que envolveram individuos portadores
sadios que mostraram infec¢ao apenas pelo HTLV-1; entre outros estudos em doadores
de sangue no Brasil (Ferreira Junior ef al., 1995; Colin ef al., 2003; Mota-Miranda et
al., 2008), em Mogambique (Gudo et al., 2009) e Peru (Quispe et al., 2009) que
também relataram a prevaléncia de HTLV-1 nos respectivos trabalhos.

Entre os 19 individuos com doenca neuroldgica associada ao HTLV, 18
(94.7%) tiveram confirmado a infec¢do pelo HTLV-1 (16 com PET/MAH, um com
Mononeuropatia periférica e outro com Polineuropatia periférica), e apenas um (5.3%)
confirmou a infec¢ao pelo HTLV-2 (com Polineuropatia periférica). Estes resultados,
que demonstram predominancia de HTLV-1 com significancia estatistica entre os
sintomaticos, estdo de acordo com estudos de Ishak et al. (2002) e Souza et al. (2006)
realizados em individuos com diagndstico de PET/MAH, em Belém-Pard, que
apresentaram infeccdo predominante pelo HTLV-1 associada ao desenvolvimento de
doenca neurologica como a PET/MAH, entre outras pesquisas também realizadas em
portadores com esta doenga neuroldgica no Brasil que mostraram a predominancia do

mesmo tipo viral (Aragjo et al., 1996; Castro-Costa et al. 1991; Segurado et al., 2002).
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Apesar do potencial patogénico do HTLV-2 ainda nao estar
completamente esclarecido na literatura, a presenga de manifestagdes clinicas
neurologicas neste unico paciente com HTLV-2 do grupo de sintomadticos, assim como
0s poucos casos relatados na literatura de pacientes infectados por este tipo viral que
apresentam sintomatologia de doenca neurologica similar a PET/HAM (Zehender et al.,
1998; Orland et al., 2003; Posada-Vergara et al., 2006), torna possivel a relagdo deste
tipo de virus com doenga.

Ademais, Orland et al. (2003) sugere que a mielopatia associada ao
HTLV-2 geralmente se apresenta com sinais e sintomas mais fracos com progressao
mais lenta e, em associagdo a isto, vale ressaltar que o individuo sintomatico infectado
pelo HTLV-2 na presente pesquisa, teve o diagnostico de Polineuropatia periférica.
Enquanto que Posada-Vergara et al., (2006) sugere que as manifestagdes neurologicas
podem ser mais frequentes entre coinfectados HTLV-2/HIV-1 do que em
monoinfectados pelo HTLV-2.

Deve-se considerar também que a regido Amazonica ¢ endémica para o
HTLV-2, tanto entre indigenas quanto entre residentes da area urbana (Ishak et al. 1995,
2001; Vallinoto et al., 1998, 2002; Laurentino et al., 2005), podendo tornar o presente
achado (infec¢do pelo HTLV-2 em 5.3% dos sintométicos e 16.7% dos assintomaticos)
em um reflexo desta caracteristica epidemioldgica peculiar a regido, o que justifica a
busca ativa da identificacdo de sintomas associados a infec¢ao pelo HTLV-2.

A identificacdo de todas as amostras de HTLV-1, que tiveram sucesso na
amplificacdo e sequenciamento da regido LTR (60% dos assintomaticos e 72.2% dos
sintomaticos), ao Subtipo Cosmopolita, Subgrupo Transcontinental, estd de acordo com

estudos anteriores que demonstraram a maior frequéncia deste subtipo viral na América
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do Sul (Kazanji & Gessain, 2003; Pouliquen et al., 2004), e em pacientes com
PET/MAH no Brasil, o qual ¢ predominante, também, em casos assintomaticos
(Segurado et al., 2002; Kashima et al. 2006; Souza et al., 2006), assim como ¢
predominante em individuos da populagdo geral e de grupos especificos como UDIs e
gravidas (Alcantara Janior et al., 2003). E importante ressaltar ainda que este subtipo
tenha sido o Unico encontrado, até entdo, infectando individuos da area urbana e rural
do estado do Para (Laurentino et al., 2005; Vallinoto et al., 2006), a excecdo de
imigrantes japoneses residentes em Tomé-Acu, onde o Subgrupo Japonés também foi
encontrado (Vallinoto et al., 2004).

Contudo, apesar de se observar uma elevada prevaléncia, estatisticamente
significante, do Subtipo Cosmopolita de HTLV-1 nos sintomaticos (72.2%), no presente
trabalho, este subtipo viral ndo estd estatisticamente associado com o quadro clinico
destes individuos, uma vez que quando comparados com o grupo de assintomaticos
(60%), ambos demonstraram predominancia do subtipo Cosmopolita, subgrupo
Transcontinental, sem a presenga de diferencas significantes. Este achado corrobora
prévios estudos que indicam que a ocorréncia de PET/MAH ou outra doenca associada
ao HTLV nao esta relacionada a um ou mais subtipos especificos (Segurado et al.,
2002; Catalan-Soares & Proietti, 2006).

No presente trabalho, a analise filogenética das amostras infectadas pelo
HTLV-2 e que tiveram a regido LTR sequenciada (quatro entre sete assintomaticos € o
unico sintomatico), possibilitou a confirmagdo da ocorréncia do subtipo 2¢ em todas
estas. Este subtipo tem sido o mais frequentemente descrito em populagdes indigenas,
rurais e urbanas da Amazonia brasileira (Ishak et al., 1995, 2001; Vallinoto et al. 2002;

Laurentino et al., 2005), a excecao da recente identificagdo do subtipo 2b em doadores



86

de sangue de Belém (Santos et al., 2008), apesar da descri¢do da maior prevaléncia dos
subtipos 2a e 2b em outras regides brasileiras como foi relatado por Alcantara et al.
(2003) em Salvador, por Novoa et al. (2007) em Sao Paulo e por Renner et al. (2006)
em Porto Alegre. Frente a isto, vale ressaltar que o subtipo HTLV-2c, encontrado na
Amazonia, representa um subtipo molecular unico, filogeneticamente associado ao
HTLV-2a (Ishak et al., 1995; Vallinoto et al., 2002; Laurentino et al., 2005).

Os achados deste trabalho também mostram que o HTLV-2c continua se
expandindo para areas urbanas, nao mais se restringindo a areas indigenas da regido
Amazonica como relatado anteriormente (Ishak et al., 1995, 2001) ja que todas as
amostras de HTLV-2c deste estudo correspondem a individuos residentes na area
urbana de Belém-Pard. Estes resultados contribuem com a teoria de que o HTLV-2¢
entrou na regido amazonica por meio de um efeito fundador que ocorreu por fluxos
migratérios de ancestrais amerindios portadores e logo apos se expandindo para a area
urbana por meio de processos de miscigenagdo durante a colonizagdo do pais (Vallinoto
et al.,2002).

Ademais, considerando a rara descricdo do HTLV-2a e do HTLV-2b em
individuos portadores de sintomas associados a infeccdo e os achados clinicos descritos
no presente trabalho identificando a infec¢ao pelo HTLV-2¢ em um individuo portador
de sintomas neuroldgicos associados a esta infeccdo (Polineuropatia periférica),
ressalta-se a necessidade de estudos continuos que possam avaliar se esse subtipo
molecular possa ter um papel patogénico diferenciado.

A baixa incidéncia da PET/MAH (0,2 a 5%) nos portadores do HTLV
sugere que interacdes virus-hospedeiro influenciam na patogénese dessa doenca

inflamatoéria, justificando o porqué de algumas pessoas infectadas desenvolverem
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doenca, enquanto outras permanecem assintomaticas (Martins & Stancioli, 2006).
Alguns parametros como carga proviral elevada (Nagai et al., 1998; Yamano et al.,
2002; Montanheiro et al., 2005; Olindo et al., 2005; Best et al., 2006), parecem ser
fatores preditivos positivos para o desenvolvimento de doenga neurologica, uma vez
que sao caracteristicas de pacientes com PET/MAH, quando comparadas com o
observado em portadores assintomaticos.

Os achados do presente trabalho mostram que, em média, no sangue
periférico, a carga proviral ¢ significativamente maior entre os individuos com sintomas
neurologicos associados ao HTLV (média = 1342 copias de DNA/mm?, DP +1675.2),
quando comparada com os individuos assintomaticos (média = 252 copias de
DNA/mm?, DP +£566.9). A partir deste resultado, ¢ possivel sugerir que a carga proviral
esta relacionada com o desenvolvimento de doenga neuroldgica entre os individuos
portadores da infec¢do deste estudo, assim podendo ser utilizada como uma ferramenta
de monitoramento de individuos infectados pelo HTLV.

Este resultado esta de acordo com diversos trabalhos que mostraram a
mesma relagdo entre pessoas portadoras com PET/MAH e assintomaticos. No estudo de
Montanheiro et al. (2005), também se observou carga proviral, no sangue periférico,
significativamente maior entre pacientes portadores de HTLV com PET/MAH (mediana
= 679 copias em 10* PBMC) do que em portadores assintomaticos (mediana = 271
copias em 10* PBMC). J4 em um estudo prospectivo, que avaliou uma coorte de 20
individuos portadores da infeccdo pelo HTLV e inicialmente assintomaticos, foi
observado um persistente aumento da carga proviral nos individuos que, ao longo da
pesquisa, desenvolveram sintomas inflamatorios de PET/MAH ou Uveite, nao sendo o

mesmo observado naqueles que permaneceram assintomaticos (Taylor et al., 1999)
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Em uma pesquisa japonesa desenvolvida por Nagai et al. (1998), foi
observada uma diferenga maior entre os niveis de carga proviral dos portadores com
PET/MAH (7.98% das PBMCs) e portadores assintomaticos sem familiares com a
mielopatia (1.2% das PBMCs), quando comparada com a diferenca entre a carga
proviral dos portadores doentes e portadores assintomaticos que eram familiares de
pacientes com PET/MAH (4.96%), mostrando assim, que os maiores niveis
encontravam-se entre os doentes e os assintomaticos familiares de individuos com a
mesma patologia. Assim, o aumento da carga proviral em assintomaticos familiares de
doentes com PET/MAH sugere a existéncia de fatores genéticos que contribuem para a
replicacdo do HTLV in vivo, segundo esta pesquisa.

Yamano et al. (2002) encontrou uma maior carga de mRNA que contém
o gene fax (MRNA-tax) no sangue de portadores de HTLV com PET/MAH do que em
portadores assintomaticos da infeccao. Este achado estd diretamente associado a carga
proviral e a gravidade da doenca, as quais no mesmo estudo foram positivamente
correlacionadas com a carga de mRNA-fax. Assim sugerindo que o aumento da
expressao de HTLV tem um importante papel na patogénese da PET/MAH, assim como
o nivel de mRNA-fax (e consequentemente a carga proviral) pode ser usado como um
preditor da progressao da doenga em pacientes com PET/MAH.

Outra pesquisa relevante sobre a relagdao da carga proviral com presenca
ou auséncia de sintomas em infectados pelo HTLV foi desenvolvida por Olindo et al.
(2005), que avaliaram a carga proviral no sangue periférico de individuos portadores
com PET/MAH que tinham répida progressao da doencga, de portadores também doentes
que tinham uma progressao lenta da doenga e de portadores assintomaticos da infec¢ao

pelo HTLV. Seus resultados mostraram que a média de carga proviral foi seis vezes
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menor nos portadores assintomaticos (média = 18.224 copias em 10° PBMCs) quando
comparados com aqueles que apresentavam PET/MAH (média = 107.905 copias em 10°
PBMCs); e significativamente maior nos sintomaticos com rapida progressao da doenca
(média = 146.469 copias em 10° PBMCs) do quem nos pacientes com progressio lenta
da doenca (média = 87.912 copias em 10° PBMCs). Assim, segundo estes
pesquisadores, estes resultados sugerem que a carga proviral modifica de forma paralela
com o curso natural da infec¢do pelo HTLV, sendo menor em portadores
assintomaticos, ¢ alto e muito alto em individuos doentes com progressao lenta e rapida
da doenga, respectivamente.

Entretanto hd estudos que associam ndo s6 a carga proviral com a
mudanga do curso da infec¢do pelo HTLV em individuos com doenca neurologica e
assintomaticos, mas também outros marcadores imunologicos, como Best et al. (2006)
avaliando pacientes infectados com PET/MAH e assintomaticos, sugeriu que a
PET/MAH esta primariamente associada a carga proviral, e de forma secundaria com
alguns marcadores imunolégicos (proliferagao de células T e producao da citocina IF-y
in vitro, € niveis séricos de marcadores de ativagdo de células Thl, proteina IP-10, e
Th2, sCD30), os quais quando avaliados mostraram-se significativamente diferentes
entre assintomaticos e sintomaticos.

Esta defini¢ao de que a carga proviral ndo esta isoladamente associada a
presenca ou auséncia de doenga como a PET/MAH ou outras sindromes neuroldgicas
semelhantes, mas sim associada em conjunto com outros marcadores do hospedeiro
e/ou do virus, pode justificar o fato de se ter verificado ainda, no presente trabalho,
alguns pacientes com doenga neuroldgica que apresentaram uma baixa carga proviral

(cp) (um paciente com PET/MAH e cp = 1.86 copias DNA/mm? um com
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Polineuropatia periférica e cp = 0.34 copias; e outro com Polineuropatia periférica, mas
com cp indetectavel), assim como alguns portadores assintomaticos apresentaram alta
carga proviral (trés portadores com cp variando entre 1196 e 3080.39 copias
DNA/mm?).

Outro parametro do hospedeiro que vem sendo também estudado e
associado ao desenvolvimento de doenca neuroldgica, quando comparado entre
pacientes com PET/MAH e portadores assintomaticos, ¢ a resposta imune aumentada
contra 0 HTLV, considerando os niveis de linfocitos T CD4" e T CD8" (Kubota et al.,
2000; Brito-Melo et al., 2002; Goon et al., 2004).

Kubota et al. (2000) observaram frequéncia significativamente maior de
linfocitos T CDS" especificos para HTLV-1 em pacientes infectados pelo HTLV e com
PET/MAH, quando comparados com portadores assintomaticos. Estas células secretam
o mediador inflamatério IF-y quando reconhecem antigenos de HTLV-1 ligados ao
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) de células T CD4" infectadas, e, por esta razo,
no mesmo estudo, avaliaram os niveis de linfocitos T CD8" de memoria, especificos
para a Tax, e verificaram que estes niveis estavam aumentados nos pacientes com
PET/MAH. Assim, sugerindo que estas células T CD8" especificas para HTLV-1
podem desempenhar importante fun¢ao no desenvolvimento de PET/MAH.

Outra pesquisa relatou uma média significativamente maior de células T
CD4" especificas para HTLV-1, secretando IF-y, em individuos portadores da infecgio
com PET/MAH, em comparagdo com portadores assintomaticos, estando ambos com
elevada carga proviral. Desta forma sugerindo que a alta freqiiéncia de células T CD4"

especificas estd associada com a doenga PET/MAH, e ndo simplesmente refletem a
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maior carga proviral que normalmente ¢ encontrado em pacientes com PET/MAH
(Goon et al., 2004).

Brito-Melo ef al. (2002) avaliaram tanto os niveis de linfécitos T CD4"
quanto os de T CD8" em portadores de HTLV com PET/MAH hospitalizados, em
portadores oligossintomaticos, em portadores assintomaticos e em controles nao
infectados, observando maior média percentual, significativa, de linfocitos T CD4" nos
oligossintomaticos e doentes hospitalizados quando comparados com os controles
sadios, onde os hospitalizados tiveram maior média significativa em relagdo aos
assintomaticos. Assim como encontraram maior média percentual de linfocitos T CD8"
nos hospitalizados quando comparados com todos os outros grupos. Assim, mostrando
relagcdo dos dois tipos de células com o desenvolvimento de doenca.

No presente estudo, foram feitas anlises de contagem de células T CD4"
e T CD8" no sangue periférico de portadores assintomaticos da infecgdo, de portadores
com sintomatologia neurologica associada ao HTLV e de controles sadios
soronegativos para HTLV. Inicialmente, foi observado que as maiores médias de
linfocitos T CD4" ¢ T CDS8' estiveram no grupo de individuos com sintomas
neurologicos tipicos de PET/MAH. Entretanto, quando estes niveis foram analisados
estatisticamente nos trés grupos estudados, ndao mostraram qualquer diferenca
significativa entre cada grupo.

Assim, no presente trabalho, ndo se pode afirmar ainda qualquer
associagao dos niveis de células T CD4+ e T CD8+ com o desenvolvimento de
PET/MAH ou outros sintomas neuroldgicos, necessitando de estudos continuos que
investiguem melhor a associacdo destas varidveis com o desenvolvimento ou ndo de

doenca neuroldgica, como a PET/MAH, em portadores da infec¢ao pelo HTLV.
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5 CONCLUSOES

iii)

Vi)

O HTLV-1 foi significativamente mais prevalente que o HTLV-2 tanto na amostra

geral estudada quanto nos grupos especificos (assintomaticos e sintomaticos);

O Subtipo Cosmopolita, Subgrupo Transcontinental, foi o Uinico circulante entre as
amostras de HTLV-1 submetidas a analise filogenética, de ambos os grupos
estudados, nao sendo observada relacdo estatisticamente significante entre a

elevada presenca deste subtipo com o desenvolvimento de doenga neurologica;

O subtipo molecular HTLV-2¢ foi o tnico encontrado entre as amostras de HTLV-

2 analisadas filogeneticamente, de ambos os grupos estudados;

A média de carga proviral foi significativamente maior entre os portadores
sintomaticos podendo estar associada ao desenvolvimento de PET/MAH ou

sintomas semelhantes;

Nao houve diferengas significantes que possam associar a média elevada de
linfécitos TCD4+, encontrada nos portadores de HTLV sintomaticos, com o

desenvolvimento de PET/MAH ou das outras sindromes descritas neste trabalho;

Os resultados deste trabalho indicam a necessidade do monitoramento da descri¢ao

de casos de infeccao pelo HTLV com diagnostico clinico-laboratorial adequado.
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre a caracterizagdo clinico-
epidemiolégica e molecular da infec¢do pelo Virus linfotrdpico de células T humanas (HTLV)
infectando pacientes com PET/MAH, que estd sendo desenvolvida no Laboratério de Virologia
do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Para.

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

O titulo do projeto é: Caracterizagdo clinico-epidemioldgica e molecular da infec¢do Virus
linfotrépico de células T humanas em pacientes com Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLV.

O pesquisador responsével € o Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto, Biomédico, Professor
Adjunto da Universidade Federal do Para.

O objetivo da pesquisa é a avaliagdo clinico-epidemiolégica e molecular da infecgao pelo Virus
linfotrépico de células T humanas (HTLV) no Estado do Parda em pacientes com PET/MAH,
contribuindo para o conhecimento da prevaléncia o do perfil da infecgéo pelo HTLV na regido.
Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sdo de uso rotineiro. Uma pequena
quantidade de sangue (5mL) sera coletada e posteriormente estocadas a -20°.C no Laboratério de
Virologia da UFPA para pesquisas futuras.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material estocado serd submetida para aprovagéo do Comité
de Etica em Pesquisa da Institui¢do.

Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa podera deixar a
pesquisa no momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

Nao havera nenhum tipo de despesas para participagdo da pesquisa, assim como nao havera
nenhuma forma de pagamento para participagdo.

O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, € possibilitar uma melhor
fundamentagdo do conhecimento da prevaléncia e do perfil da infecgio pelo HTLV na regiéo e
auxiliar no estabelecimento das condutas diagnosticas e de seguimento clinico-terapéutico mais
adequadas.

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

Assinatura do Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente

esclarecido(a) acerca do conteido 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

Prontuario: Protocolo:

Universidade Federal do Pard Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Patologia, Laboratério de Virologia
Fone/fax: (91)3183-1587.
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OUESTIONARIO PARA HTLV

DADOS DE IDENTIFICACAO:

Nome: Sexo: Estado Civil:
Data de nascimento: Profissdo: Procedéncia:
HISTORIA CLINICA:

Inicio da sintomatologia:
Qual?
Uso de drogas endovenosas antes? ( )Nfo ( )Sim  Compartilhada? ( )N&o ( )Sim

Transfusdo de sangue ou hemocomponentes celular? ( )Nao ( )Sim

Data

Cirurgias{ )Ndo ( )Sim  Qual(is)? Data
Tatnagem? ( )Nao ( )Sim  Quando?

Ja teve/tem alguma DST? ( )Ndo ( )Sim  Qual?

Usa preservativo nas relagdes sexuais? ( )Ndo ( )Sim ( )As vezes

Acidente durante relagio com preservativo? ( )Nao ( )Sim

Relacionamento: ( )Estavel ( )Promiscuo n®° de parceiros sexuais nos ultimos 6
meses:

Homossexual? ( )Nao ( )Sim  Bissexual? ( )N&o ( )Sim

ASPECTOS CLINJCOS :

Forga muscular diminuida? ( )Nao ( )Sim  Dor lombar? ( Nao ( )Sim

Dor nas pernas? ( )Nao ( )Sim Parestesia / Formigamento? ( )Nao ( )Sim
Disttirbios Miccional? ( )Retengdo  ( )Incontinéncia ( )Urgéncia ( )ausentes

Constipagdo Intestinal? ( )Ndo ( )Sim  Incontinéncia fecal? ( )Néo ( )Sim
Diminuicdo sexual do libido? ( )Nao ( )Sim

Disfungfio erétil? ( )Nao ( )Sim

Apresenta problemas oftdlmicos?( )Uveite ( )Xeroftalmia  (

Joutros



INSPECAQ GERAL:

Pele:

Dermatites?( )Infecciosa ( )Escabiose ( )Outras ( )Ausentes
Lestes maculo papulares? ( )Nao ( )Sim
Nédulos? ( )Nao ( )Sim

Eritrodermia generalizada? ( )Ndo ( )Sim

Palpag@o:
Génglios:Linfadenopatias? ( )Nao ( )Sim
Abomem:Hepatomegalia? ( )Nao ( )Sim

Esplenectomia? ( )N&o ( )Sim

DADOS RELATIVOS AOS COMUNICANTES:

N° de gestagbes N° de partos N° de Abortos
Amamentou? ( )Ndo ( )Sim  Quanto tempo?

Tem pais vivos?( )Mae viva  ( )Mie Falecida Motivo?

( )Pai vivo ( )Pai Falecido  Motivo?
N° de irméos Tem alguma patologia?

Tem histéria de cancer na familia? ( )Nao ( )Sim Qual

Utiliza Objetos(tesourinhz, alicates de unha, gilete,escova dental) em comum? ( )N&o ( )Sim
Qual?

J4 fez /faz uso de barbeador,navalha em Saldo de Beleza? ( )Nao ( )Sim

RESULTADO DE EXAMES:

Hemograma:

Anemia(Hb]10) ( )Nao ( )Sim Valor:
Flows cells ( )Nao ( )Sim Valor:
Leucocitose (1 10 000) ( )Nao ( )Sim Valor:
Leucopenia (] 5.000) ( )N&o ( )Sim Valor:

Plaquetopenia ( | 140 000) ( )Ndo ( )Sim Valor:
Linfécitos atipicos? ( )Nao ( )Sim Valor:



EXAMES DIRECIONADOS AO HTLV:

Teste sorologico anti-HTLV(Elisa)

Resultado Positivo—s data__ data data

Resultado Negativo— data data data

Teste de Western Blot

Resultado positivo—data data data

Resultado Negativo—data data data

PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Resultado positivo—data data data

Resultado Negativo—data data data

EXAME DA MOTRICIDADE:

1.Atitude ( )Normal ( )Alterada
2.Equilibrio:
Estatico:Prova de Humberg
( )Negativo ( )positivo  -Labirintico
-Cerebelar

-Sensitiva (tabética)

Dindmico: ( )Marcha normal ( )Marcha alterada
3.Coordenagéo Motora:
Dedo/ Nariz ( )Sim ( )Nao
Calcanhar/ Joelho ( )Sim ( )Néo

4.Ténus muscular
( )Normal ( )Hipotonia ( )Hipertonia ( )Espasticidade ( )Rigidez
5.Reflexos:



Superficial:

Cutaneo Plantar (Babinski)

Cutdneo abdominal

Profundo

Membros superiores:

Triciptal ( )Exaltado
Biciptal ( )Exaltado
Estilo-radial ( )Exaltado
Cubito-pronador ( )Exaltado

Membros inferiores:
-Patelar ( )Exaltado
Aquileu ( )Exaltado

6.Exame da Sensibilidade:
Superficial:

Tétil,térmica,dolorosa ( )Presente

Profundo:

Posi¢ao dos seguimentos ( )Normal

( )positivo

negativo
(=

( )Presente

( )Abolido
( )Abelido
( )Abolido
( )Abolido

( )Abolido
( )Abolido

( )Abolido Parcial
( )Abolido Total

( )Normal
( )Normal
( )Normal
( )Normal

( )Normal
( )Normal

( )Ausente Todas

( ) Ausente Dissociadas

( )Alterada
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HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COMITE DE ETICA FM PLSQUISA

AJU)BRE

CEP)

CORITE DE ETICA Eld PESCUISA

TERMO DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Jodo de Barros
Barreto da Universidade Federal do Para analisou o projeto de pesquisa intitulado
“Caracterizacio clinico-epidemiolégica e molecular da infeccio Virus
linfotrapico de células T humanas em pacientes com Paraparesia
Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLV (PET/MAH)”.
protocolo n® 2061/2005, com a participagdo dos pesquisadores. Luiz Fernando
Almeida Machado, José Alexandre Rodrigues de Leinos, Marluisa de Oliveira
Guimardes Ishak, Bruna Pedroso Tamegdo Lopes ¢ Eduardo Leitdo Maia. sob a
Coordenacio  do  Proff Dr. Antonio  Carlos  Rosdrio  Vallinoto,  obtendo
APROVACAO na reunifo do dia 20/02/2006. por estar de acordo com a Resolugio
n® 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de Satde / Ministério da

Saude do Brasil.

Belém, 20 de fevereiro de 2006

j%se -@gaw%/%f\)
Dr. Jodo Soares Felicio

P/ COORDENADOR DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA / HUJBB/UFPA

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - Coordenadoria de Atividades Académicas
Rua dos Mundurucus, 4487 — Guama CEP. 66.073-000 Belém-Para Fone:3201 6653 | PABX:3201 6652



