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de HHV-8 disponiveis no GenBank e aquela descrita no presente estudo (amostra
17608). A arvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos
(Neighbor-Joining) ap0s o alinhamento de 217 nucleotideos regido varidvel 1 (VR1)
do gene K. O teste de sustentagdo estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 2000
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RESUMO

Os HTLV-1/2 pertencem a familia Retroviridae, a qual inclui o HIV. O HHV-8
pertence a familia Herpesviridae. Os HTLV-1/2, o HHV-8 e o HIV apresentam as mesmas
formas de transmissdo, resultando em fatores comuns de risco e isso pode justificar a co-
infeccdo HIV/HTLV e HIV/HHV-8. O presente estudo teve como objetivo descrever a
epidemiologia molecular das infec¢Oes causadas pelos HTLV-1/2 e o HHV-8 em
individuos portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS, da cidade de Belém, Para. Das
520 amostras incluidas no estudo, 515 foram testadas para a presenca de anticorpos anti-
HTLV-1/2 e 499 para a presenca de anticorpos anti-HHV-8, pelo método de ELISA. As
amostras reativas para o HTLV e para o HHV-8 foram submetidas a métodos moleculares.
A soroprevaléncia da co-infeccdo HIV/HTLV foi de 2,3%, enquanto que da co-infeccdo
HIV/HHV-8 foi de 35,9%. Nove amostras do HTLV foram seqiienciadas e 1 classificada
como HTLV-1 pertencente ao subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental e 3 como
HTLV-2 do subtipo HTLV-2c, enquanto que a do HHV-8 agrupou-se ao subtipo B. Foi
verificada a heterossexualiza¢do, menor escolaridade e pauperizagdo entre os portadores do
HIV-1 e ndo houve associagdo com fatores de risco. Nao houve associacdo da co-infeccao
HIV/HTLV com fatores de risco e nem com a contagem de células CD4" e CD8" e Carga
Viral do HIV-1. Houve associa¢do da co-infec¢do HIV/HHV-8 com a Carga Viral do HIV-
1. Ocorreu maior taxa da carga viral plasmatica do HIV-1 no intervalo 1000l—100000

copias/mL no grupo dos co-infectados HIV/HHV-8.
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ABSTRACT
The HTLV-1/2 belongs to the family Retroviridae, which includes HIV. The HHV-8
belongs to the family Herpesviridae. The HTLV-1/2, HHV-8 and HIV have the same
modes of transmission, resulting in common risk factors that can justify the co-infection
HIV/HTLYV and HIV/HHV-8. The present study had as objective to describe the molecular
epidemiology of infections caused by HTLV-1/2 and HHV-8 in individuals with HIV-1
with or without AIDS in Belém, Pard. Of 520 samples included in the study, 515 were
tested for the presence of anti-HTLV-1/2 and 499 for the presence of anti-HHV-8 by
ELISA. Samples reactive for HTLV, and HHV-8 were subjected to molecular methods.
The seroprevalence of co-infection HIV/HTLV was 2.3%, while co-infection HIV/HHV-8
was 35.9%. Nine samples of the HTLV were sequenced and one classified as HTLV-1
belonging to the Cosmopolitan subtype, Transcontinental subgroup, and 3 as HTLV-2 of
the subtype HTLV-2c, while the HHV-8 are clustered to subtype B. Was found to
heterosexual, less educated and impoverishment among the carrier of the HIV-1 and had
not association with risk factors. There was no association of the co-infection HIV/HTLV
with the risk factors neither with the count of the CD4" and CD8" T cells and viral load of
HIV-1 in relation the mono-infected. There is association of co-infection HIV/HHV-8 with
viral load of HIV-1. There was a higher rate of plasma viral load of HIV-1 in the interval

1000l—100000 copies / mL in the group of coinfected HIV/HHV-8.
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1. INTRODUCAO
1.1 FAMILIA RETROVIRIDAE

A familia Retroviridae compreende virus que possuem o RNA como material
genético, que se replica através de um intermedidrio de DNA nas células que parasitam. A
transcricdo da molécula de RNA em uma molécula de DNA de fita dupla ocorre gracas a
acdo da enzima DNA polimerase dependente de RNA, denominada transcriptase reversa.
Em decorréncia da presenca dessa enzima em alguns grupos de virus, a familia ficou
denominada como Retroviridae (Temin & Mitzutani, 1970).

Os retrovirus sdo classificados segundo a base da seqiiéncia genOmica, em sete
géneros: Alpharetrovirus (Virus do sarcoma e Virus da leucemia de aves), Betaretrovirus
(Virus de tumor mamdrio de ratos), Gammaretrovirus (Virus relacionado com a leucemia
de rato), Deltaretrovirus (Virus da leucemia de células T humanas e Virus da leucemia de
célula T bovino), Epsilonretrovirus (Wally dermal sarcoma Virus), Lentivirus (Virus da
imunodeficiéncia humana) e Espumavirus (Espumavirus humano) (Murphy et al., 1995).

A organizacdo gendmica dos retrovirus consta de duas moléculas de RNA de cadeia
simples e polaridade positiva. As moléculas de RNA estdo fisicamente unidas por pontes de
hidrogénio em suas extremidades 5’. A organiza¢do gendmica € sempre a mesma 5°-Gag-
pol-env-3°, também dependendo do tipo de retrovirus, hd genes adicionais que se

sobrepdem com os genes principais (Coffin, 1996).
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1.1.1 Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1)
1.1.1.1 Biologia do HIV-1

O Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € o agente causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), sendo um virus linfotrépico com afinidade preferencial
para os linfécitos T CD4+ (Wei et al.,1995). O HIV € um membro do género Lentivirus da
familia Retroviridae. O HIV estd subdividido em duas espécies HIV-1 e HIV-2, sendo o
HIV-1 o mais comum (CDC, 1981; Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981). O
conhecimento mais antigo do isolamento do HIV-1 € o de uma amostra de plasma de 1959,
observado em um marinheiro em Manchester (Zhu et al., 1998).

A estrutura gendmica do HIV-1 € constituida por duas copias de uma molécula
simples de RNA (ssRNA) de aproximadamente 10 Kb de comprimento, que codifica 16
proteinas distintas. Essas proteinas, que derivam dos genes gag (group-specific antigen),
pol (polimerase) e env (envelope), sdo componentes estruturais e enzimaticos requeridos
por todas as retroviroses. A gag origina a matriz (MA, pl7), o capsideo (CA, p24), o
nucleocapsideo (NC, p9 e p6, proteina que constitui o ndcleo interior da particula viral).
Por outro lado, a poliproteina env produz a gp 120 (superficie, SU) e a gp 41
(transmembrana, TM). Por fim, a poliproteina pol origina as enzimas virais protease (PR),
transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN) (Luciw, 1996).

Além dessas proteinas, o HIV-1 codifica, também, duas proteinas reguladoras, o
transativador transcripcional (Tat) através do gene tat e o regulador da transcricdo do gene
viral (Rev) mediante o gene rev. O virus contém, ainda, quatro genes que codificam as
proteinas denominadas de acessorias, sendo essas a Nef (“negative effector”), a Vif (“viral

infectivity factor”) e as proteinas Vpr e Vpu (Luciw, 1996).
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O isolamento do virus e o seqiienciamento do genoma revelaram que enquanto a
organizacdo genética de HIV-2 era altamente semelhante aquela do HIV-1, as duas viroses
exibiam distancias nas seqiiéncias similares ao nivel do nucleotideo (Guyader et al., 1987).
Uma diferenca na organizacdo genética dessas duas viroses € que o gene acessorio Vpu é
unico para isolados de HIV-1 (Cohen et al., 1988), considerando que Vpx foi somente
descoberto em isolados de HIV-2 (Henderson et al., 1988; Kappes et al, 1988).

O HIV tem como uma de suas principais caracteristicas a intensa variabilidade
genética, causada principalmente pela transcri¢do reversa do seu genoma pela transcriptase
reversa viral. A freqiiéncia de erro de incorporacdo de nucleotideos, nesse processo,
associado a enorme capacidade replicativa desse virus, mesmo quando a infec¢do parece
estar numa fase clinica latente, fazem essas populagcdes comportarem-se como quasispécies.
Grupos virais (subtipos) podem ser definidos por esse aspecto molecular, dada a
divergéncia em diferentes taxas encontradas entre os varios isolados virais geograficamente
distribuidos (Eigen, et al., 1988; Schuster& Stadler, 1999).

A diversidade genética das populacdes do HIV-1 € um resultado direto da
incorporacdo de erros durante a replicagdo viral (Menendez-Arias, 2002; Preston &
Dougherty, 1996; Preston et al, 1988; Svarovskaia er al, 2003). As altas taxas de
incorporacdo de erros inerentes a replicacdo dos virus de RNA se devem a auséncia de
atividades revisoras das enzimas RNA polimerase e transcriptase reversa viral (Eigen et al.,
1988; Schuster & Stadler, 1999).

A variabilidade do genoma do virus HIV-1 pode desdobrar-se, muitas vezes, em

mutagdes que conferem resisténcia aos agentes terapéuticos anti-retrovirais, como 0s
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inibidores de protease e da transcriptase reversa (Muller, 1964; Domingo et al., 1978;
Domingo et al., 2001).

A presenca de vdrios subtipos de HIV-1 em uma tnica regido geografica favorece a
ocorréncia de infecgdes mistas por mais de um subtipo em um Unico individuo, e essas
infecgdes sdo, conseqiientemente, determinantes do surgimento de genomas de HIV-1
recombinantes intersubtipo. Os eventos de recombinagdo sdo bastante freqiientes durante a
replicacdo dos retrovirus, e representam um importante fator de aumento de variabilidade
para esses organismos (Liitsola et al., 2000).

Andlises detalhadas de clones virais obtidos de pacientes demonstraram que
diversas variantes virais co-existem simultaneamente em pacientes infectados e que a
freqiiéncia de gendtipos virais distintos flutuam durante o curso natural das infec¢des pelo
HIV-1 e em resposta 4 introdu¢do de novas pressdes seletivas, como o uso de drogas anti-
retrovirais (Godenow et al., 1989; Meyerhans et al., 1989; Shankarappa et al., 1999; Liu et

al., 2002).

1.1.1.2 Epidemiologia do HIV-1

A diversidade global do HIV-1 € representada pelo fato dele estar classificado em
trés grupos genéticos: M (major) (Gurtler et al., 1994), N (non-M e non-N) (Simon et al.,
1998) e O (outlier). Esta classificagdo adotada se baseia na andlise do genoma completo de
amostras de HIV-1, colhidas em diferentes regides geograficas. O grupo M, que contém os
principais virus responsdveis pelo desenvolvimento e disseminag@o da epidemia no mundo,
estd subdividido em nove linhagens genéticas, também referidas como subtipos, sdo

representados pelas letras do alfabeto inglés (A-D, F-H, J e K). As variantes dos subtipos
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A, F e J sdo ainda segregadas como sub-subtipos (Al, A2, A3, A4, F1, F2, J1 e J2)
respectivamente (Delgado et al., 2002; Papa et al., 2002; Meloni et al., 2004; Zhang et al.,
2005; Vidal et al., 2006). Ainda tem 34 formas recombinantes circulantes (CRF) (Thomson
et al., 2002), sendo as mais comuns as CRF02_AG e CRF01_AE (Osmanov et al., 2002).

No Brasil, o nimero total de casos de AIDS acumulados entre 1980 e junho de 2009
¢ de 544.846. Em 2009, nos seis primeiros meses, foram notificados 35.000 novos casos.
Estima-se que aproximadamente 600 mil pessoas vivem com HIV e AIDS no Brasil.
Numero que permanece estdvel desde 2000 (Ministério da Saude, 2009).

Os novos numeros da AIDS no Brasil apontam para uma queda acentuada (redugdo
de 94,0%, entre 1997 e 2009) nos casos de transmissao vertical, quando o HIV € passado da
mae para o filho, durante a gestagdo, o parto ou a amamentacdo. Em 2009, de janeiro a
junho, foram notificados 60 casos nessa categoria (Ministério da Satide, 2009).

Nas pessoas com 50 anos ou mais, observa-se tendéncia de crescimento da
epidemia. Entre 1997 e 2007, na faixa etdria de 50-59 anos, a taxa de incidéncia entre os
homens passou de 12 para 18 casos a cada 100 mil habitantes; entre as mulheres, cresceu de
5,2 para 9,9. No mesmo periodo, houve um aumento da taxa de incidéncia entre individuos
com mais de 60 anos. Nos homens, o indice passou de 5,9 para 9,6. Nas mulheres, cresceu
de 1,8 para 5,0 (Ministério da Satide, 2009).

Na populacido masculina, houve uma queda acentuada na taxa de incidéncia, que era
de 22,7 em 1996 e foi para 8,7 em 2009. Nas mulheres, a taxa de incidéncia caiu de 9,3 em
1996 para 5,6 em 2008. Nos adolescentes (13 a 19 anos) a taxa de incidéncia foi de 2,0 para
2,2 e nos adultos jovens (20 a 24 anos) passou de 19,5 para 15,2, no periodo de 1996 e

2008. Ha quedas discretas no nimero de casos em criangas menores de 5 anos e nas adultas
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de 20 a 29 anos. Nas adolescentes e nas mulheres com mais de 30 anos, ha aumentos em
todas as faixas etarias, confirmando o crescimento do numero de casos de AIDS na
populacdo feminina, observado a partir da década de 1990 (Ministério da Saude, 2009).
Nas regiodes, entre 1996 e 2008, observou-se uma queda na taxa de incidéncia no Sudeste —
que passou de 25,5 para 19,2. Nas demais regides, o indice cresceu: no Norte, de 4,1 para
18,6; no Nordeste, de 4,8 para 11,3; no Sul, de 16,9 para 29,3; e no Centro Oeste, de 12,4
para 15,9 (Ministério da Saude, 2009).

De 1980 até o ano de 2009, o nimero acumulado de mortes em decorréncia da
AIDS foi de 217.091. Em 2005, houve 11.100 6bitos, confirmando a média anual de dbitos,
observada desde 2000. Em 1996, foram 15.017 mortes. Apés a introducdo da politica de
acesso universal ao tratamento anti-retroviral que combina drogas com diferentes formas de
acdo, observou-se uma importante queda na mortalidade (Ministério da Sadde, 2009).

Nos homens, observou-se uma diminui¢cdo nos casos entre homossexuais e 0s
bissexuais e aumento entre e heterossexuais. Nesse dltimo grupo, em 1996, o percentual em
relacdo ao nimero total de casos foi de 15,8%. Em 2009, passou para 47,6%. Nas mulheres,
a epidemia segue com a caracteristica de ser quase que totalmente de transmissao
heterossexual, responsavel por 97,0% dos casos registrados em 2009 (Ministério da Saudde,
2009).

Entre os usudrios de drogas injetaveis (UDI), o nimero de casos de AIDS prossegue
em queda constante. Em 1996, foram notificados 27.652 e 5.463 casos considerando
homens e mulheres, respectivamente. Em 2009, foram registrados 235 e 48 casos em UDI —

o que representou uma grande reducao (Ministério da Saude, 2009).
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1.1.2 Virus Linfotrépico de Células T Humanas (HTLYV)
1.1.2.1 Biologia do HTLV

Os HTLV-1/2 sao agentes virais de tamanho médio (100- 120 nm), que contém duas
moléculas de RNA de cadeia simples (ssRNA), iguais, com polaridade positiva. Eles
pertencem a familia Retroviridae e ao género Deltaretrovirus (Coffin, 1996). O HTLV-1 e
o HTLV-2 tém propriedades bioldgicas similares e tropismo para linfécitos T (Hall et al.,
1994; Hall, 1994; Hollsberg & Hafler,1993), porém o HTLV-1 infecta preferencialmente
linfécitos T CD4+, enquanto o HTLV-2 tem tropismo para linfécitos T CD8+ (Murphy,
1996).

O HTLV-1 foi descoberto em 1980, a partir de uma linhagem de células
linfoblastdides, obtida de um paciente com linfoma cutineo de células T nos EUA e vem a
ser o primeiro retrovirus humano identificado (Poiesz et al.,1980; Hinuma et al., 1981). O
HTLV-2 foi isolado em 1982 a partir de células T derivadas do baco de um paciente com
leucemia de células pilosas (Kalyanaraman et al., 1982). O HTLV-3 (Calattini et al., 2005)
e o HTLV-4 (Wolfe et al., 2005) foram identificados em populacdes de areas rurais de
camardes na Africa em 2005.

Inicialmente foram reconhecidas duas condicdes associadas ao HTLV-1:
Paraparesia Espastica Tropical (PET) (Gessain et al., 1985) e Leucemia/Linfoma de células
T do Adulto (LLcTA) (Yoshida et al., 1982). O HTLV-1 € o tnico retrovirus conhecido por
ser o agente etiolégico de cancer humano, enquanto o HTLV-2, o outro oncovirus
conhecido, ndo estd associado aparentemente com cancer humano (Gallo, 1986;
Kalyanaraman et al., 1982). O HTLV-2 tem sido raramente associado a doenca neuroldgica

semelhante a PET/mielopatia associada ao HTLV (MAH); também parece predispor os
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portadores a infec¢des bacterianas, por comprometimento imunoldgico (Kalyanaraman, et
al., 1982).

A particula viral do HTLV mede um didmetro de 80 a 110 nm, contém duas
moléculas de acido ribonucléico (RNA) monocatendrias, idénticas e associadas as varias
proteinas do nucleocapsideo (NC), a transcriptase reversa, a integrase e a protease. Esse
conjunto € rodeado pelo capsideo (CA). A matriz (MA) protege o conjunto. Essa estrutura é
recoberta pelo envelope constituido de uma bicamada lipidica de origem celular que
contém as glicoproteinas virais (gp 46 e gp 21) resultante da clivagem de um precursor

comum (Figura 1) (Gessain, 2004).

NC (p15)
MA (p19)

CA (p24)

Transcriptase
reversa

o g— T™ (gp21)

SU (gp46)

Figura 1 - Esquema da estrutura da particula viral do HTLV (Fonte: Adaptado de
researchnews.osu.edu/.../HTLV1%?20cartoon.jpg.jpg)-

A estrutura gendmica proviral contém os genes estruturais gag, pol e env (proprios
dos retrovirus), os genes reguladores tax e rex e os Long Terminal Repeat (LTR) (Manns et
al., 1999). O gene gag ¢ inicialmente transcrito, originando uma poliproteina precursora de

53 KDa (pr53). Esta € clivada em trés proteinas: A proteina do CA- p24, a proteina da MA-
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p19 e a proteina do NC- p15. A protease do virus € codificada por uma seqiiéncia de leitura
aberta (ORF-Open Reading Frames) (pro) situada sobreposta aos genes gag e pol. O gene
pol codifica a transcriptase reversa, e a integrase, € o gene env codifica duas proteinas:

gp21 (transmembrana) e gp 46 (superficie) (Figura 2) (Rosenberg et al., 1997).

Pro: Protease

| LT [Tgag | pol i ev | px | LR pX (ORFlell) : p12, p27 ",
Gag p13' e p30"
pX (ORF 1l e IV): Rex e
Tax
MA (P19) e SU (gp 46)
CA (p24) IN T™ (gp 21)
NC (p15)

Figura 2 - Representacdo esquemadtica da estrutura gendomica do HTLV (Fonte: Adaptado

de evunix.uevora.pt/.../ HTLV_files/image006.gif)

Usando o processamento (splicing) alternativo e cédons de iniciacdo alternados,
esses complexos retrovirus produzem varias proteinas acessorias e reguladoras codificadas
pelas quatro ORF da regiao pX (pX ORF 1 a IV) entre o gene env e a 3°’LTR (Franchini,
1995; Michael et al., 2004).

As ORF 1l e IV da regido pX codificam as proteinas Rex e Tax bem caracterizadas,
respectivamente. Rex é uma fosforoproteina de localizacdo nucléolar, com fungdo pos-
transcricional, regulando positivamente a expressdo e a estabilidade do mRNA gendmico

(gag-pro-pol), o splicing dos demais mRNA e ainda estd envolvida no transporte do RNA
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viral sem processamento (unspliced) ou com unico splicing do nicleo para o citoplasma
celular (revisado em Younis & Green, 2005).

Tax é a fosforoproteina de localizagdo nuclear que interage com fatores de
transcricao celular, ativa a transcricdo dos promotores virais e ressalta elementos de varios
genes celulares associados com proliferacdo celular do hospedeiro (revisado em Pise-
Masison et al., 2005; Marriott & Semmes, 2005; Grassmann et al., 2005).

A proteina Tax regula a transcri¢do viral, ativando fatores que induzem a transcri¢cao
de genes celulares para interleucinas (IL-1, IL-2, entre outras) e para receptores de células
T (CD 25) (Hollsberg et al., 1999). Adicionalmente, Tax regula negativamente o gene da j3-
polimerase (enzima reparadora de DNA) e pode inativar a fungcdo do gene p53 (gene
supressor de tumores) (Pise-Masison et al., 2000), fatores que influenciam na patogénese
da LLcTA. A Tax ativa a expressdo do promotor de LTR, e assim € essencial para a
expressdo de todo o mRNA viral (revisado por Yoshida, 1996).

As ORF 1 e 1I da regido pX também produzem formas alternativas de spliced de
mRNA que codificam 4 proteinas acessérias, p12', p 27", p13" e p30" (Berneman et al.,
1992; Ciminale ef al., 1992; Koralnik et al., 1992).

Ainda que o HTLV-1 tenha um alto grau de conservacdo de seqiiéncia de
nucleotideos, se tem demonstrado a existéncia de vérios subtipos moleculares (gendtipos),
aparentemente em relacdo com a origem geogréfica das populagdes afetadas e ndo com o
tipo de enfermidades associadas (Gessain et al., 2000).

O HTLV-1 e o HTLV-2 compartilham aproximadamente 85% das sequéncias de
seus nucleotideos na regido gag, mas somente 65% do gene env. A LTR é geralmente usada

para genotipagem dos subtipos moleculares do HTLV (Ishak et al., 2003).
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Os setes subtipos genéticos do HTLV-1 sdo: HTLV-la (subtipo Cosmopolita)
(Miura et al., 1994), HTLV-1b (subtipo Africa Central) (Hahn et al., 1984; Vadamme et
al., 1994), HTLV-1c (subtipo de Australo-Melanésio) (Bastian et al., 1993), HTLV-1d
(Novo subtipo Africa Central) (Chen et al., 1995; Mahieux et al, 1997), HTLV-le
(encontrado em um pigmeu vivendo no Congo) e HTLV-1f (gabdo) (Salemi ef al., 1998) e
HTLV-1g (Camardes) (Wolfe et al., 2005). Esta subtipagem genética é baseada na origem
geogréfica do virus, na comparacio das seqiiéncias e nas andlises filogenéticas da regido
env e daregido LTR.

O HTLV-la apresenta quatro subgrupos, baseados na eqiiéncia LTR de cepas
obtidas de vérios lugares do mundo: Transcontinental (A), Japones (B), Oeste africano (C)
e Norte da Africa (D) (Gasmi et al., 1994).

O HTLV-2 tem quatro subtipos moleculares: HTLV-2a, HTLV-2b (Hall et al.,
1992), HTLV-2c¢ (Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996) e HTLV-2d (Vandamme ef al.,
1998).

A replicagdo viral inicia-se com a adesdo, onde a particula viral se liga a superficie
celular. Essa interacdo ocorre entre as glicoproteinas do envelope viral (gp46 e gp21) e
receptores especificos da superficie celular, que para o HTLV-1 ja foi apontado como um
transportador 1 de glicose (GLUT-1), presentes em células como linfécitos T, linfécitos B,
mondcitos e fibroblastos (Koyanagi et al.,1993; Yasunaga et al.,2001; Manel et al.,2003).
Em seguida, o virus torna-se capaz de penetrar na célula hospedeira, através da fusdo do
envelope viral com a membrana celular (Poiesz et al.,2003), podendo também ocorrer por
endocitose (Voyles, 1993). No citoplasma da célula hospedeira, a fita simples de RNA viral

¢ transcrita a DNA de fita dupla pela transcriptase reversa. A dupla fita de DNA linear €
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transportado para o nucleo e integra-se no genoma celular pela acdo de uma integrase viral
(Seiki et al.,1984).

Uma vez integrado, o provirus utiliza a maquinaria celular para a transcri¢io
primdria do RNA gendomico. Parte do RNA viral sintetizado € processada para gerar o
mRNA que serd traduzido nas proteinas virais apropriadas no citoplasma. Como ultimo
passo, o core viral € montado e o virus € liberado (brotamento) a partir da superficie celular

por um processo mais ou menos simultaneo (Figura 3) (Cann et al., 1996).

Figura 3 - Representacdo esquemdtica da replicacio do HTLV (Fonte: Adaptado de
Gessain, 2004).
1.1.2.2 Doencas Associadas ao HTLV

O linfoma/leucemia de células T do adulto (LLcTA) € uma neoplasia de linfécitos T
maduros, associada a infec¢do pelo HTLV-1. A relagdo entre o HTLV-1 e LLcTA foi
identificada ao isolar-se o virus integrado em células neoplésicas (Poiesz et al.,1980;

Hinuma et al., 1981; Yoshida et al., 1982). A LLcTA € classicamente uma forma de
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leucemia de curso agudo com pobre resposta a quimioterapia (Uchiyama et al., 1977) que
afeta principalmente idoso entre os 50 e 60 anos (Tajima et al., 1990). Tem-se descrito
também formas menos agressivas cujo comportamento clinico assemelha-se ao de um
linfoma, de curso mais cronico e com comprometimento dérmico extenso (Yamaguchi et
al., 1983).

Os principais sinais e sintomas da LLcTA sdo: astenia, dor abdominal, tosse,
artropatia, ascite, diarréia e episodios de infec¢Oes repetidas, que podem ser observados
durante o acompanhamento de individuos infectados com HTLV-1. Além de lesdes de pele
persistentes, aparecimento de hepatoesplenomegalia, linfocitose persistente, presenca de
linfécitos com morfologia atipica, incluindo “Flower cells”, células linfocitarias com
nucleos polilobulados (Ministério da Satide, 2004).

Em dreas hiperendémicas do Japao, o risco estimado de desenvolver LLcTA ¢ entre
2 e 4% (Tajima et al., 1990), enquanto que na Jamaica o risco é de 4% para aqueles que
tivessem adquirido a infec¢@o antes dos 20 anos (Murphy et al., 1996). Postula-se que essas
diferencas possam estar relacionadas com a via de transmissao (Barmak et al., 2003).

O termo Paraparesia Espdstica Tropical (PET) foi proposto em 1969 para descrever
o quadro neurolégico de etiologia entdo desconhecida, observado inicialmente em &reas
tropicais e caracterizado por paraparesia cronica progressiva (Mani et al., 1969). Em 1985
se reconheceu a associacao entre dita entidade clinica e a infeccdo por HTLV-1 (Gessain et
al., 1985), propondo-se posteriormente nova denominagdo, mielopatia associada ao HTLV-
1(MAH) (Organizacdo Mundial de Satide, 1989).

Em pacientes com HTLV-1 o risco estimado para o desenvolvimento de PET/MAH

flutua entre 1 e 4% (Murphy et al.,1997; Osame et al., 1997). Aparentemente, o risco é
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mais alto na América Latina que no Japao (Araujo et al., 1993; Nakagawa et al., 1995), o
qual tem sido relacionado com a presenca de distintos alelos do grupo de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) em ambas as regides (Aradjo et al., 1993).

Uma das hipdteses mais aceita estabelece que a patogénese de PET/MAH se baseia
em mecanismos inflamatérios. Tem sido proposto que multiplas citocinas sdo liberadas em
resposta a presenca de proteinas virais na superficie de linfécitos infectados, o qual gera
inflamag¢do cronica e dano tissular (Osame et al., 1997). Esse processo afetaria,
seletivamente, a por¢do média dorsal da medula espinhal, dando lugar ao aparecimento
gradual e progressivo do quadro de paraparesia simétrica com sinais de compromisso
piramidal (Roman & Roman, 1988; Araujo et al., 1993).

Em uma minoria dos casos, os sintomas neuroldgicos progridem rapidamente por
fatores ndo totalmente conhecidos, entre os quais tem se postulado a maior idade para o
inicio dos sintomas, os titulos maiores de anticorpos contra HTLV-1 e a carga proviral
elevada (Kuroda ef al., 1991; Kida et al., 1997).

Os pacientes com PET/MAH apresentam, freqiientemente, alteracdes do sistema
genitourindrio (Imamura, 1994). Temporariamente, aparecem dificuldades para iniciar a
miccdo e nos casos mais severos pode observar se retencdo urindria e infec¢des urindrias
repetidas, sendo estas dltimas um evento freqiiente na histéria clinica de pacientes com

PET/MAH (Gotuzzo et al., 1996; Gotuzzo et al., 2004).

1.1.2.3 Epidemiologia do HTLV
A infeccdo por HTLV-1 tem sido descrita em muitas regides do mundo, como:

Japdo (Kohakura et al., 1986), Africa (Saxinger et al., 1984) Oceania (Nerurkar et al.,
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1993), Caribe (Caribbean et al., 1990) e América do Sul (Gotuzzo, 2000). Uma area €
considerada endémica para HTLV-1 se 2 a 10 % da populagdo adulta saudavel esta
infectada. A América do Sul, Brasil, Colombia e Peru cumprem com esta definicao
(Zaninovic et al., 1994; Zurita et al., 1997).

Alguns autores tém considerado que o HTLV-1, assim como HTLV-2, esteve
presente na América Latina em tempos pré-colombianos. O achado de DNA proviral de
HTLV-1 em uma amostra de medula éssea de uma mumia de 1500 anos da antiguidade e a
presenga de focos endémicos para HTLV-1 em povos nativos dos Andes seriam
argumentos a favor desta hipétese (Li HC et al., 1999; Fujiyoshi et al.,1999). Sem duvida,
analises filogenéticas de multiplas amostras contradizem aquela hipdtese e constituem
evidéncias convincentes da introdugdo pds-colombiana de HTLV-1 na América-Latina
(Van Dooren et al., 1998; Balcazar et al., 2003).

As éreas Shikoku, Kyushu e Okinawa no Japdo, sdo as que apresentam maiores
indices de prevaléncia. E do Japdo o maior nimero de dados sobre aspectos
epidemioldgicos e clinicos relacionados ao HTLV-1 (Goto et al., 1997). Estudos realizados
na Coréia e na China n3o revelaram dreas endémicas e os casos encontrados tinham
japoneses como ancestrais (Pancake et al., 1996).

A prevaléncia do HTLV-1 na Austrélia, entre doadores de sangue, foi de 1/100.000
(Whyte, 1997). Em Papua Nova Guiné foi encontrada prevaléncia de 14% em um grupo
recentemente contactado, os Hagahai (Yanagihara et al., 1990).

Conforme pesquisas realizadas em alguns paises africanos, parece haver uma
tendéncia para aumento da prevaléncia no sentido Norte Sul. Esses resultados devem ser

interpretados com cautela, visto que ha limitacOes de recursos diagndsticos do continente
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africano e a presencga de outras infec¢des, como por exemplo, a maldria, pode interferir nos
resultados (Delaporte et al., 1988).

A infeccdo pelo HTLV parece ser rara e restrita a grupos especificos, como
imigrantes de dreas endémicas ou pessoas com comportamento de risco para retroviroses na
Europa (Taylor, 1996). Entre indios Mayas, no México, foi encontrada a prevaléncia de
0,23% para o HTLV-2 (Go6ngora-Biachi et al., 1997). Pesquisas realizadas nos EUA ainda
ndo apontam soroprevaléncia para a populacdo geral (Fang et al., 1990).

A regido do Caribe € reconhecida como endémica para o HTLV-1 desde 1982
(Blattner et al., 1982). A prevaléncia média na regido € estimada em torno de 5%. Estudos
conduzidos na Jamaica confirmam essa taxa em homossexuais masculinos (4,8%),
pacientes com clinica de doencas sexualmente transmissiveis (5,7%) e pessoas que
trabalhavam em atividades relacionadas com alimentos (6,1%) (Murphy et al., 1991). Jd em
amerindios da Costa Rica, a prevaléncia encontrada foi de 8,0% (Visona et al., 1997).

A infeccdo pelo HTLV-1 tem sido relatada em todos os paises sul-americanos, com
diferentes taxas de prevaléncia. Estudos apontam taxa de 0,73% na populacdo chilena de
doadores de sangue (Sanchez & Vazquez, 1991). Na Bolivia, alguns estudos enfocando a
populacdo descendente de japoneses provenientes de dreas de alta endemicidade,
encontraram prevaléncias de 11 a 21% (Tsugane et al., 1988). Estudando doadores de
sangue e militares, Hurtado encontrou soroprevaléncias de 2,3% e 0,7% (1/150) nesses
grupos, respectivamente (Hurtado et al., 1997).

Pesquisas de prevaléncia entre doadores de sangue da Argentina apontam taxas de

0,04 a2 0,1% (13/13418) (Biglione et al., 1999), se considerados em geral, mas em doadores
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de sangue da regidao de Jujuy, ao norte do pais, os dados apontam para prevaléncias de 0,8%
(39/4805) (Biglione et al., 1997).

No Brasil os estudos se iniciaram em 1986. Estudos realizados entre doadores de
sangue mostram taxas diferentes, sendo a prevaléncia mais elevada observada na Bahia
(Galvao-Castro et al., 1997). Variacdo nas taxas em regides diferentes pode ser devida a
desigualdades no tamanho das amostras e/ou metodologia empregada, bem como ser
conseqiiente a diferenca de etnias nas populagdes estudadas.

O Paré é uma regido considerada como endémica para o HTLV, pois esse agente ja
foi detectado em varias comunidades indigenas (Ishak et al., 1995; Vallinoto et al., 2006) e
na drea metropolitana de Belém (Vallinoto er al,1998). O subtipo HTLV-2c, que
inicialmente foi detectado apenas em comunidades indigenas na Regido Amazonica (Ishak
et al., 1995; Eiraku et al., 1996), atualmente € encontrado em outras regides do Brasil
(Shindo et al.,2002; Catalan-Soares et al.,2005; Vicente et al.,2005). O subtipo HTLV-1a
também ¢é frequente no referido estado. Isso ficou evidente em estudos moleculares
realizados com imigrantes japoneses no municipio de Tomé-Acu (1,8%) (Vallinoto et
al.,2004) e com pacientes co-infectados com o HIV-1 (3,5%) (Laurentino et al.,2005)

A transmissdao do HTLV-1 ocorre através de trés vias: de mae para filho, por
transfusdo de sangue e sexual (Gotuzzo et al.,2000). A transmissdo de mae para filho e por
via sexual explica o risco intrafamiliar de infeccao por HTLV-1 (Hu et al., 1998).

A transmiss@do do HTLV-1 de mae para filho ocorre principalmente através da
lactacdo materna (Ando et al., 1987) visto que a infec¢do intra-uterina (via transplacentdria)
e a perinatal tem sido reconhecidas como eventos infrequentes (Ando et al., 2003). As taxas

reportadas desta transmissdo flutuam entre 5,7 e 37,5%, dependendo de fatores como a
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idade materna, a duragdo de lactacdo e a carga proviral materna (Arango et al., 1998;
Fujino & Nagata, 2000; Hisada et al., 2002).

Em um estudo no Japao observou-se que a prevaléncia geral do HTLV-1 em filhos
de maes positivas foi de 16% (28/175). A prevaléncia entre criancas amamentadas ao seio
foi significativamente mais alta nos que mamaram mais de 3 meses (27%) quando
comparadas com o grupo das que mamaram menos de 3 meses (5%). De 78 criancgas
amamentadas com mamadeiras, cerca de 13% (10/78) estavam infectadas, sugerindo ser
esta a taxa de infeccdo transplacentdria (Hirata er al., 1992). A PCR tem detectado DNA
proviral em sangue periférico e leite de todas as maes portadoras (Fujino et al., 1992).

Em regides hiperendémicas do Japdo, a suspensdo da lactacio materna tem
diminuido significativamente a taxa de infeccdo em filhos de mées portadoras de HTLV-1,
demonstrando ser efetiva esta medida na prevencdo da transmissdo intrafamiliar do virus
(Katamine, 1999).

Em um estudo piloto que avaliou o desenvolvimento neurolégico dos filhos de maes
soropositivas para HTLV-1, ndo se encontrou diferencas significativas entre 10 filhos
soropositivos para HTLV-1 e 38 filhos soronegativos com uma idade média em 45 meses
(Montano et al., 2004).

O risco de transmissdo de HTLV-1 através de sangue total contaminado se tem
estimado entre 50 e 60% (Larson & Taswell, 1988). O risco diminui quando o sangue se
mantém armazenado mais de uma semana (Larson & Taswell, 1988). Nao se tem descrito a
transmissdo do virus através da transfusdo de componentes acelulares. A transmissao

através de agulhas contaminadas € pouco efetiva no caso de HTLV-1 (Okochi et al., 1984).
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A infec¢do por HTLV-1 pode ser considerada como uma enfermidade de
transmissdo sexual (ETS) (Gotuzzo, 2000). O virus tem sido isolado no sémen e em
secrecoes cervicais de pessoas infectadas (Zunt et al., 2002) e a infec¢do € mais freqiiente
em grupos de riscos para ETS (Cortes et al., 1989; Wignall et al., 1992; Gotuzzo et al.,
1994). Estudos conduzidos no Japdo indicam que a probabilidade de transmissdo do
homem para a mulher € de 60,8%, contra 0,4% de transmissdo da mulher para o homem
(ap6s 10 anos de relacionamento sexual) (Kajiyama et al., 1986).

Em um estudo realizado na Jamaica observou-se que homens que tiveram mais de
20 parceiras sexuais em dez anos apresentaram prevaléncia de 4,1%, duas vezes maior, se
comparados com homens que tiveram menos de 5 parceiras; contudo, ndo se observou um
aumento de soropositividade estatisticamente significante. Para as mulheres fo1 significante
ter tido mais de 10 parceiros sexuais com “odds ratio” de 3,5 (IC 95% : 1,3-9,7), quando

comparados com menos de cinco parceiros (Murphy et al.,1989).

1.1.2.4 Diagnéstico Laboratorial do HTLV

O diagnéstico do HTLV ¢ feito por meio de técnicas soroldgicas para a detecc¢do de
anticorpos anti-HTLV-1/2 e de biologia molecular para a deteccio do genoma viral e
subseqiiente diferenciacdo de espécies e genotipos do virus (Catalan-Soares et al., 2001).

Os métodos soroldgicos baseiam-se na deteccdo de anticorpos especificos para
componentes antigénicos das diferentes por¢des do virus (core e envelope), que podem ser
classificados em duas categorias:

a) As reacOes de triagem (usualmente ndo diferenciam o HTLV-1 do HTLV-2): A

reacdo de aglutinacdo e o ensaio imunoenzimatico (EIA), como por exemplo, o teste de
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ELISA (Catalan-Soares et al., 2001). Os testes imunoenzimaticos devem utilizar amostras
de soro em duplicata. Essa técnica possui a vantagem de ser simples, apresentar alta
sensibilidade e ainda poder ser automatizada para testagem simultinea de grande nimero
de soros (Cossen et al., 1992; Hjelle et al., 1993). O ELISA utiliza como antigeno o lisado
viral e proteinas virais obtidas por tecnologia recombinante ou por sintese de peptideos.

b) As reagdes de confirmagdo: IFI (imunofuorescéncia indireta), RIPA/PAGE
(radioimunoprecipitacdo em gel de poliacrilamida) e WB (Western blot ou imunoblot)
(Catalan-Soares et al., 2001). Os testes de Western blot utilizam como antigeno o lisado
viral total, acrescido de epitopos imunodominantes recombinantes, correspondentes a
porcdo N-terminal da proteina transmembrana (gp21) do HTLV-1/2 (peptideos r21-e e
GD21-I). Esses testes apresentam alta especificidade para detectar anticorpos contra o
epitopo recombinante (Varma et al., 1995).

Dessa forma, os individuos negativos sd@o aqueles cujos soros ndo reagem com
antigenos de HTLV. Os soropositivos sdo aqueles em que se detectam anticorpos contra
antigenos do core (anti-p24), juntamente com anticorpos contra glicoproteinas do envelope
(r21-e, gp46 ou gp61/68) nos testes confirmatorios. Os indeterminados sdo os que
apresentam anticorpos séricos que reagem com antigenos de HTLV-1/2, porém com padrao
de reatividade diferente dos soropositivos (Santos & Lima, 2005).

Dentre as causas de sorologia indeterminada para o HTLV sdo citadas: cepas
divergentes do virus linfotrépico, outros HTLV/STLV, outras retroviroses, maldria e outras
condicdes bioldgicas (Goubau, 1998).

O diagnoéstico molecular de infec¢do por HTLV-1 ou HTLV-2 € indicado para o

esclarecimento de casos inconclusivos aos testes soroldgicos, quer seja por apresentarem
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resultados indeterminados ao teste de Western blot, ou mesmo quando a reacdo de Western
blot, embora positiva, seja incapaz de distinguir a infec¢ao causada por HTLV-1 da causada
por HTLV-2. Além disso, esse diagndstico pode facilitar a identificacdo de lactentes
infectados por transmissdo vertical, a partir de maes soropositivas, uma vez que as provas
sorologicas nessa situacdo ndo permitem descartar a presenca de anticorpos maternos,
transferidos passivamente por via transplacentaria ao sangue das criancas (Nyambi et al.,
1996; Ando et al., 2003).

Os testes moleculares baseiam-se em pesquisa de seqiiéncias gendmicas provirais
em células mononucleares periféricas lisadas enzimaticamente pela proteinase K (Andrade-
Serpa et al., 1995; Vallejo et al., 1995; Hashimoto et al., 1998). Empregam-se técnicas de
amplificagdo de segmentos gendmicos, por meio da reacio em cadeia da polimerase (PCR).
A PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade que os métodos anteriores (Pancake
et al., 1996).

Os subtipos podem ser estimados pela construg@o de arvores filogenéticas utilizando
seqiiéncias LTR e env, amplificadas através da técnica da PCR (Alcantara et al., 2003), ou
através da andlise de RFLP (restrict fragment length polymorphism) (Komurian-Pradel et

al., 1992, Segurado et al., 2002).

1.1.2.5 Tratamento, Prevenc¢ao e Controle do HTLV

Nao existe consenso quanto ao melhor tratamento (Nakagawa et al., 1996).
Recentemente tem sido empregada, com relativo éxito, a combinacdo de drogas
antiretrovirais como lamivudina e zidovudina (Sheremata et al., 1993). A combinagdo da

administracdo de corticosterdides, drogas antiretrovirais e reabilitacio poderiam melhorar
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consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes com PET/MAH, particularmente nos
casos de progressao rapida (Aratjo et al., 1995). Intervengdes com corticosterdides (Kira et
al., 1991b), a plasmaferesis (Matsuo et al.,1988), e o Interferon-a (Izumo et al., 1996;
Yamasaki et al., 1997) tem sido tentado, mas os resultados sdo limitados. Sugere-se que a
combinacio do Interferon-a e zidovudina podem produzir alguns beneficios neuroldgicos
(Yamano et al., 1999).

A Prevencao da infec¢do pelo HTLV-1 € descrita da seguinte maneira:

A) A interrupc¢do da lactacdo de criancas nascidas de maes HTLV-1 soropositivas.
Essa medida é muito eficaz na prevencdo em longo prazo da LLcTA e € aplicada no Japao
e em certas ilhas do Caribe. Essa medida € mais dificil ou quase impossivel de ser aplicada
em outras zonas de forte endemia bem como em certas regides da Africa e da América
Central e do Sul (Gessain, 2001).

B) A abstinéncia sexual ou a utilizacdo de preservativos, visto que o uso regular
desses diminui significativamente a taxa de transmissdo sexual de HTLV-1 (Gotuzzo,
2000).

C) A testagem sistemadtica dos doadores de sangue. Essa medida € posta em pratica
em muitos paises. Nos departamentos franceses do Ultramar (Martinica, Guadalupe,
Guiana) a soroprevaléncia do HTLV-1 € da ordem de 0,5 a 1,5% entre os doadores de
sangue, contra cerca de 0,001 a 0,003% na Franca metropolitana. Na Franca, a identificacio
das infec¢oes por HTLV-1/2 € obrigatdrio nos bancos de leites e em doadores de 6rgaos
(Gessain, 2001).

D) O desenvolvimento de uma vacina contra HTLV-1, facilitado pela baixa

variabilidade genética e pela existéncia de modelos animais, em particular entre os
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primatas, poderia permitir diminuir a transmissao desta oncoretrovirose, € a prevencao de
doencas mortais ou debilitantes como a LLcTA e o PET/MAH. Certos ensaios de
vacinagdo sdo encontrados atualmente em modelos simiens (Kazanji & de Thé, 1999).

E) Nao compartilhamento de agulhas e seringas.

1.1.2.6 O Impacto da Co-Infeccao HIV-1/HTLV

O HIV e o HTLV compartilham vias comuns de transmissdo, isto pode justificar a
ocorréncia da co-infec¢do. Nessa co-infec¢gdo HIV-HTLV, verifica-se que os individuos
tendem a apresentar elevado nimero de células CD4+, sem que isso necessariamente
signifique imunocompeténcia ou resposta favordvel a terapé€utica anti-HIV. Além disso,
relata-se entre os co-infectados maior mortalidade, maior incidéncia de mielopatia, assim
como a associacdo com formas graves de escabiose, notadamente suas formas crostosas
(“sarna norueguesa”), e maior risco de infestacdo por S. stercoralis. Observa-se alta
prevaléncia desta co-infec¢io em algumas regides brasileiras, atingindo 15-20% entre
usudrios de drogas intravenosas na Bahia (Ministério da Saude, 2004).

Alguns estudos t€ém enfocado a interacdo entre o HIV-1 e o HTLV-1 quando
presentes no mesmo paciente. Teoricamente, o fato de ambos serem virus linfotrépicos,
infectarem o mesmo tipo de célula (predominantemente CD4+), afetar o sistema nervoso
central (SNC), possuirem um longo periodo de laténcia e genes regulatérios torna essa
interacdo bastante provavel (Silva et al., 2008).

Estudos in vitro tém mostrado que fatores secretados pelas células infectadas pelo
HTLV-1 podem aumentar a replicacio do HIV-1 em células monoinfectadas por este

ultimo virus. Esses fatores sdo as proteinas tax, as quimiocinas CC e RANTES, que agem
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como promotores do HIV com tropismo para linfécitos T (HIV T-trépico), bem como para
macréfagos (HIV M-trépicos), e as proteinas inflamatdrias derivadas de macréfagos la e
1B (MIP-1a e MIP-1p), que agem como supressores das variantes de HIV M-trépicas. Tal
efeito levaria uma maior expressdo do HIV-1 e consequentemente aumentando as chances
de maior destrui¢do de células CD4+, o que poderia resultar em aceleracdo da progressao
do quadro de imunodeficiéncia (Mouriuchi et al.,1998).

Foi evidenciado que células previamente transformadas pelo HTLV-1, apds serem
infectadas pelo HIV-1, produzem réplicas deste ultimo virus com envelopes contendo
proteinas provenientes do HTLV-1. Isso poderia explicar por que cepas do HIV tém um
tropismo expandido para c€lulas com fenétipo diferente das habituais, atingindo até mesmo
células B (Lawson, 2000). Beilke et al. (1998), conseguiram evidenciar que o HIV também
pode levar a um aumento da expressdo de proteinas do HTLV-1/2.

Alguns trabalhos, porém, mostraram uma modulacdo negativa na co-infec¢do
HIV/HTLV. O HTLV-2 pode interferir na replicacdo do HIV-1 através do aumento de
MIP-1a, uma das citocinas comumente encontrada em alto titulo em sangue de pacientes
HIV positivos sobrevivente de longo prazo e nao progressores a AIDS (Casoli et al.,2000).

Investigagdes dos fatores naturais, induzidos pelo HTLV-2, que interferm na
replicacdo do HIV-1 mostram que o CCL3L1 (isoforma do CCL3) é preferencialmente
induzido em individuo HIV soronegativo exposto ao HTLV-2 e em pessoas co-infectadas
HIV-1/HTLV, impedindo a progressio para a AIDS (Menten et al., 2002). Em
complemento, o HTLV-2 induz a producdo de outras quimiocinas e citocinas (GM-CSF,

INF- y) para induzir a resposta Th1 contra a invasdo de patégenos (O’Garra, 1998).
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Alguns dados mostram que pacientes co-infectados HIV/HTLV-1 teriam uma média
de contagem de células CD4+ maior que os monoinfectados pelo HIV-1 sem que isso
traduza melhora no estado imunolégico (Schechter et al., 1997). Corroborando com essa
idéia, Harrison et al. (1997) observaram que pacientes co-infectados ndo tem uma carga
viral diferente dos monoinfectados, demonstrando que o aumento de células CD4+ ndo
constitui um fator protetor para os pacientes co-infectados se tomarmos a carga viral para
HIV como marcador de progressido da AIDS.

Do ponto de vista clinico, foi evidenciada alta prevaléncia de estrongiloidiase em
pacientes co-infectados HIV/HTLV comparado com pacientes monoinfectados pelo HIV
(Brites et al., 2004). Um estudo retrospectivo brasileiro evidenciou que pacientes co-
infectados HIV/HTLV tiveram menor tempo de sobrevida comparado com o0s
monoinfectados pelo HIV (Brites et al., 2001). Sobesky (2000), mostrou uma forte
correlacdo entre co-infeccio HIV/HTLV-1 e o aumento da mortalidade e Chavance et al.
(1995) concluiram que a presenca do HTLV-1 em um paciente com AIDS pode ser
considerado um fator de risco para a aquisi¢cao de doengas oportunistas.

Porém, Hershow (1996), ndao evidenciou diferencas nas taxas de mortalidade ou de
desenvolvimento da AIDS entre grupos de pacientes monoinfectados para o HIV ou co-
infectados HIV/HTLV-2. Zhang (1998) observou um discreto aumento de células CD4+ no
grupo dos co-infectados HIV/HTLV-2 em relacdo aos monoinfectados, mostrando que o
HTLV-2 parece ndo influenciar na evolucdo da AIDS, e Beilke et al (1998) demonstrou
que co-infectados HIV/HTLV-2 apresentavam maior sobrevida que os monoinfectados pelo

HIV.
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1.2 A FAMILIA HERPESVIRIDAE

A familia Herpesviridae caracteriza-se pela capacidade dos virus de infectar
ativamente as células alvo ou entdo ficar em laténcia. Os herpesvirus possuem o genoma
formado por uma molécula de DNA linear em dupla hélice e a sua replicacdo € nuclear.
(Madigan et al., 2000; Wagner & Hewlett, 1999). Apresentam envelope bilipidico,
tegumento de estrutura fibrilar e capsidio icosaédrico (Jawetz et al., 1973; Wagner &
Hewlett, 1999; Ferreira & Sousa, 2002).

Os herpesvirus, por serem numerosos, foram divididos em 3 subfamilias, que se
distinguem pelas suas caracteristicas virais e estruturais, bem como pelo seu poder
patogénico. As subfamilias de herpesvirus sdo: Alphaherpesvirinae (Herpesvirus humano
I/HSV-1, Herpesvirus humano 2/HSV-2 e o Herpesvirus humano 3/HHV-3);
Betaherpesvirinae (Herpesvirus humano 5/HHV-5, o Herpesvirus humano 6/HHV-6 e o
Herpesvirus humano 7/HHV-T7); e Gammaherpesvirinae (Herpesvirus humano 4/HHV-4 e
o Herpesvirus humano 8/HHV-8), como descrito no quadro 1 (Wagner & Hewlett, 1999;

Madigan et al., 2000).



Quadro 1 - As 3 subfamilias dos Herpesvirus: Subfamilia, designagdo, disseminagdes e a doenca.

SUBFAMILIA DESIGNACAO DISSEMINACAO DOENCA
Herpesvirus humano 1 Contato direto Herpes oral
Alphaherpesvirinae Herpesvirus humano 2 Contato direto Herpes genital

Herpesvirus humano 3

Contato direto e respiratorio

Varicela e herspes-Zoster

Betaherpesvirinae

Herpesvirus humano 5(CMV)
Herpesvirus humano 6

Herpesvirus humano 7

Contato direto e transfusao
Contato direto e respiratorio

Contato direto

Mononucleose infecciosa
Exantema stbito (roséola)

Exantema stbito (roséola)

Gammaherpesvirinae

Herpesvirus humano 4 (EBV)

Herpesvirus humano 8

Contato direto (Saliva)

Contato direto (Saliva)

Mononucleose infecciosa

Sarcoma de Kaposi

Fonte: Adaptado de http://www.fop.unicamp.br/biosseguranca/tops/top2.htm
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1.2.1 Herpesvirus humano 8§ (HHV-8)
1.2.1.1 Biologia do HHV-8

O HHV-8 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae e € o
primeiro membro descrito do género Rhadinovirus conhecido por infectar os humanos
(Neipel et al., 1998; Schulz, 1999).

Em 1994, Chang et al. identificaram um novo herpesvirus em tecidos de Sarcoma
de Kaposi de um doente com AIDS, homélogo as seqiiéncias do Herpesvirus humano 4 e
do Herpesvirus saimiri (HVS), chamado Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi
(KSHV) ou Herpesvirus humano 8 (HHV-8).

A identificacdo foi realizada utilizando a técnica de RDA (Representational
Difference Analysis), na qual se compararam duas seqiiéncias de DNA, usando como
principio bésico a PCR. Desde entdo as seqiiéncias de DNA do HHV-8 tém sido detectadas
em quase todas as lesdes SK analisadas, quer endémico, cldssico, iatrogenico ou epidémico
(Fouchard et al., 2000).

O Herpesvirus humano 8 tem sido implicado na patogénese de todas as formas
epidemiolédgicas de SK, e em duas doengas linfoproliferativa, isto é, linfoma de efusdo
primério (PEL) e doencas multicéntricas de Castleman (MCD) (Cesarman et al., 1995;
Soulier et al., 1995; Dupin et al., 2000; Du MO et al., 2001; Ho HH et al., 2001; Ablashi et
al., 2002; Cioc et al., 2004; Montaner et al., 2004; Epsten et al., 2005; Frezzini et al.,

2005). As principais células alvos da infec¢do pelo HHV-8 sdo os linfocitos B e células do

endotélio vascular (Neipel et al., 1998) (Quadro 2).
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Quadro 2: Tipos de células infectadas em vivo com HHV-8

Tipo Celular Infeccao latente | Infeccio litica
Linfécitos B Sim Sim
Linfécitos B de PEL Sim Sim
Mondcitos Sim Sim
Endotelial/spindle em SK Sim Sim
Epitélio oral Sim Sim

Fonte: De Paoli, 2004.

O HHV-8 possui um capsidio icosaédrico com cerca del20-150 nm de didmetro,
constituida por 162 capsomeros hexagonais (Wu et al., 2000) envolvido por um envelope
(formado pela bicamada lipidica de natureza celular e glicoproteinas de origem viral) e
possui um tegumento protéico entre o cdpsideo e o envelope (Ablashi et al., 2002) (Figura

4).

Tegumento
Envelope
Core
Capsideo

Glicoproteina

Figura 4 - Representagdo Esquematica do HHV-8
(Fonte: http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects2000/Herpes/Titlepages/Table-of-

Contents.html).
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O capsideo é composto de quatro proteinas estruturais; trés delas (codificadas pela
ORF 25, 26, e 62) tém seqiiéncias homdlogas significantes para as proteinas do capsideo da
alfa e beta herpesviroses, enquanto que para ORF 65 faltam significantes similaridades
(Neipel et al., 1998; Schulz , 1999).

A estrutura gendmica do HHV-8 consiste de uma molécula de DNA linear, de
cadeia dupla, com cerca de 170 Kb que codifica 70-100 proteinas distintas (Renne et al.,
1996b). Em 1996 foi publicada a seqiiéncia completa de 165 Kb do genoma do HHV-8, a
qual identificou 15 ORF (Open Reading Frames) tnicas do HHV-8 que foram designadas
com o prefixo K. Foi realizada, também, a identificacdo da ORF 75, homodloga ao HVS, que
foram numeradas de 1 a 75 (Russo et al, 1996).

Esse genoma apresenta uma regido longa tnica codificante (LUR - Long Unique
Region) flanqueada por duas seqiiéncias LTR. A LUR € composta por baixas concentracdes
de G+C (53,5%), possui 140,5 Kb e nela encontram-se as sequéncias de leitura abertas
(ORF). Enquanto a LTR possui 801 pares de bases (pb) contendo 84,5% de G+C. (Russo et
al., 1996). Durante a fase de infec¢do latente, o genoma do HHV-8 apresenta-se de forma
circular, epissomal e poucas proteinas sdo produzidas. Durante a fase litica encontra-se na

forma linear (Renne et al., 1996b) (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo Esquemdtica do Genoma do HHV-8 na Forma Epissomal (Fonte:

Adaptado de SHARP & BOSHOFF, IUBMB Life 49: 97-104, 2000).

Os estudos de caracterizacdo molecular do HHV-8, em sua maioria, sdo baseados
em seqiiéncias da ORF 26, ORF 75, ORF K1 e ORF K15.

A ORF 26 e a ORF 75 sdo regides conservadas do genoma viral que codificam
proteinas, as quais compartilham, respectivamente, 60% e 30% de similaridade com outros
membros da sub-familia Gammaherpesvirinae (Zong et al., 1997).

As ORFs K1 e KI5 sao regides extremamente varidveis do genoma viral. A ORF
K1 possui dois locus, VR1 e VR2, que divergem em 40% em sua sequéncia de aminodcidos
e sao responsdveis pela maior variabilidade desta regido. Esta variabilidade € uma
conseqiiéncia das altas taxas (85%) de substituicdes nucleotidicas ndo sindnimas que

ocorrem (Hayward, 1999). Estudos epidemiolégicos moleculares tém revelado que o HHV-
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8 tem uma alta variabilidade (mais de 20%) no gene ORF K1, e que esta variabilidade faz
do gene K1 um 6timo marcador para genotipagem do HHV-8 e forte diferenciagdo (Schulz
etal., 2002).

Quatro subtipos moleculares do HHV-8 foram descritos com base no gene ORF K1
(subtipos A, B, C e D) baseados em amostras de regides geograficas distintas. Dentre esses
quatro subtipos foram identificados 13 diferentes subgrupos (Al-5, C1-5, C3%e D1-2).
(Zong et al., 1999).

O subtipo B é mais prevalente na Africa e seria o precursor dos demais, enquanto os
subtipos A e C foram encontrados principalmente na Europa e também nos Estados Unidos,
neste ultimo sendo mais freqiiente o subtipo C. O subtipo D, raro, foi detectado apenas na
Austrélia, Nova Zelandia e Taiwan em pacientes com sarcoma de Kaposi cldssico (Zong et
al., 1999).

Em populagdo indigena da Amazdnia Brasileira o subtipo de HHV-8 circulante
mostrou ser diferente dos demais subtipos até entdo identificados e foi denominado subtipo
E (Biggar et al., 2000). Esse subtipo é encontrado em outras populacdes indigenas da
América do Sul como observado em alguns estudos (Whitby er al. 2004; Karanji et al.
2005). Teoricamente o subtipo E é exclusivo de populagdo indigena.

Ishak et al. (2005) ao estudar populacdo indigena da Amazonia brasileira
pertencente as tribos Karao, Arara Laranjal, Tiryo e Zo'e observaram a presenca de
anticorpos anti-HHV-8 em 66 amostras de 221 analisadas. A prevaléncia variou de acordo
com o grupo étnico: 6 (25%) Karao, 18 (19.6%) Arara Laranjal, 24 (42.9%) Tiryo e 18

(36.7) Zo'e. A ORF 26 foi amplificada em 4 amostras, demostrando existéncia dos subtipos



51

C (Zo'e) e E (Tiry6). Até o momento esse € o Unico relato da presenga do subtipo C em
indigenas.

Cunha et al. (2005), também investigaram a presenca da infeccdo por HHV-8 em
amerindios da AmazoOnia brasileira e confirmaram a alta prevaléncia (56.8%) nesta
populacgdo. Foi possivel detectar o material genético do virus em 13 individuos, e a andlise
do gene K1 demonstrou a existéncia dos subtipos A e E, sendo esse o unico relato da
presencga do subtipo A em amerindios.

Um novo subtipo de HHV-8, F, foi descrito em um individuo membro da tribo
Bantu Ganda, proveniente de Uganda (Kajumbula et al., 2006). Desse modo, até o
momento foram descritos 6 diferentes subtipos de HHV-8.

A principal via de penetracdo dos herpesvirus € a fusdo direta do envelope viral com
a lamela externa da membrana celular, mas também podem penetrar na célula por
endocitose seguida de fusdo de membrana (Drew, 1992; Lupi & Avelleira, 2000). Ap6s o
desnudamento o DNA ¢ transportado para o nticleo e assume uma forma circular (Jawetz,
1998).

A transcricdo e a sintese protéica prosseguem de forma coordenada, regulada nas
trés fases: precoce imediata (o), precoce (B) e tardia (). Os produtos genéticos precoces
imediatos sdo proteinas que estimulam a sintese do DNA e promovem a transcricdo dos
genes virais precoces. As proteinas precoces consistem principalmente de enzimas, como
proteinas cataliticas. Essas enzimas fornecem substrato para a replicacdo e também inibem
a producdo e iniciam a degradacdo de RNA mensageiro (mRNA) e do DNA celular.

Os genes tardios sdo transcritos em proteinas do capsidio que sdo transportadas ao

nicleo, onde se juntam com o DNA gendmico para formar o nucleocapsidio viral (Drew,
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1992). As particulas virais com envoltério sdo liberadas da célula através de estruturas
tubulares continuas com o exterior da célula ou a partir de vactolos que liberam o seu
conteudo na superficie celular. O DNA viral € transcrito durante todo o ciclo de replicacao

pela RNA-polimerase II celular, porém com a participacdo de fatores virais (Jawetz, 1998).

1.2.1.2 Doencas Associadas ao HHV-8

O Sarcoma de Kaposi (SK) foi primeiro descrito em 1872 por Moriz Kaposi
(Kaposi M., 1872). Existem trés itens significantes de evidéncia que incluem HHV-8 na
patogénese de SK. Primeiro, seqiiéncias de DNA do HHV-8 foram encontradas
universalmente em lesdes SK de todos os tipos epidemiolégicos (Chang et al., 1994;
Buonaguro et al., 1996; Huang et al., 1996; Lager et al., 2003; Schwartz, 2004).

Segundo, estudos sorolégicos demonstram anticorpos anti-HHV-8 em grupos de
individuos que possuem risco elevado para desenvolverem SK, isto é, populacdes
homossexuais, individuos HIV-Soropositivo, individuos imunocomprometidos, individuos
com muitos parceiros sexuais, € aqueles com histérias de outras infec¢des sexualmente
transmissiveis (Gao et al., 1996; Kedes et al., 1996; Davis et al., 1997; Martin et al., 1998;
Means et al., 2002; Taylor et al., 2004).

Terceiro, o desenvolvimento de SK é precedido por soroconversao de HHV-8 e esta
associado com a deteccdo de seqiiéncias de DNA de HHV-8 no soro de individuos com SK
(Parravicini et al., 1997; Martin et al., 1998; Chatlynne & Ablashi, 1999; Means et al.,
2002).

Clinicamente, o sarcoma de Kaposi pode ser classificado em quatro formas clinico-

epidemioldgicas distintas:
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O Sarcoma de Kaposi Classico é uma doenca de pele, que acomete principalmente
homens com mais de 60 anos, que residem em dreas do mediterraneo, do Leste Europeu e
de descendéncia judaica. O SK aparece com multiplas formas: placas vermelhas-arroxeada
e nédulos nos membros inferiores. Tem um curso cronico e raramente ocorre envolvimento
visceral, porém podem ocorrer complicacdes devido a linfoedemas ou hiperqueratose
(Peterman et al.,1991).

O Sarcoma de Kaposi Endémico Africano € a forma de sarcoma que possui quatro
padrdes clinicamente distintos: (I) Doenca cutanea nodular benigna, semelhante ao
Sarcoma de Kaposi cldssico, que ocorre, predominantemente, em adultos jovens (idade
média de 35anos) com propor¢do entre homem /mulher de 13-17/1 (Taylor et al., 1992);
(I) Doenca cutanea agressiva localizada, invadindo tecidos moles e dsseos, a qual é
normalmente fatal dentro de 5 a 7 anos (Kestens et al., 1985; Taylor et al., 1992); (III)
Doenga mucocutanea e visceral e (IV) Doencga linfadenopdtica fulminante, a qual
rapidamente dissemina para os linfonodos e 6rgdos visceras geralmente sem apresentagao
de lesdes cutineas, ocorrendo principalmente em criancas (idade média de 3 anos) na
propor¢do de 3 homens para 1 mulher (Kestens et al., 1985).

O Sarcoma de Kaposi Associado a SIDA/AIDS se manifesta tanto sob a forma de
lesdes cutaneas quanto viscerais, sendo a forma mais agressiva do SK. As lesdes podem
surgir rapidamente em poucos dias, iniciando como mdculas, frequentemente evoluindo
para pédpulas e tumores. Antes da terapia anti-retroviral combinada ou “Highly active
antiretroviral therapy” (HAART), a doenca era um marcador da AIDS. Acomete
individuos adulto-jovens, sendo mais freqiientes em homens com comportamento de risco

homossexual (Anon, 1981; Beral et al., 1990; Antman & Chang, 2000).
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O Sarcoma de Kaposi Relacionado a Transplante ou a Imunossupressao latrogénica
tem sido descrito em pacientes recebendo terapia imunossupressiva cronica e em receptores
de transplante de 6rgdos. E mais comum em regides endémicas de HHV-8 e em individuos
do sexo masculino (Parravicini et al.,1997; Regamey et al., 1998b; Kondo et al., 2000;
Seckin et al., 2000).

O PEL € uma doenca rara, um linfoma ndo-Hodgkin, e caracteriza-se pela existéncia
de efusdes linfomatosas nas cavidades pleural, peritoneal e/ou pericardiaca (Nador et al.,
1996). Os doentes a quem € diagnosticada esta doenca t€ém uma esperanca média de vida de
cerca de 5 meses (Foreman, 2001).

O mecanismo de patogenicidade desta doenca ainda € controverso, embora se
considere que esta infec¢do implique na co-infec¢do com o EBV (Virus Epstein-Barr) e que
provoca alteragdes no sistema imune, principalmente em nivel dos linfécitos B e na
expressao da imunoglobulina (Ablashi e al., 2002). As células linfomatosas apresentam
tamanho heterogéneo, nicleo pleomoérfico e irregular, citoplasma abundante e nucléolo
proeminente (Gaidano et al., 1996).

Em 1995, foi feita, pela primeira vez, a deteccdo do HHV-8 em alguns casos de
Doenga Multicéntrica de Castleman (DMC). A DMC ¢é uma desregulacdo linfoproliferativa
atipica, cuja sintomatologia vai desde fendmenos auto-imunes a irritagdes cutaneas,
caracterizada por linfadenopatia sist€émica, hipergamaglobulinemia, devido em parte, a
elevada concentracdo sérica de interleucina 6, além de febre e fraqueza (Oksenhendler et
al., 1996). Frequentemente os pacientes desenvolvem outras enfermidades como o SK e

linfomas (Soulier et al., 1995).
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O HHV-8 estd presente em quase todos os casos de DMC. Em doentes HIV
positivos o DMC estd frequentemente associado ao SK e é geralmente observado em
homens infectados com HIV por via sexual (Oksenhendler et al., 2000).

Histologicamente a DMC ¢€ classificada em dois tipos: um caracterizado por uma
extensa proliferacdo de células plasmadticas e persisténcia da arquitetura nodular (variante
celular plasmdtica) e o outro caracterizado por centros germinais anormais € abundantes
vasos hialinizados (variante vascular hialina). Variantes combinando caracteristicas de
ambos os tipos podem ocorrer. Em pacientes com SIDA/AIDS, a DMC ¢€ freqiientemente
associada com SK e normalmente pertence a variante celular plasmatica (Dupin et al.,

2000).

1.2.1.3 Epidemiologia do HHV-8

HHV-8 nao € encontrado uniformemente em toda parte como é o caso da maioria
das outras herpesviroses humanas (Chatlynne & Ablash, 1999). A dissemina¢do do virus
entre a populagdo humana varia bastante dependendo da regido geografica.

Baixas taxas de soroprevaléncia do HHV-8 (0-5%) foram estabelecidas no Norte
Europeu, Asia e América do Norte, taxas de soroprevaléncia intermedidrias do HHV-8 (5-
20%) foram encontrados no mediterraneo, na Europa Oriental, e paises Caribenhos; e
elevada taxa de seroprevaléncia de HHV-8 foram detectadas na Africa Central e do Sul
(Moore, 2000).

As taxas de soroprevaléncia da infeccdo pelo HHV-8 sdo relativamente baixas na
Asia (India 3,7%; Tailandia, Mal4sia e Sri Lanka menos que 4,4%) (Ablashi et al., 1999),
nos Estados Unidos, na Europa excluindo Itdlia (2%-6,5%), (Chatlynne et al., 1998;

Gambus et al., 2001; Iscovich et al., 2000; Juhasz et al., 2001; Preiser et al., 2001), e €
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elevada no sul da Itdlia (24%) (Whitby et al., 1998), e na Africa Sub-Saariana (>36%)
(Olsen et al.,1998; Ablashi et al., 1999; Engels et al., 2000; Whitby et al., 2004).

Em paises do Leste africano a prevaléncia de anticorpos no soro para o HHV-8 é
invariavelmente alta (Tanzania, 33%-84%; Uganda; 53%-77% e Zambia, 37,5%) (Lennette
et al., 1996; Olsen et al.,1998; Ablashi et al., 1999; de-The G et al., 1999; Grossman et al.,
2002), e consequentemente paises africanos tem a mais elevada prevaléncia do mundo
(Ziegler et al., 1997; Wabinga et al.,2000; Grossman et al., 2002).

A soroprevaléncia do HHV-8 € mais elevada entre individuos homossexuais HIV-
soronegativo, comparado com a populacdo heterosexual HIV-soropositivos. Variando de
20% para 38% (Martin et al., 1998; O’Brien et al., 1999; Atkinson et al., 2003), e é
elevadamente freqiiente em populacdes homossexuais de HIV-Soropositivos, variando de
30% para 48% (Gao et al., 1996; Ablashi et al., 1999; Martin et al., 1998; Regamey et al.,
1998a).

Individuos HIV-soropositivos com SK tém no minimo 95% de soropositividade
para o HHV-8 comparado com 30% em individuos HIV-Soropositivo sem SK. Em homens
homosexuais que sdo soropositivo para ambos HHV-8 e HIV, a presenca de DNA do virus
HHV-8 em células mononucleares sangiiineas periféricas (PBMC) precede e prognostica o
desenvolvimento de SK (Moore & Chang, 1995; Whitby et al., 1995; Moore et al., 1996), e
entre 30% e 50% de individuos neste grupo desenvolverd SK dentro de 10 anos de adquirir
a infeccdo dual (Martin et al., 1998; O’Brien et al., 1999; Rezza et al., 1999; Jacobson et
al., 2000; Cannon et al., 2003).

O HHV-8 é quase que prevalente na Asia assim como na Europa e nos Estados

Unidos, a associa¢do HIV-SK é incomum na Asia (Tsang & Samaranayare, 1999): Lesoes
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orais HIV-SK sdo ausentes de relatos nas lesdes orais em individuos HIV-Soropositivo da
China (Tsang & Samaranayare, 1999), da India (Anil & Challacombe, 1997), da Tailandia
(Nittayanata et al., 1997; Reichart et al., 2003), e do Camboja (Reichart et al., 2003).

O SK ¢ extremamente raro entre imigrantes etiopianos Judaicos de Israel. Em um
estudo de prevaléncia de SK e soropositividade para o HHV-8 em um grupo dessas
pessoas, Grossman et al. (2002) informaram que 39,1% dos individuos HIV-soronegativos
e 57% de individuos HIV-soropositivos foram infectados com o HHV-8, porém nove dos
Etiopianos HIV-soronegativos tiveram SK, e somente 0,85% (1 de 118) de individuos HIV-
soropositivos, que ja tinham AIDS tiveram HIV-SK (Grossman et al., 2002).

A imigracdo de Judeus Etiopianos a Israel € provavelmente representativa da
populacdo Etiopiana em geral, e assim sabe-se que a prevaléncia de SK na Etidpia €
geralmente baixa (Grossman et al., 2002; Lindtjorn, 1987; Getachew et al., 1997; Figueroa
et al., 1998; Kassa et al, 1999). E possivel que fatores genéticos possam proteger
populacdes especificas e fazé-las resistente ao desenvolvimento do SK até mesmo na
presencga da co-infec¢do HIV e HHV-8 (Grossman et al., 2002).

No Brasil anticorpos anti-HHV-8 foram detectados em 3-7% dos doadores de
sangue (Caterino-de Araujo et al., 1999; Zago et al., 2000; Ferreira et al., 2003; Perez et
al., 2004), em 74-99% dos pacientes HIV positivos com SK e em 4-39% dos pacientes HIV
positivos sem SK (Zago et al., 2000; Keller et al., 2001; Souza et al., 2004).

Em S&o Paulo, varios estudos foram realizados e mostraram taxas de infeccao pelo
HHV-8 variando de 0 a 30% em populagdo sadia de banco de sangue. Em profissionais da
area da saude e populagdes de regides urbanas foram detectadas taxas de até 8%, enquanto

nos homossexuais masculinos, HIV-soropositivos mais de 30% (Caterino-de-Araujo et al.,
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1997; Caterino-de-Araujo, 1998; Caterino-de-Araujo, 1999; Caterino-de-Araujo et al.,
1999; Pierrotti, 2000; Caterino-de-Araujo et al., 2000; Carbone, 2002; Caterino-de-Araujo
et al., 2003; Caterino-de-Araujo & Cibella, 2003; Gomes, 2003; Moreira, 2003).

Ja na populagdo urbana da cidade de Belém, PA, foi detectada taxa de 16,3% de
infeccdo por HHV-8. Esse mesmo estudo apresentou soroprevaléncia de 33% em adultos
saudaveis com 40 anos ou mais de idade (Freitas et al., 2002).

Em estudo conduzido com a populacdo indigena da Amazobnia brasileira, a
prevaléncia de infeccdo por HHV-8 foi de 53% (Biggar et al., 2000). Os achados iniciais de
Biggar foram confirmados por outros estudos publicados nos anos seguintes (Whitby et al.,
2004; Kazanji et al., 2005; Ishak et al., 2005; Cunha et al., 2005; Souza et al., 2007),
comprovando que a infec¢do pelo HHV-8 € endémica nessas populacdes.

Apesar de um grande nimero de estudos em epidemiologia e virologia, o modo de
transmissdo exato do HHV-8 ainda estd por ser completamente elucidado (Cannon et al.,
2003; Dukers & Rezza, 2003). Vérios dados sugerem que as modalidades da transmissao
do HHV-8 podem diferir entre os paises onde o virus é endémico e onde a infeccdo é
esporddica (Dukers & Rezza, 2003).

Devido a prevaléncia baixa do HHV-8 em cringcas com menos de dois anos (depois
do desaparecimento de anticorpos maternos transferidos passivamente) sugere-se que o
HHV-8 € principalmente transmitido entre membros familiares com contato interpessoal
muito préximo, enquanto a transmissdo durante gravidez, parto e através da amamentacao
tem um papel minimo na propagacdo do virus (Corey et al., 2002; Pauk et al., 2000). Dados
apdiam o contato direto com a saliva como a forma de transmissdo mais comum para a

infeccdo viral (Koelle et al., 1997; Pauk et al., 2000; Corey et al., 2002).
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Tem sido demonstrado que o DNA do HHV-8 em individuos com HIV-SK esta
presente mais frequentemente e em concentracdo mais elevada em fluidos orais, que em
outras secre¢des corpdreas ou em alguns tecidos. Isto pode explicar a alta prevaléncia de
HIV-SK na boca (Pauk et al., 2000; Cannon et al., 2003; Taylor et al., 2004).

Muitos investigadores concordam que entre homens homosexuais HIV positivo,
existe a transmissao sexual do virus. A infec¢do pode depender de préticas sexuais, as quais
incluem também transmissdo de fluidos orais (Martin er al., 1998; Pauk et al., 2000;
Dukers et al., 2003).

Apesar da incidéncia do HHV-8 ser menos freqiiente em hemofilicos ou usudrios de
drogas intravenosas, o virus pode se transmitido através do sangue e do compartilhamento
de agulhas (Schulz, 1999; Cannon et al., 2003; Dukers et al., 2003). Alguns estudos
demosntraram a transmissdo do HHV-8 pelo transplante renal de doadores com sorologia
positiva para receptores com sorologia negativa (Regamey et al., 1998b).

A presenca de vdrios parceiros sexuais, historia prévia de infec¢des sexualmente
transmissiveis (DST), sexo oral e parceiros com SK sdo fatores de risco para a infec¢ao

pelo HHV-8 em homossexuais (Martin et al., 1998).
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1.2.1.4 Diagn6stico Laboratorial do HHV-8

Os diagndsticos laboratoriais de infeccao por HHV-8 sdo baseados na sorologia e
ensaio de biologia molecular para detectar 4cidos nucléicos virais. Esses testes sdo
essenciais para estudar a epidemiologia desse virus, para a administracdo clinica de
individuos infectados por HIV e para transplante de 6rgdos, ndo somente para proteger
doadores de 6rgdo, mas também avaliar o risco de SK posterior ao transplante (Schulz,
1999; Schulz 2000; Tedeshi et al., 2002 ; Dukers & Rezza, 2003).

Ensaio por Imunofluorescéncia, usando linhagens de células do PEL infectadas, foi
empregado inicialmente para detectar anticorpos anti-HHV-8 nessas linhagens celulares.
(Chandran et al., 1998; Corchero et al., 2001; Tedeshi et al., 2002). Em geral, ensaios
baseados em antigenos latentes sdo menos sensiveis que ensaios baseados em antigenos
liticos (80-90% vs. >95%, respectivamente) (Schulz, 2000) e o aparecimento de anticorpos
liticos precedem aqueles anticorpos latentes (Corchero et al., 2001; Tedeshi et al., 2002).

A deteccdo de anticorpos contra o HHV-8 pode ser feita por imunofluorescéncia
indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA ou Western blot (WB). (Schulz,

1999; Schulz 2000; Tedeshi et al., 2002; Dukers et al., 2003) (Quadro 3).



Quadro 3 - Antigenos e ensaio soroldgico para detectar anticorpos anti HHV-8
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Gene Nome da proteina Fase de Replicacao | Tipo de antigeno | Ensaio
ORF 73 LANA Latente RP WB
ORF 73 LANA Latente RP ELISA
ORF 65 | Antigeno pequeno do Litico RP WB

Capsideo viral
ORF 65 | Antigeno pequeno do Litico RP ELISA
Capsideo viral
ORF 65 | Antigeno pequeno do Litico PEP ELISA
Capsideo viral
ORF 59 Fator de Litico RP ELISA
Processamento
ORF 25 Maior proteina Litico RP ELISA
capsidica
ORF 26 Menor proteina Litico RP ELISA
capsidica
ORF K 12 Kaposin Litico RP WB
ORF K 12 Kaposin Litico RP ELISA
ORF K&.1 Glicoproteina Litico RP ELISA
ORF K&.1 Glicoproteina Litico PEP ELISA

Fonte: adaptado de De paoli, 2004.
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Ensaios de 4cidos nucléicos sdo ferramentas essenciais no diagndstico de pesquisa
de doencas virais em particular quando a cultura viral e a identificacdo sdo dificeis para
estabelecer. Tem sido mostrado por esses ensaios que HHV-8 esta presente em lesdes SK,
isto € uma importante ferramenta de diagndstico para os patologistas (Moore & Chang,
1995; Ensoli et al., 2001).

Foram padronizadas técnica de PCR capazes de identificar diferentes segmentos do
genoma do HHV-8 em vdrios espécimes sorolégicos. Chang et al., em 1994, padronizaram
a PCR para a ORF 26. Posteriormente vérios estudos foram realizados, utilizando diversos
fluidos bioldgicos e fragmentos de bidpsias da lesdo de SK nas suas diversas formas
clinicas (Dupin et al., 2000; Ensoli et al., 2001; Cannon et al., 2003).

O método histopatolégico mais sensivel e conveniente de deteccdo do HHV-8 € a
imunohistoquimica de pesquisa de anticorpos contra a proteina ORF73 (Schulz, 1999;
Katano et al., 2000b). O HHV-8 ¢ frequentemente detectado em espécimes de mucosas
orais, em plasma e nas células sanguineas mononucleares periféricas, enquanto esta
raramente encontrado no trato genitourindrio (Koelle et al., 1997; Martin et al., 1998; Pauk

et al., 2000).

1.2.1.5 Tratamento, Prevenc¢ao e Controle do HHV-8

Entre as terapéuticas eficazes a HAART € a de primeira escolha. Desde a introducao
da HAART em 1996, a frequéncia de SK tem diminuido acentuadamente nas pessoas
infectadas pelo HIV e a melhoria do curso clinico da doenga tem colaborado para o bom
prognoéstico, mesmo naqueles com SK e com envolvimento visceral (Krown et al., 1997;

Bower et al., 2005; Leidner & Aboulafia, 2005).
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Podem ser utilzadas criocirurgias, alcaléides da vinca, bleomicina ou interferom,
radioterapia, radiacdo do cobalto (fracionada), retindides (4cido 9-cis-retindico) e
camuflagem cosmética, dependendo do tamanho do tumor e da sua localizacdo
(Ramiremez-Amador et al., 2002).

Pacientes com SK sistémico podem utilizar a terap€utica sist€émica com
quimioterdpicos. A utilizacdo do Interferom alfa (INF-a), paclitaxel ou antaciclinas
lipossOmicas estd reservada para as situacOes de progressdo de doenca pés HAART ou
quando existe comprometimento visceral (Sgadari et al., 2002).

Atualmente hd diferentes terapias antivirais que actuam especificamente na
replicacdo do virus, sendo os mais comuns, o aciclovir, o valaciclovir, o ganciclovir e o
foscarnet. Todas essas drogas tém por base a inibi¢do da polimerase viral por introdu¢io no
interior da célula de um composto fosforilado andlogo a um nucledsido, que se liga a DNA
viral em replicac¢do, impedindo a continuac¢do desta. Assim, nenhuma dessas medicacdes
representa uma cura para a infeccdo do virus uma vez que apenas atuam na fase ativa do
virus, ndo tendo qualquer a¢do na fase latente (Gill et al., 1991).

Recentemente vem sendo utilizado o regime combinado de drogas em doses
menores de adriamicina, bleomicina, vincristina (ABV) que mostrou bom resultados e

menos toxicidade (Gill et al., 1991).

1.2.1.6 O Impacto da Co-Infeccdo HIV-1/HHV-8
A deficiéncia da resposta imune causada pelo HIV-1 é um fator de risco para o
desenvolvimento de HIV-SK como € o caso de SK na imunosupressado iatrogénica (Heggen

et al.,2002). A transativacao do HIV pela proteina (Tat) por intermédio do interferon (IFN-
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v) tem a capacidade de induzir a proliferac@o celular endotelial e facilitar invasao da matrix
extracelular (Fiorelli et al., 1999; Fauci & Lane, 2005).

Em 1995, o HHV-8 foi detectado pela primeira vez em linfomas de efusdo primdria
de individuos infectados pelo HIV. As células retiradas desses linfomas continham um
elevado nimero de copias de DNA do HHV-8 (40-100 copias/célula) (Cesarman et al.,
1995).

A infecgdo ativa por HIV pode aumentar a severidade da DMC pelo aumento da
carga viral do HHV-8. Sugere-se que a proteina Tat do HIV-1 possa estar envolvida nesse
processo, talvez pela indugdo da expressdo de IL-6 e IL-10 humanas em células linféides
(Oksenhendler et al., 2000).

A proteina Tat do HIV pode, também, alto-regular a expressao de genes liticos do
HHV-8, incluindo vGPCR. Esse tem o potencial para transformar células endoteliais (Sodhi
et al., 2004; Yen-Moore et al., 2000), e pode estimular angiogénese pela via do receptor
VEGF (Hengge et al., 2002; Albini et al., 1996), através de intera¢des diretas com av[33-
integrina ou spindle cells (neurdnios fusiformes) de SK (Barillari et al., 1999; Hengge et
al., 2002), e por indu¢do de bFGF (Barillari et al., 1999; Hengge et al., 2002). Além disso,
bFGF estimula a producdo de fatores de crescimento-B e matriz metalloproteinas-2, os
quais estdo associadas em cancer com invasao de tumor (Hase et al., 2006).

Durante a infeccdo com o HIV a expressio de citocinas imunno-regulatorias,
incluindo TNF-o, IL-1B, IL-8, e IL-6, estd aumentada. Algumas dessas citocinas
inflamatdrias sdo indutoras da expressdao do gene do HHV-8, e de angiogénese (Heggen et
al., 2002; Fauci et al., 2005). Pode se especular que a expressdo aumentada de vGPCR

disregularizado em células endoteliais infectadas com HHV-8 latente, causada pela proteina
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Tat do HIV e pelas citocinas inflamatdrias, podem conferir uma freqiiencia aumentada de
SK em individuos imunocomprometidos. Isto pode também conferir a um curso natural
agressivo de HIV-SK quando comparado com o comportamento mais benigno de SK

classico (Sodhi et al., 2004).
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

Descrever a epidemiologia molecular das infec¢des causadas pelos Virus
linfotrépico de células T humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) e o Herpesvirus humano 8
(HHV-8) em individuos portadores do Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) com

ou sem SIDA/AIDS, da cidade de Belém, Para.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Descrever a prevaléncia da co-infec¢do dos Virus linfotrépico de células T
humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) e do Herpesvirus humano 8 (HHV-8) em portadores
do HIV-1;

- Descrever os subtipos de HTLV-1/2 e de HHV-8 circulantes entre portadores do
HIV-1;

- Avaliar o impacto das co-infecgdes pelos HTLV-1, HTLV-2 e HHV-8 em
marcadores imunol6gicos (niveis de linfécitos T CD4%) e viroldgicos (carga viral
plasmadtica) entre portadores do HIV-1;

- Descrever possiveis associagdes entre a soropositividade obtida para o HTLV-1, o
HTLV-2 e o HHV-8 e informacdes sdcio-demograficas entre portadores do HIV-1 com ou
sem SIDA/AIDS;

- Estabelecer relagdes filogenéticas entre os virus encontrados (HTLV-1/2 e HHV-

8) co-infectando os portadores do HIV-1.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACOES EXAMINADAS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS
2.1.1 Grupo Populacional a ser Estudado

Foi programado um estudo seccional para estimar a prevaléncia dos agentes virais
listados na presente proposta. A colheita de amostras, de acordo com o recorte de sexo e
idade, obedeceu ao perfil existente no registro epidemioldgico do Estado do Pard, em que
existe um nimero de 9.486 pessoas infectadas pelo HIV-1, sendo a maioria de maiores de
25 anos e composi¢do de 64,0% de homens e 35,0% de mulheres.

As amostras foram coletadas obedecendo aos célculos de amostragem usando o
programa BioEstat 5.0, usando-se o cdlculo para o tamanho amostral para propor¢des (uma
amostra), com poder de teste 0,90 e nivel alfa de 0,01. Os indices de prevaléncia esperados
para as co-infecgdes listadas no presente trabalho foram estimados a partir de resultados
preliminares existentes entre o grupo e a populagcdo da cidade de Belém como referéncia,
onde no grupo examinado a prevaléncia sempre foi maior do que na populagdo em geral
(teste unilateral). Foram considerados os nimeros a seguir: HTLV (1% vs. 0,1%; n=499) e
HHV-8 (20% vs 5%; n=47). Como resultado, a estimativa amostral para os resultados
sorolégicos foi de aproximadamente 500 individuos para que se pudesse satisfazer
estatisticamente aos dois agentes.

A coleta de informagdes também ocorreu por meio de um questiondrio simplificado
com um minimo de informacdes cadastrais, sdcio-econdmicas € comportamentais.

Foi analisada uma amostra de sangue periférico de cada individuo portador da
infeccdo pelo HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS, dos pacientes (homens e mulheres)

atendidos na Unidade de Referéncia de Doencgas Infecciosas e Parasitarias Especiais (URE
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DIPE) e no hospital de referéncia para AIDS no Estado do Para, o Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto (HUJBB).

As informacdes dos marcadores imunolégicos (niveis de linfécitos T CD4") e
virolégicos (carga viral plasmdtica) desses individuos foram obtidas de outra pesquisa

também realizada no laboratério de virologia da UFPA.

2.1.2 Colheita das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas de 515 individuos infectados com o HIV-1,
desses 310 eram usudrios da URE DIPE, enquanto 205 eram pacientes do HUJIBB.

Foi coletado cerca de 5 mL de sangue periférico de cada um dos individuos pela
equipe de técnicos de enfermagem da URE DIPE e do HUJBB, no periodo de 22 de janeiro
de 2008 a 22 de dezembro de 2008. Essas amostras de sangue foram obtidas em um sistema
de colheita a vacuo em tubos contendo EDTA como anticoagulante, e encaminhadas ao
Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Par4,
para a obten¢do de plasma e de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC), que

0 .
foram estocados a -20"C até o momento de uso.

2.1.3 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do HUIBB e obedeceu a
Resolug¢do 196/1996 e a Resolucdo 347/2005, ambas do Conselho Nacional de Saude,
conforme cépia de protocolo em anexo. Todas as amostras foram obtidas mediante a

assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme modelo em anexo.
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2.2 METODOS LABORATORIAIS DE SOROLOGIA
Os individuos envolvidos no presente estudo fazem parte da rede publica de
atendimento ao portador do HIV e ja estavam com o diagndstico laboratorial firmado,

seguindo portaria ministerial especifica para o diagnéstico laboratorial do virus.

2.2.1 Ensaio Imunoenzimatico para a Deteccio de Anticorpos anti-HTLV-1/2

Os plasmas das amostras obtidas foram testados para a presenca de anticorpos anti-
HTLV-1/2, usando ensaio imunoenzimético do tipo ELISA (Ortho Diagnostic Systems Inc.,
USA). O teste utiliza uma combina¢do de quatro antigenos recombinantes: um antigeno do
envelope do HTLV-1, um antigeno do envelope do HTLV-2, e dois antigenos do capsideo
do HTLV-1 e do HTLV-2 e os soros reativos foram confirmados por biologia molecular

pela amplificacdo da regido pX do genoma integrado do virus.

2.2.2 Ensaio Imuno Enzimatico para a Deteccao de Anticorpos anti-HHV-8
Os plasmas das amostras obtidas foram testados para a presenca de anticorpos
anti-HHV-8, usando ensaio imunoenzimaético do tipo ELISA (HHV-8 IgG ELISA , ABI-
Advanced Biotechnologies Incorporated). O teste utiliza uma combinagdo de antigenos

recombinantes do HHV-8.

2.3 METODOS LABORATORIAIS DE BIOLOGIA MOLECULAR
Foi utilizado o método de extracdo de DNA total a partir de sangue total das
amostras soropositivas para HTLV-1, HTLV-2 e HHV-8, de acordo com o protocolo do kit

de isolamento de acido nucléico da Puregene, Gentra Systems, Inc.,USA. O procedimento
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ocorreu seguindo as etapas de lise celular, de precipita¢do de proteinas, de precipitagdo do

DNA e de hidratacdo do DNA.

2.3.1 Reacao em Cadeia Mediada pela Polimerase (PCR)

No presente trabalho a PCR para o HTLV foi realizada em duas etapas (Nested
PCR), para a amplificacdo de trés regides gendmicas (pX, env e 5’LTR) do DNA proviral
do HTLV, a partir do DNA dos individuos soropositivos (Tabela-1). A amplificacdo dos
seguimentos citados anteriormente, foi realizada no termo-ciclador da Perkin-Elmer Cetus
Corp., USA. Ap6s a PCR, os produtos amplificados das regides pX (159 pb), env (630 pb) e
S’LTR (788 pb) foram digeridos por endonucleases de restricdo (Tabela 2) e o segmento
S’LTR do HTLV-1 (788 pb) e do HTLV-2 (800 pb) foram submetidos a andlise de
seqiienciamento das bases nucleotidicas. As condi¢des de tempo e temperatura para cada

regido amplificada estdao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1- Iniciadores utilizados na PCR e respectivas regidoes do HTLV

amplificadas
Regido 1.1.1  Iniciadores 1.1.2  Nucleotideos 1.1.3  Programa

rX TR101 7219-7238 94°C 5°
(159 pb) 94°C 40™
(Guroff et al., 1982) TR102 7483-7464 51°C 30™
72°C 40™

TR103L 7248-7268 72°C 10

TR104 7406-7386

eny E406 6641-6661 94°C 5
(630 pb) 94°C 1°
(Hall et (,ll., 1992) E5 5623-5603 53°C 1
72°C 1°

El 6031-6051 72°CS

E2 6661-6641

5’LTR-1 LTR-1.01 1-22 94°C 5°
(800 pb) 95°C I’
(Seiki et al., 1983) LTR-1.02 823-842 60°C 1
72°C 2’

LTR-1.03 30-49 72°CS

LTR-1.04 781-800

5’LTR-11 F-IILTR 1-26 94°C 5
(788 pb) 94°C 40™
(Guroff et al., 1982) 58,6°C 30™
Long Gag 855-831 72°C 1°’30™

72°C 10

Mol6 16-33

MSW-Gag 831-807
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Tabela 2 — Perfil de RFLP das regides genomicas do HTLV amplificadas.

Regiao Subtipo Fragmento Endonuclease
HTLV-I 159 pb
pX Taql
HTLV-II 53 e85 pb
HTLV-IIb 630 pb
env Xhol
HTLV-Ila/llc 178 e 452 pb

A busca de fragmentos de DNA do HHV-8 também foi efetuada pelo método de
amplificagdo de 4cido nucléico (PCR) para a detec¢do da regido ORF26 do HHV-8, a
partir de sangue total. As amplificacOes foram realizadas utilizando-se o termo-ciclador da
Perkin-Elmer Cetus Corp, USA. As amostras positivas para esse fragmento foram

submetidas a uma nova PCR para amplificacdo da regido varidvel 1 (VR1) do gene K1.

2.3.1.1 Amplificagc@o da Regidao do Gene pX do HTLV

A amplificacdo de uma regido constituida de 159 pb referente ao gene pX foi
realizada tendo como objetivo investigar a presenga de um sitio de restricao (T/CGA) para
a enzima Tagql, a qual encontra-se presente apenas no HTLV-2 servindo como critério
discriminatério da infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2, além de confirmar o resultado
soroldgico.

Para a reacdo de amplificacdo foi usado um volume final de 50 pL, contendo 500 ng
de DNA total extraido, 1,25 mM de cada dNTP, 20 pmol/uLL de cada iniciador, MgCl, 50
mM, tampado 10x (KCI 50 mM, Tris HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de Tag DNA polimerase.
O par de iniciadores empregado nessa reacdo foi:  (TR101) 5°-

TTCCCAGGATTTGGACAGAG-3’ e (TR102) 5’GGGTAAGGACCTTGAGGGTC-3’,
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que correspondem aos nucleotideos 7219-7238 e 7483-7464 da cepa HTLV-2,,
respectivamente (Guroff et al., 1982).

No segundo passo da amplificacio (Nested PCR) foram utilizados 2,0 pL do
produto da reacdo anterior, nas mesmas condicdes citadas acima, utilizando-se as seguintes
seqiiéncias de iniciadores: (TR103L) 5’-CGGATACCCAGTCTACGTGTT-3’ e (TR104)
5’-GAGCCGATAACGCGTCCATCG-3 correspondentes aos nucleotideos 7248-7268 e
7406-7386 da cepa HTL V-2, respectivamente (Guroff et al., 1982).

A andlise de RFLP do produto do gene pX (159 pb) foi realizada misturando-se 20,0
pL do produto amplificado, 14,6 pL de H,O, 4,0 uL de tampao E (Promega, Madison WI,
USA), 0,4 uL. de BSA e 1,0 pL. da enzima de restricao Tagl (10 U/ puL, Promega, Madison
WI, USA), com posterior incubacdo a 65°C por 5 horas. A presenca de sitio de restri¢cdo
(T/CGA) gera trés fragmentos (85 pb, 53 pb e 21 pb), esse sitio encontra-se presente no
HTLV-2, porém ausente no HTLV-1.

Os produtos da digestdo enzimadtica foram visualizados apds eletroforese em gel de
agarose a 3% (100V/45 minutos), em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque —TrisBase 1,6 M,
Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL de 4gua deionizada), mediante a

utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.3.1.2 Amplificagc@o do Gene env do HTLV

Com o objetivo de identificar e diferenciar os subtipos HTLV-2a e HTLV-2b, foi
realizada a amplificacdo de uma regido de 630 pb do gene env.

A reacdo foi realizada em volume total de 50 pL, contendo 500 ng de DNA
extraido, 1,25 mM de cada dNTP, 20 pmol/puL. de cada iniciador, MgCl, 50 mM, tampao

10x (KCI 50 mM, Tris HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de Tag DNA polimerase. O par de
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iniciadores envolvidos nessa reacdo foi: (E406) 5’-CTTCAGGGTTATGTGGATTT-3" e
(E5) 5°-AGCCAAGTGTCCCTTCGACTA-3’, correspondendo aos nucleotideos 6641-
6661 e 5623-5603 da cepa HTLV-2y, respectivamente (Hall et al., 1992). No segundo
passo da amplificagdo (Nested PCR) foram utilizados 2,0 pLL do produto da amplificagcao
anterior e a utilizacdo de um par de iniciadores internos a regido previamente amplificada,
cujas seqiiéncias sdo: (El) 5 -CTGCAACAACTCCATTATCCT-3° e (E2) 5’-
CTGCAGAAGCTAGCAGGTCTA-3’, que correspondem aos nucleotideos 6031-6051 e
6661-6641 da cepa HTLV-2y, respectivamente (Hall et al., 1992)

Logo ap6s, o produto dessa andlise foi submetido a digestdo enzimadtica. Essa reacao
foi efetuada misturando-se 5,0 pL do material amplificado, 7,3 pL. de H,O, 2,0 uL de
tampao D (Promega, Madison WI, USA), 0,2 uL. de BSA e 0,5 pL. da enzima de restricdo
Xhol (10 U/ pL, Promega, Madison WI, USA), com posterior incubacao a 37°C por 4
horas. O produto amplificado do HTLV-2b nao apresenta o sitio de clivagem (C/TCGAQG),
sendo dessa forma evidenciado um tnico fragmento de 630 pb, em contra partida, o HTLV-
2a possui o sitio de restricdo gerando dois fragmentos, um de 452 pb e outro de 178 pb.

Os produtos da amplificagdo e da digestdo enzimdtica foram visualizados apos
eletroforese em gel de agarose a 2,5% (100V/45 minutos), em tampao TAE 1x (TAE 40x
estoque —TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL de 4dgua),

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

2.3.1.3 Amplificacdo da Regido 5° LTR do HTLV-1
O produto da amplificacdo da regido 5’LTR (800 pb) foi utilizado na andlise de

seqiienciamento de nucleotideos e posterior reconstru¢cdo de arvore filogenética.
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Para amplificagc@o da regido 5’LTR as reag¢des foram executadas em um volume total
de 50 pL, contendo 500 ng de DNA extraido, 1,25 mM de cada dNTP, 20 pmol/pL de cada
iniciador, MgCl, 50 mM, tampao 10x (KCl 50 mM, Tris HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de
Tag DNA polimerase. O par de iniciadores usado na reacdo de amplificacdo para HTLV-1
foi: (LTR-1.01) 5 -TGACAATGACAATGAGCCCCAA -3 e (LTR-1.02) 5’-
CGCGGAATAGGGCTAGCGCT -3’, correspondendo aos nucleotideos 1-22 e 823-842,
respectivamente, da cepa HTLV-lark (Seiki et al., 1983). No segundo passo da
amplificagdo (Nested PCR) foram utilizados 2,0 pL. do produto da amplificacdo anterior e
um par de iniciadores internos a regido previamente amplificada, que possuem as seguintes
seqiiencias: (LTR-1.03) 5 -GGCTTAGAGCCTCCCAGTGA -3 e (LTR-1.04) 5’-
GCCTAGGGAATAAAGGGGCG -3’, correspondentes aos nucleotideos 30-49 e 781-800
da cepa HTLV-1 4, respectivamente (Seiki et al., 1983).

Os produtos da amplificagdao foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (100V/45 minutos), em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque —TrisBase 1,6 M,
Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL de 4gua deionizada), mediante a

utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.3.1.4 Amplificacdo da Regidao 5° LTR do HTLV-2

O produto da amplificacdo da regido 5° LTR (788 pb) foi utilizado na andlise de
seqiienciamento de nucleotideos e posterior reconstru¢cdo de arvore filogenética.

Para a amplificacdo da regido 5° LTR as reagdes foram executadas em volume total
de 50 pL, contendo 500 ng de DNA extraido, 1,25 mM de cada dANTP, 20 pmol/uL de cada
iniciador, MgCl, 50 mM, tampao 10x (KCl 50 mM, Tris HCI pH 8,3 10 mM) e 0,5 U de

Tag DNA polimerase. O par de iniciadores usados na reacao de amplificacao foi: (F-1IILTR)



76

5’-TCGCGATGACAATGGCGACTAGCCTC-3’ e (Long Gag) 5-
GGGGGCTTTGGGTATTGGAGTTGGG -3°, correspondentes aos nucleotideos 1-26 e
855-831 da cepa HTLV-2yy, respectivamente (Guroff et al., 1982). No segundo passo da
amplificagcdo (Nested PCR) foram utilizados 2,0 pLL do produto anteriormente amplificado e
um par de iniciadores internos a regido amplificada e que possuem as seguintes seqii€ncias:
(Mo16) 5’-GCCTCCCAAGCCAGCCAC-3 e (MSW-Gag) 5-
GGGAAAGCCCGTGGATTTGCCCAT-3’, correspondentes aos nucleotideos 16-33 e
831-807 da cepa HTLV-2y1, respectivamente (Guroff et al., 1982).

Os produtos da amplificagdao foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (100V/45 minutos), em tampdao TAE 1x (TAE 40x estoque —TrisBase 1,6 M,
acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL de dgua deionizada), mediante a

utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.3.1.5 Amplificacdo da Regiao ORF26 do HHV-8

A PCR foi realizada em duas etapas (nested PCR) para a amplificagdo da regido
ORF26 do HHV-8. Essa amplificacdo teve como objetivo confirmar a positividade obtida
por meio do teste soroldgico.

Para a amplificacdo, as reagdes foram realizadas em um volume final de 50 pL,
contendo 0,1 ug de DNA da amostra, 100 uM de cada deoxinucleotideo (ANTP), 25 pmol
de cada iniciador, KCI 50 mM, MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI pH 9,0 10 mM e 1 U de Taq
polimerase. O par de iniciadores externos utilizados na primeira etapa da reacdo foi: (KSA)
5-CCTCTGACAACCTTCAGATA-3' e (KSB) 5-GTACATGGACAGATCGTCAA-3', os

quais amplificam um segmento de 365 pb (Chang et al., 1994).
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Na segunda etapa da amplificacdo foram utilizados SUL do produto da amplificacio
anterior e o par de iniciadores internos: (KS1) 5’-AGCCGAAAGGATTCCACCAT-3’ e
(KS2) 5’-TCCGTGTTGTCTACGTCCAG-3" que amplificardo uma regido de 233 pb
(Chang et al., 1994).

A reacdo de amplificacdo da primeira etapa foi realizada nas seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 95°C (desnaturacio), 1
minuto a 57°C (hibridizacdo) e 1 minuto a 72°C (extensdo). Os 35 ciclos foram seguidos
por uma extensao final de 5 minutos a 72°C. A reagdo de amplificacdo da segunda etapa
diferenciou-se da primeira apenas com relacdo a temperatura de hibridizacdo que foi de
60°C.

O produto da amplificagc@o foi submetido a eletroforese (100 V/45 minutos) em gel
de agarose a 2,5%, em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na
0,8 M e EDTA-Na; 40 mM/1000 mL dgua deionizada), contendo 5 UL de brometo de etidio
(10 mg/mL). A visualizagdo do produto foi feita utilizando um transiluminador com fonte

de luz ultra-violeta.

2.3.1.6 Amplificacdo da Regido Varidvel 1 (VR1) do Gene K/ do HHV-8

A nested PCR foi realizada e o produto da amplificacdo do segmento de 435 pb da
regido varidvel 1, do gene K/ do HHV-8 foi utilizado para o seqiienciamento de
nucleotideos e para a construcdo da arvore filogenética.

As reacdes foram executadas em um volume final de 50 uL, contendo 0,1 pug de
DNA amostral, 100 uM de cada dNTP, 20 pmol de cada iniciador, KCl 50 mM, MgCl, 3,0

mM, Tris-HCI pH 9,0 1,5 mM e 1 U de Taq polimerase. O par de iniciadores utilizado na
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primeira etapa foi: (PMC20) 5-GTCTTTCAGACCTTGTTGG-3’ e (K1/481/2) 5’-
CCCGTTAGAACAAGTATA-3’. O segmento amplificado por esses iniciadores foi de 498
pb (Cook et al., 1999).

Na segunda etapa foram utilizados 5 UL do produto da etapa anterior € o par de
iniciadores: (PMC20A) 5’-GACCTTGTTGGACATCCTG -3 e (K1/427/2) 5’-
GTATTTAGTTTGTGACACGG -3°, os quais amplificam um segmento de 435 pb (Cook
et al.,1999).

Em cada reacdo de amplificacdo ocorrereu a desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 1 minuto a 48°C
(hibridiza¢do) e 1 minuto a 72°C (extensao). Os 35 ciclos foram seguidos por uma extensao
final de 3 minutos a 72°C. Na segunda etapa a temperatura de hibridizacdo utilizada foi de
50°C.

O produto da amplificagc@o foi submetido a eletroforese (100 V/45 minutos) em gel
de agarose a 2,0%, em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na
0,8 M e EDTA-Na; 40 mM/1000 mL 4gua deionizada), contendo 5 uLL de brometo de etidio
(10 mg/mL). A visualizacio das bandas obtidas foi feita mediante a utilizacdo de

transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.4 PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

A reacdo de purificacdo dos produtos amplificados da regido 5 LTR e VR1 a partir
da PCR visam a melhoria do processo de seqiienciamento de bases nucleotidicas. O
processo de purificacdo seguiu o protocolo da QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN,

Inc., USA).
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2.5 SEQUENCIAMENTO

Ap6s a purificagdo do produto da PCR (regido 5’LTR e VR1), o DNA foi submetido
ao seqiienciamento automadtico. A metodologia a ser empregada baseia-se na sintese
bioquimica da cadeia de DNA através do método de Sanger et al., (1977) utilizando kit da
ABI PRISM ™ Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As fitas de DNA
foram seqiienciadas em ambas as direcdes, usando-se o equipamento de seqiienciamento
automatico ABI 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems). As seqiiéncias produzidas
foram editadas em um computador Apple Macintosh acoplado ao ABI 310 DNA Sequencer
e exportadas para um computador PC-IBM, para andlises posteriores no programa Chromas
versdo 1.4. A técnica foi realizada conforme o protocolo abaixo:

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

» Terminator Ready Reaction Mix 2,0 uL
= DNA 10-30 ng (produto da PCR purificado) 1,0 uLL
= Iniciadores (3,2 pmol/ pL) 1,0 uLL
= H,0O deionizada 16.0 ul.
20,0 uL.

O Terminator Ready Reaction Mix é composto de A-Dye Terminator, G-Dye
Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP, Tris-HCI
pH 9,0, MgCl,, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTag® DNA Polimerase, Fs.

2. Colocar os tubos contendo a mistura no termociclador (GeneAmp PCR System
2400) e realizar 25 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C.

Ao final do processo, a mistura foi resfriada para 4 °C.
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A precipitagao do DNA seqiienciado foi realizada conforme os seguites passos:

1. Adicionar 40puL de isopropanol a 65% aos 10uL da solucdo anteriormente
seqiienciada;
2. Homogeneizar em agitado mecanico (vortex);
. Deixar a temperatura ambiente, ndo expondo a luz, por 15 minutos;
. Centrifugar por 25 minutos a 14000 rpm;
. Desprezar o sobrenadante;
. Adicionar 300uL de etanol a 60%;
. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos;

. Desprezar o sobrenadante;

O o0 9 N »n B~ W

. Secar na estufa a 37°C.

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

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

2.6 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.6.1 Edicao e Alinhamento das seqiiéncias

A andlise comparativa entre as seqiiéncias nucleotidicas requer que elas estejam
perfeitamente alinhadas, considerando o pareamento de bases homodlogas. O alinhamento
foi realizado por meio do programa BioEdit versio 5.0.9 (Hall, 1999), utilizando-se a

plataforma Windows 98 em um computador IBM-PC.

2.6.2 Analise Nucleotidica
As andlises referentes a freqiiéncia das bases nucleotidicas, a determinacdo das

taxas de transversdo/transicdo e o grau de divergéncia genética, entre as seqii€ncias



81

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).

2.6.3 Analise Filogenética

As seqiiéncias nucleotidicas foram alinhadas automaticamente com o
programa Clustal X (Thompson et al., 1997), utilizando-se a plataforma Windows 98 em
um computador PC-IBM. Também foi realizado o alinhamento manual, empregando-se o
editor de seqiiéncias BioEdit versdo 5.0.9 (Hall, 1999), utilizando o sistema operacional
Windows. Durante o processo de alinhamento, insercdes ou delecdes poderdo ser
introduzidas com o objetivo de maximizar a similaridade entre as seqiiéncias. Nas andlises
filogenéticas foi utilizado o método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining), além
de estimativa de distincia genética representada na forma de matriz de divergéncia entre
as seqiiéncias, utilizando o programa PAUP # (Phylogenetic Analysis Using Parcimony
and Other Methods) — v4.0b10 (Swofford, 2002), de acordo com o modelo evolutivo e os

parametros designados pelo programa MODELTEST v3.7 (Posada & Crandall, 1998).

As seqiiéncias nucleotidica da regido 5’ LTR (para o HTLV) e da VRI1 do gene K/
(para o HHV-8) foram utilizadas para estabelecer as relagdes filogenéticas entre os virus
encontrados, assim como, com outras seqiiéncias previamente descritas na literatura e que
estdo disponiveis no Genbank. Essas seqiiéncias foram avaliadas para efeito de comparacao
e discussdo, com o auxilio do método de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining)

para reconstrucao das relacdes filogenéticas.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os célculos de prevaléncia e de persisténcia foram efetuados usando o
conceito cldssico do nimero de pessoas que possuem a caracteristica pesquisada em um
determinado ponto no tempo. A associacdo entre a soropositividade do HTLV-1/2 e do
HHV-8 com as caracteristicas sécio-demograficas e as dos fatores de risco nas amostras dos
portadores do HIV-1 e/ou com SIDA/AIDS, foi determinada pelo Teste G. A Andlise da
associacdo entre carga viral, e contagem de Linf6citos T CD4+ e CD8+ e as co-infecgdes
HIV-HTLV/ HIV-HHV-8, foi avaliada com o teste Mann-Whitney e o teste do Qui-
Quadrado (XZ). Em ambos os casos os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os cdlculos foram efetuados usando o programa BioEstat 5.0

(Ayres, et al., 2005).
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3. RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
3.1.1 Caracterizacdo de acordo com o perfil sécio-demogriafico da populacio de
portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Avaliacdo dos questiondrios epidemiolégicos dos 515 participantes revelou que a
faixa etdria variou de 07 a 82 anos de idade, com a maioria (34,2%) entre 26-35 anos ¢ a
média de idade dos participantes de 38,6 anos (Tabela 3).

De acordo com o estado civil, 270 (54,1%) participantes afirmaram ser solteiros e
160 (32,1%) casados ou manter unido estivel. Majoritariamente os entrevistados
pertenciam ao sexo masculino (60,0%). Quanto ao grau de escolaridade dos portadores,
observou-se que, a maioria (44,0%) possuia até o primeiro grau e que, 50 (9,8%) possuiam
o ensino superior. A renda familiar da maioria (66,3%) mostrou ser de um a trés salarios
por més, embora 75 (15,8%) tinham renda inferior a 1 saldrio minimo e somente 5 (1,0%)
afirmaram ter renda superior a 10 saldrios (Tabela 3).

De acordo com as informagdes obtidas a respeito do municipio de residéncia, 53,1%
dos participantes responderam residir em Belém e 46,9% em outros municipios do Estado
do Pard. A respeito da naturalidade, 90,3% responderam ter nascido no Estado do Pard e

9,7% residem no Estado do Para, mas sdo naturais de outros Estados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas sécio-demograficas da populagdo de portadores do HIV-1 com ou

sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Caracteristicas socio-demograficas Nimero Percentual (%
<15 3 0,6
16-25 39 7,6
26-35 176 34,2
36-45 169 32,8
Faixa etaria 46-55 95 18,5
56-65 28 5.4
>65 4 0,8
Nao Informado* 1 -
Solteiro 270 54,1
Casado 160 32,1
Estado civil Separado/Divorciado/Desquitado 37 7.4
Vidvo 32 6.4
Nao Informado* 16 -
Sexo Masgu}ino 309 60,0
Feminino 206 40,0
Nao Alfabetizado 9 1,8
Alfabetizado 8 1,6
Escolaridade Até o 1° grau 224 44.0
Até o0 2° grau 219 43,0
Até o 3° grau 50 9,8
Nio Informado* 5 -
< 1 salario 75 15,8
1-3 315 66,3
Renda Familiar 4-6 58 12,2
7-10 22 4,6
>10 5 1,0
Nao Informado* 40 -
Municipios de Belém 271 53,1
residéncia Outros municipios do Para 239 46,9
Nio Informado* 5 -
Estado do Para 438 90,3
Naturalidade Outros estados ** 47 9,7
Nao Informado* 30 -

* Nao considerado para cdlculo estatistico, ** Residentes no Estado do Para.
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3.1.2 Caracterizacdo de acordo com fatores de risco da populacao de portadores do
HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Os fatores de risco avaliados incluiram a ndo utilizagdo de preservativo, pratica de
sexo anal, histéria de infec¢des sexualmente transmissiveis (IST), uso de drogas ilicitas
endovenosas (UDE) e drogas ilicitas ndo endovenosas (UDNE), nimero de parceiros por
més, parceiros de outros Estados e/ou paises, comportamento sexual e a realizacdo de
transfusao de sangue e/ou hemoderivados (Tabela 4).

Dentre os individuos avaliados, 214 (45,1%) referiram sempre usar preservativo em
suas relacoes sexuais e 119 (25,1%) responderam que nunca o usam. Em relacdo ao sexo
anal, 236 (50,7%) responderam que nunca fizeram e 70 (15,1%) afirmaram que sempre o
praticam. A histéria de IST foi relatada, 308 (59,8 %) pessoas nunca experimentaram um
episodio de IST, enquanto 207 (40,2%) informaram ja ter tido uma ou mais infe¢oes
(Tabela 4). Dentre as ISTs mais referidas foram incluidas a gonorréia (96/197; 48,7%) e a
sifilis (42/197; 21,3%).

O uso de drogas endovenosas foi referido por 13 (2,5%) pessoas, enquanto a
maioria (97,5%) respondeu ndo ter usado nenhum tipo de droga endovenosa (Tabela 4).
Entretanto, 220 (42,7%) pessoas responderam ja ter usado algum tipo de droga nao
endovenosa, principalmente dlcool, cigarro e maconha.

De acordo com a avaliacdo do inquérito, 253 (71,3%) dos entrevistados possuiam 1
parceiro, 56 (15,8%) possuiam de 2 a 19 parceiros mensalmente e 2 (0,6%) mantinham
relacdes com 20 ou mais parceiros por més. Em relacdo 4 naturalidade e nacionalidade dos
parceiros, 149 (32,7%) dos entrevistados reportaram ter mantido relagdes sexuais com

parceiros de outros Estados e 41 (9,2%) com parceiros de outros paises (Tabela 4).
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De acordo com o comportamento sexual da populagdo estudada, constatou-se que a
maioria, 81,7%, mantém relacdes sexuais com parceiros heterossexuais, mas 13,2% dos
participantes afirmam manter relacdes com parceiros bissexuais e 12,4% declararam manter
relacdes com homossexuais. Foi também relatado que 64 (12,4%) entrevistados mantém
relacdes sexuais com parceiros sabidamente UDE e 91 (17,7%) com parceiros UDNE
(Tabela 4).

Foi observado que 69 (13,4%) participantes mantém multiplos parceiros, somente 4
(0,8%) ja tiveram parceiros transfundidos e 16 (3,1%) mantém praticas sexuais com
parceiros promiscuos. Além disso, 187 (36,3%) afirmaram j4 ter mantido relagdes sexuais
com parceiros portadores do HIV-1 e 72 (14,0%) informaram ja ter se relacionado com
parceiros com AIDS. Transfusdo de sangue e/ou hemoderivados foi referida por 75 (14,6%)

pessoas (Tabela 4).



87

Tabela 4 - Distribui¢cdo dos possiveis fatores de risco na populagdo de portadores do HIV-1

com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Fatores de risco Nimero Percentual (%)
Sempre 214 45,1
Uso de preservativo Nunca 119 25,1
P As vezes 141 29,7
Nio Informado* 41 -
Sempre 70 15,1
Nunca 236 50,7
Sexo anal As vezes 130 28,0
Nao quis comentar 28 6,0
Nao Informado* 51 -
P Sim 207 40,2
Historico de IST Nio 308 59.8
Sim 13 2.5
UDE Nio 502 975
Sim 220 42,7
UDNE Nio 205 573
1 parceiro 253 71,3
2-19 parceiros 56 15,8
Nimero d reeir  mé 20 ou mais 2 0,6
imero de parceiros por més o A1 115
Eventual 3 0,8
Nio Informado* 160 -
Sim 149 32,7
. Nio 302 66,2
Parceiros de outros Estados Niio Sabe 5 1.1
Nio Informado* 59 -

* Nao considerado para cdlculo estatistico
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Tabela 4 - Distribui¢do dos possiveis fatores de risco na populagdo de portadores do HIV-1

com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA (continuagao).

Fatores de risco Nimero Percentual (%)

Sim 41 9,2

Parceiros de outros paises Nao 402 20,5
N3ao Sabe 1 0,2

Nio Informado* 71 -

Parceiro Heterossexual 421 81,7

Parceiro Bissexual 68 13,2
Parceiro Homossexual 64 12,4
Parceiro UDE 64 12,4

Parceiro UDNE 91 17,7
Comportamento sexual Multiplos parceiros 69 13,4
Parceiros transfundidos 4 0,8

Parceiro promiscuo 16 3,1

Parceiro com HIV 187 36,3
Parceiro com AIDS 72 14,0
Transfusao de sangue Sim 75 14,6
Nio 440 85,4

* Nao considerado para cdlculo estatistico

3.2 SOROLOGIA

3.2.1 Anailise soroldgica para a infeccio pelo HTLV-1/2 e pelo HHV-8 em portadores

do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Foi realizada a pesquisa de anti-HTLV-1/2 dos 515 participantes e 12 (2,3%)

apresentaram sorologia positiva (Tabela 5). Para o HHV-8 foram testadas 499 amostras de

plasma, devido o término do kit de ELISA, assim das 499 amostras de plasma testadas para

anti-HHV-8 IgG, 179 (35,9%) foram sororreativas.
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Tabela 5 - Distribuic@o dos resultados dos testes soroldgicos para a presenga de anticorpos
anti-HTLV-1/2 e anti-HHV-8 IgG na populacdao de portadores do HIV-1 com ou sem

SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

HTLV HHV-8
Presenca de anticorpos 12 (2,3%) 179 (35,9%)
Auséncia de anticorpos 503 (97,7%) 320 (64,1%)
TOTAL 515 (100%) 499 (100%)

3.2.2 Relacao entre os fatores socio-demograficos e a infeccio pelo HTLV em
portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

A faixa etdria dos 12 participantes com sorologia positiva variou dos 26 aos 65 anos
de idade, com a maioria (41,6%) entre 46 e 55 anos (Tabela 6). De acordo com o estado
civil, 5 (45,5%) portadores da co-infeccio HIV-1/HTLV eram solteiros e 3 (27,3%) eram
casados. Verificou-se que o HTLV circula de forma equivalente nos sexo masculino
(50,0%) e feminino (50%). Quanto ao grau de escolaridade, verificou-se que 4 (33,3%)
possuiam até o primeiro grau e, 8 (66,6%) possuiam até o segundo grau. A renda familiar
da maioria (66,7%) mostrou ser de um a trés saldrios por mes.

Dos 12 individuos com sorologia positiva, 8 (72,7%) responderam residir em Belém
e 3 (27,3%) em outros municipios do Estado do Pard. A respeito da naturalidade, 11
(91,7%) responderam ter nascido no Estado do Pard e 1 (8,4%) residem no Estado do Par4,

mas sdo naturais de outros Estados (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribuicdo da infec¢do pelo HTLV de acordo com as caracteristicas sécio-

demogréficas em portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS.

Nao

Caracteristicas socio-demograficas  Reagentes (%) Reagentes (%) P
<15 0 0 3 0,6  0.706
16-25 0 0 39 7,8  0.166
26-35 3 25,0 174 3477 0475
36-45 3 25,0 165 32,9  0.557
Faixa etaria 46-55 5 41,6 90 18,0  0.059
56-65 1 8,3 27 54  0.678
>65 0 0 4 0,8  0.663
Nao Informado* 0 - 1 - -
TOTAL 12 100 503 100
Solteiro 45,5 265 54,3 0.561
Casado 27,3 157 32,2 0.727
Separado/D‘ivorciado 1 9.1 36 74 0764
Estado civil /Desquitado
Viuvo 2 18,2 30 6,2 0.179
Nao Informado* - 15 - -
TOTAL 12 100 503 100
Masculino 6 50,0 303 60,24 0.475
Sexo Feminino 6 50,0 200 39,76
TOTAL 12 100 503 100
Nao Alfabetizado 0 0 10 2,0 0.489
Alfabetizado 0 0 7 1.4 0.563
Até o 1° grau 4 33,3 220 44,0 0.456
Escolaridade Até o0 2° grau 8 66,6 211 42,2 0.092
Até o 3° grau 0 0 52 10,4 0.107
Nao Informado* 0 - 3 - -
TOTAL 12 100 503 100
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Tabela 6 — Distribuicdo da infec¢do pelo HTLV de acordo com as caracteristicas sécio-

demogréficas em portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuacio).

Nao

Caracteristicas socio-demograficas  Reagentes (%) Reagentes (%) )/
< 1 salario 0 0 75 16,2 0.041
1-3 8 66,7 307 66,5 0.988
4-6 2 16,7 56 12,1  0.650
FR"“.d.a 7-10 2 16,7 18 39  0.086
amiliar
>10 0 0 6 1,3 0.578
Nao Informado* 0 - 41 - -
TOTAL 12 100 503 100
Belém 8 72,7 262 52,5 0.174
Outros municipios
Municipios do Estado do II’)aré 3 27,3 237 41,5
de residencia Naio Informado* 1 - 4 - -
TOTAL 12 100 503 100
Estado do Para 11 91,7 424 89,6 0.815
Naturalidade Outros estados ** 8,4 49 10,4
Nao Informado* 0 - 30 - -
TOTAL 12 100 503 100

*Valor ndo utilizado para cdlculos estatisticos. ** Residentes no Estado do Para.
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3.2.3 Relacao entre os fatores de risco e a infecciao pelo HTLV em portadores do HIV-
1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Dentre as 12 pessoas com sorologia positiva, 7 (70,0%) referiram sempre usar
preservativo em suas relagdes sexuais e 1 (10,0%) respondeu que nunca usou. Em relacdo
ao sexo anal, 5 (41,7%) responderam que nunca fizeram e 2 (16,6%) afirmaram que sempre
praticam. A histéria de IST foi relatada por 5 (41,7%) participantes, que informaram ja ter
tido uma ou mais infec¢Oes, enquanto 7 (58,4%) pessoas afirmaram nunca ter
experimentado um episddio de infecgdo (Tabela 7).

Nenhum dos entrevistados referiu o uso de droga endovenosa, porém, 9 (75%)
pessoas responderam ja ter usado algum tipo de DNE (Teste-G =5.2161, p =0.025),
principalmente dlcool, cigarro e maconha (Tabela 7). Adicionalmente, 6 (85,7%)
participantes com sorologia positiva, informaram possuir 1 parceiro e 1 (14,3%) possuiam
2 a 19 parceiros mensalmente. Em relacdo 4 naturalidade e nacionalidade dos parceiros, 6
(60%) pessoas reportaram ter mantido relacdes sexuais com parceiros de outros Estados e 1
(10,0%) com parceiros de outros paises (Tabela 7).

As informacgdes relacionadas ao comportamento sexual, mostraram que a maioria
(9/12, 75,0%), mantém relacdes sexuais com parceiros heterossexuais, 2 (16,7%)
afirmaram manter relacdes com parceiros bissexuais e 2 (16,7%) com homossexuais. Foi
também relatado que 4 (33,3%) dos entrevistados, mantém relacdes sexuais com parceiros
sabidamente UDE e 6 (50%) com parceiros UDNE, resultado que apresentou associagdo
estatistica relevante (Teste-G =6.7055, p =0.010; tabela 7).

Foi observado que 1 (8,3%) dos participantes co-infectados com HIV-1/HTLV

mantém multiplos parceiros, nenhum teve parceiros transfundidos e 1 (8,3%) mantém
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praticas sexuais com parceiros promiscuos. Além disso, 3 (25,0%) afirmaram ter mantido

relacdes sexuais com parceiros portadores do HIV-1 e 2 (16,7%) informaram ji ter se

relacionado com parceiros com AIDS. Transfusio de sangue e/ou hemoderivados foi

referida por 2 (16,6%) pessoas co-infectadas HIV-1/HTLV (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuicdo da infeccdo pelo HTLV de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS.

Nao

Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) p
Sempre 7 70,0 232 50,4 0.214
Nunca 1 10,0 104 22,6 0.302
Uso de preservativo As vezes 2 20,0 124 27,0 0.613
Nio Informado* 2 - 43 - -
TOTAL 12 100 503 100
Sempre 2 16,6 67 15,1 0.879
Nunca 5 41,7 231 51,9 0.483
As vezes 2 16,6 129 29,0  0.327
Sexo anal Nao quis 3 25.0 13 4.0 0.013
comentar
Nao Informado* 0 - 58 - -
TOTAL 12 100 503 100
Sim 5 41,7 204 40,6 0.938
Histérico de IST Nao 7 58,4 299 59,4
TOTAL 12 100 503 100
Sim 0 0 13 2,6 0.431
UDE Nio 12 100 490 97,4
TOTAL 12 100 503 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos
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Tabela 7 — Distribuicdo da infeccao pelo HTLV de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuagao).

Nao

Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) P
Sim 9 75,0 212 42,2 0.025
UDNE Niao 3 25,0 291 57,9
TOTAL 12 100 503 100
1 parceiro 6 85,7 248 71,5 0.376
2-19 parceiros 1 14,3 54 15,6 0.926
Némero de 20 ou mais 0 0 2 0,6 0.777
pArCeiros por mes Nenhum 0 0 40 11,5 0.193
Eventual 0 0 3 0,9 0.729
Nao Informado* 5 - 156 - -
TOTAL 12 100 503 100
Sim 6 60,0 142 31,9 0.072
Parceiros de outros ~Nﬁo 4 40,0 298 67,0 0.085
estados N3ao Sabe 0 0 5 1,1 0.620
Nio Informado* 2 - 58 - -
TOTAL 12 100 503 100
Sim 1 10,0 39 9,0 0.915
Parceiros de outros ~Na”lo 9 90,0 393 90,8 0.935
paises Naio Sabe 0 0 1 0,2 0.830
Nio Informado* 2 - 70 - -
TOTAL 12 100 503 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos
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Tabela 7 — Distribuicdo da infeccdo pelo HTLV de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuagao).

. Nao
Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) )/
Sim 9 75,0 413 83,3 0.474
. Parceiro | Nio 3 25,0 83 16,7
eterossexua Nao Informado* 0 - 7 - -
TOTAL 12 100 503 100
Sim 2 16,7 66 13,3 0.743
Parceiro Nio 10 83,3 430 86,7
Bissexual Niao Informado* 0 - 7 - -
TOTAL 12 100 503 100
C Sim 2 16,7 61 12,3 0.664
() Parceiro Nao 10 83,3 435 87,7
M Homossexual Nao Informado* 0 - 7 - -
P TOTAL 12 100 503 100
(0]
R Sim 4 33,3 60 11,9 0.056
T Parceiro UDE Nio 8 66,7 443 88,0
A TOTAL 12 100 503 100
M
E Sim 6 50,0 85 16,9 0.010
N Parceiro UDNE Nao 6 50,0 418 83,1
T TOTAL 12 100 503 100
(0]
Miltinlos Sim 1 8,3 68 13,5 0.579
S arceli’ms Nio 11 91,6 435 86,5
E P TOTAL 12 100 503 100
X
U Parceiros Sim 0 0 4 0,8 0.663
A transfundidos Nao 12 100 499 99,2
L TOTAL 12 100 503 100
Parceiro Sim 1 8,3 16 3,2 0.403
mml,slc o Nio 11 91,6 487 96,8
p TOTAL 12 100 503 100
Parceiro com Sim 3 25,0 185 36,8 0.389
HIV Nio 9 75,0 318 63,2
TOTAL 12 100 503 100
Parceiro com Sim 2 16,7 69 13,7 0.776
AIDS Nio 10 83,3 434 86,3
TOTAL 12 100 503 100
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Tabela 7 — Distribuicdo da infeccao pelo HTLV de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuagao).

. Nao
Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) )/
Sim 2 16,6 73 14,5 0.837
Transfusdo de Nio 10 83,3 430 85,5
sangue
TOTAL 12 100 503 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos

3.2.4 Relacao entre os fatores socio-demograficos e a infeccao pelo HHV-8 em
portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

A faixa etdria predominante dos participantes com sorologia positiva foi entre 26 e
35 anos (34%), enquanto 14 (7,8%) pertenciam a faixa etdria de 16-25 anos, cujo dado
mostrou diferenga estatisticamente significante (Teste G=33.2442, p< 0.0001; tabela 8). De
acordo com o estado civil, 96 (55,2%) eram solteiros ¢ 58 (33,3%) eram casados.
Observou-se que o HHV-8 circula predominantemente no sexo masculino (61,5%).
Verificou-se que 85 (47,5%) dos participantes possuiam até o primeiro grau e que, 76
(42,5%) possuiam até o segundo grau. A renda familiar da maioria (64,1%) mostrou ser de
um a trés saldrios por més e somente 2 (1,2%) relataram renda maior que 10 saldrios,
(Tabela 8).

Além disso, 99 (56%) responderam residir em Belém e 78 (44%) em outros
municipios do Estado do Pard. A respeito da naturalidade, 144 (85,7%) responderam ter
nascido no Estado do Pard e 24 (14,3%) residem no Estado do Pard, mas sdo naturais de

outros estados (Tabela 8).
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Tabela 8 — Distribui¢do da infeccao pelo HHV-8 de acordo com as caracteristicas sdcio-

demogréficas em portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS.

Nao

Caracteristicas socio-demograficas Reagentes (%) Reagentes (%) P
<15 0 0 3 0,9 0.101
16-25 14 7,8 22 6,8 0.0001
26-35 61 34,0 107 33,5 0.903
36-45 53 29,6 114 35,7 0.162
Faixa etaria 46-55 41 22,9 51 16,0 0.059
56-65 9 5,0 19 6,0 0.664
>65 1 0,6 3 1,0 0.638
Nao Informado* 0 - 1 - -
TOTAL 179 100 320 100
Solteiro 96 55,2 162 52,1 0.514
Casado 58 33,3 102 32,8 0.904
Separado/Divorciado
Estado civil /Desquitado 12 6,9 24 77 0.739
Viuvo 8 4,6 23 7,4 0.249
Nao Informado* 5 - 9 - -
TOTAL 179 100 320 100
Masculino 110 61,5 190 59,4 0.649
Sexo Feminino 69 38,5 130 40,6
TOTAL 179 100 320 100
Nao Alfabetizado 1 0,6 9 2.9 0.055
Alfabetizado 1 0,6 6 1,9 0.191
Até o 1° grau 85 47,5 137 43,5 0.191
Escolaridade Até o0 2° grau 76 42,5 132 31,9 0.905
Até o 3° grau 16 9,0 31 99 0.741
Nao Informado* 0 - 5 - -
TOTAL 179 100 320 100
< 1 salario 28 16,8 43 14,7 0.563
1-3 107 64,1 202 69,2 0.263
Renda 4-6 24 14,4 30 10,3 0.195
Familiar 7-10 6 3,6 14 4.8 0.538
>10 2 1,2 3 1,0 0.866
Nao Informado* 12 - 28 - -
TOTAL 179 100 320 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos
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Tabela 8 — Distribui¢do da infeccao pelo HHV-8 de acordo com as caracteristicas sdcio-

demogréficas em portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuacio).

.. L, . L pe Nao
Caracteristicas socio-demograficas Reagentes (%) Reagentes (%) P
Belém 99 56,0 158 50,0 0.193
- Outros municipios
dlz/[:;liillg:éisa do Estado do Para 8 44,0 159 50,0
Nao Informado* 2 - 3 - -
TOTAL 179 100 320 100
Estado do Para 144 85,7 238 79,3 0.083
Naturalidade Outros estados ** 24 14,3 62 20,7
Nao Informado* 11 - 20 - -
TOTAL 179 100 320 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos. ** Residentes no Estado do Par4.

3.2.5 Relacao entre os fatores de risco e a infeccio pelo HHV-8 em portadores do HIV-

1 com ou sem SIDA/AIDS atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

Dentre as 179 pessoas com sorologia positiva, 96 (60,8%) referiram sempre usar

preservativo em suas relacdes sexuais, resultado que mostrou diferenca estatistica relevante

(Teste-G =7.0298, p =0.008), 27 (17,1%) responderam que nunca usaram (Teste-G

=7.6634, p =0.006) e 35 (22,1%) responderam que usam as vezes (Teste-G =4.9325, p

=0.026). Em relacdo ao sexo anal, 85 (53,8%) responderam que nunca fizeram, 30 (19,0%)

afirmaram que sempre praticam e 39 (24,7%) disseram que praticam as vezes, esse

resultado apresentou associacdo estatistica relevante (Teste-G =5.9587, p =0.015). A

histéria de IST foi relatada por 71 (39,7%) participantes, enquanto 108 (60,3%) nunca

tiveram nenhum episddio de IST (Tabela 9).
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Em relagdo ao uso de drogas, 174 (97,2%) responderam nao ser UDE. Entretanto 74
(41,3%) responderam ja ter usado algum tipo de DNE, e 105 (58,7%) informaram nao
consumir nenhuma dessas drogas, tais como dlcool, cigarro e maconha (Tabela 9).

Adicionalmente, 92 (69,2%) participantes possuiam 1 parceiro. Em relagdao a
naturalidade e nacionalidade dos parceiros, 59 (36,4%) reportaram ter mantido relacdes
sexuais com parceiros de outros estados e 14 (8,9%) com parceiros de outros paises (Tabela
9).

A informagdo relacionada ao comportamento sexual mostrou que a maioria
(144/179, 81,8%) mantém relacdes sexuais com parceiros heterossexuais. Foi também
relatado que 23 (12,8%) dos entrevistados com sorologia positiva mantém relacoes sexuais
com parceiros sabidamente UDE e 31 (17,3%) com parceiros UDNE (Tabela 9).

Foram encontradas diferengas significantes estatisticamente (Teste-G =8.1201, p
=0.004) entre os 14 (7,8%) participantes co-infectados HIV/HHV-8 que mantém multiplos
parceiros, nenhum ji teve parceiros transfundidos e somente 2 (1,1%) mantém préticas
sexuais com parceiros promiscuos, resultado que apresentou associagdo estatistica relevante
(Teste-G =4.6097, p =0.032). Além disso, 69 (38,5%) afirmaram ja ter mantido relacdes
sexuais com parceiros portadores do HIV e 31 (17,3%) informaram ja ter se relacionado
com parceiros com AIDS. Transfusdao de sangue e/ou hemoderivados foi referida por 24

(13,4%) dos pacientes co-infectados HIV/HHV-8 (Tabela 9).
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Tabela 9 — Distribui¢do da infeccdo pelo HHV-8 de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS.

Nao

Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) )/
Sempre 96 60,8 129 43,6 0.008
Nunca 27 17,1 76 25,7 0.006
Uso de preservativo As vezes 35 22,1 91 30,7 0.026
Naio Informado* 21 - 24 - -
TOTAL 179 100 320 100
Sempre 30 19,0 38 13,4 0.328
Nunca 85 53,8 139 49,1 0.733
As vezes 39 24,7 91 32,1 0.015
Sexo anal Nao quis 4 2.5 15 53 0.092
comentar
Nao Informado* 21 - 37 - -
TOTAL 179 100 320 100
Sim 71 39,7 133 41,6 0.679
Historico de IST Nao 108 60,3 187 58,4
TOTAL 179 100 320 100
Sim 5 2,8 9 2,8 0.990
UDE Nio 174 97,2 311 97,2
TOTAL 179 100 320 100
Sim 74 41,3 141 44,0 0.556
UDNE Nio 105 58,7 179 56,0
TOTAL 179 100 320 100
1 parceiro 92 69,2 147 72,8 0.738
2-19 parceiros 25 18,8 26 12,9 0.084
Ntimero de parceiros 20 ou mais 0 0 2 1,0 0.157
N Nenhum 15 11,3 26 12,9 0.616
pormes Eventual 1 0,7 1 0,5 0.757
Nao Informado* 46 - 118 - -
TOTAL 179 100 320 100
Sim 59 36,4 86 31,0 0.458
Parceiros de outros ~N.ﬁo 101 62,4 189 68,0 0.550
estados i Nao Sabe 2 1,2 3 1,0 0.893
Nao Informado* 17 - 42 - -
TOTAL 179 100 320 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos
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Tabela 9 — Distribui¢do da infeccdo pelo HHV-8 de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuagao).

. Nao
Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) )/
Sim 14 8,9 25 9,3 0.890
Parceiros de outros Nio 144 91,1 244 90,4 0.791
aises Nao Sabe 0 0 1 04 0.337
p Nao Informado* 21 - 50 - -
TOTAL 179 100 320 100
Sim 144 81,8 265 83,6 0.616
Parceiro Niao 32 13,4 52 16,4
Heterossexual Nao Informado* 3 - 3 - -
TOTAL 179 100 320 100
Sim 22 12,5 45 14,2 0.597
Parceiro Niao 154 87.5 272 85,8
Bissexual Niao Informado* 3 - 3 - -
C TOTAL 179 100 320 100
1?/[ Sim 26 14,8 36 11,4 0.278
P Parceiro Niao 150 85,2 281 88,6
0 Homossexual Nao Informado* 3 - 3 - -
R TOTAL 179 100 320 100
:{ Sim 23 12,8 39 12,2 0.830
M Parceiro UDE Niao 156 87,2 281 87,8
E TOTAL 179 100 320 100
1,}1 Parceiro Sim 31 17,3 56 17,5 0.959
o UDNE Nio 148 82,7 264 82,5
TOTAL 179 100 320 100
I% Miltinlos Sim 14 7,8 53 16,6 0.004
X arcefi’ros Nio 165 92,2 267 83,4
U P TOTAL 179 100 320 100
i Parceiros Sim 0 0 4 1,3 0.059
transfundidos Nio 179 100 316 98,7
TOTAL 179 100 320 100
Parceiro Sim 2 1,1 14 4.4 0.032
omiscuo Nio 177 98,9 306 95,6
p TOTAL 179 100 320 100
Parceiro com Sim 69 38,5 115 35,9 0.563
};IV Nio 110 61,5 205 64,1
TOTAL 179 100 320 100
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Tabela 9 — Distribui¢do da infeccdo pelo HHV-8 de acordo com os fatores de risco em

portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS (continuagao).

. Nao
Fatores de risco Reagentes (%) Reagentes (%) )/

Sim 31 17,3 36 11,3 0.060
Parceiro com AIDS Nao 148 82,7 284 88,8
TOTAL 179 100 320 100

Sim 24 13,4 50 16,6 0.501
Transfusao de sangue Nao 155 86,6 270 84,3
TOTAL 179 100 320 100

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos

3.2.6 Relacio entre a Contagem de Linfécitos T CD4* e T CD8* e Carga viral entre os
co-infectados HIV-1/HTLYV e os HTLYV negativos

A distribuicdo das contagens de linfécitos T CD4" e CD8" e carga viral plasmadtica
entre os individuos co-infectados HIV-1/HTLV e os HTLV negativos (Tabela 10), mostra

que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as varidveis.
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Tabela 10-Distribui¢io das contagens de linfécitos T CD4" e T CD8" e carga viral entre os

individuos co-infectados HIV-1/HTLV e os HTLV negativos.

Numero de co-infectados Nli_ln,l;]i({,de
Variaveis HIV-1/HTLV .
negativos
n (%) n (%)
CD4 < 350 4 (40) 215 (45,4)
Linfécitos T 350 <CD4 < 500 3 (30) 117 (24,7) 0.487
CD4* CD4 > 500 3 (30) 142 (30,0) ‘
(Células/mm’)  No realizado* 2 (-) 29 (-)
TOTAL 12 (100) 503 (100)
CDS < 350 0(-) 25 (5,3)
Linfécitos T 350 <CD8 < 500 0(-) 47 (9,9) 0.401
CD8" CDS8 > 500 10 (100) 402 (84,8) '
(Células/mm’)  Nio realizado* 2(-) 29 (-)
TOTAL 12 (100) 503 (100)
<50 3(33,3) 45 (9,9)
50—1000 3(33,3) 184 (40,4)
Carga viral 1000—100000 2(22,2) 187 (41,0) 0.366
(copias/mL) >100000 1(11,1) 39 (8,6) '
Nao realizado* 3(-) 48 (-)
TOTAL 12 (100) 503 (100)

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos

3.2.7 Relacdo entre a Contagem de Linfécitos T CD4" e T CD8" e Carga viral entre os
pacientes co-infectados HIV-1/HHV-8 e os HHV-8 negativos

Na tabela 11 pode-se verificar a distribui¢do de linfécitos T CD4" e T CD8" e carga
viral plasmatica do HIV-1 entre os pacientes co-infectados HIV-1/ HHV-8 e os HHV-8
negativos e do ponto de vista estatistico houve diferenca estatisticamente significante na
varidvel carga viral (Teste Mann-Whitiney: U = 20478.5, Z(U) =2.7998, p-valor unilateral

= (0.003), sendo que 25 dos participantes com co-infectados HIV-1/HHV-8 encontravan-se
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com a carga viral menor que o limite minimo (<50), 45 estavam com a carga viral entre
50—1000 Cépias/ml (X*=12.829, GL=1, p=0,0005), 77 entre 1000—100000 Cépias/ml

(X’=7928, GL=1, p=0,007) e 12 estavam com a carga viral acima de 100000 Cépias/ml.

Tabela 11- Distribuigio das contagens de linfécitos T CD4" e carga viral entre os

individuos co-infectados HIV-1/ HHV-8 e os HHV-8 negativos.

Nuamero de co-infectados Nlll_InI}Ie‘r]osde
Varidveis HHV-1/HHV-8 .
negativos
n (%) n (%)
CD4 < 350 79 (47,0) 136 (45,2)
Linfocitos T 350 <CD4 < 500 43 (25,6) 75 (25,0) 0.168
CDh4" CD4 > 500 46 (27,4) 90 (30,0) '
(Células/mm’)  Nio realizado* 11(-) 19(-)
TOTAL 179 (100) 320 (100)
CD8 < 350 9(5,3) 17 (5,6)
Linfécitos T 350 <CD8 < 500 21(12,5) 23 (7,64) 0314
CD8" CDS8 > 500 138 (82,1) 261 (86,7) '
(Células/mm3) Nao realizado* 11(-) 19 (-)
TOTAL 179 (100) 320 (100)
<50 25 (15,7) 35(11,4)
50—1000 45 (28,3) 139 (45,4)
Carga viral 1000—100000 77 (48,4) 107 (35,0)  0.003
(copias/mL) >100000 12 (7,5) 25 (8,2)
Nao realizado* 20(-) 14 (-)
TOTAL 179 (100) 320 (100)

*Valor ndo utilizado para célculos estatisticos
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3.3 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)
3.3.1 Amplificacao do Fragmento de 160pb da regiao pX

Das 12 amostras analisadas, 9 amplificaram para a regido de 160 pb do gene pX
(Figura 6), sendo posteriormente submetidas 2 RFPL para a investigacdo da presenca de um
sitio de restricdo (T/CGA) para a enzima Tagql (Figura 7), presente apenas no HTLV-2, e
que serviu como critério de discriminacdo da infec¢do pelo HTLV-1 e HTLV-2,
confirmando assim, a infec¢do por esse retrovirus. Dessas, 5 amostras apresentaram o sitio
de restricio (T/CGA) para a enzima Tagql , confirmando a infec¢do pelo HTLV-2 e, 4

amostras confirmaram a infeccao pelo HTLV-1.

Figura 6 — Perfil eletroforético do fragmento de 160pb amplificado da regidao pX do
genoma proviral do HTLV-1. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo); CP
(controle positivo); Amostras positivas (17779, 18490, 18491, 14011, 13993, 14019,
18596, 20002, 20067)
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Figura 7 — Perfil de RFLP, com a enzima Tagl, a partir do fragmento de 160pb da regidao
pX. 1-2 — PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo); Controles positivos para
HTLV-1 e HTLV-2 (CP-1 e CP-2); Amostras positivas para HTLV-1 (14011, 13993,
14019, 18596) e amostras positivas para HTLV-2 (17779, 18490, 18491, 20002, 20067).

3.3.2 Amplificacao do Fragmento de 630pb da regiao env
Dentre as 5 amostras de HTLV-2, todas amplificaram para a regido de 630pb do

gene env (Figura 8), as quais foram posteriormente submetidas a RFLP com a enzima Xhol
(Figura 9), para a detec¢do do sitio de clivagem (C/TCGAG) que esteve presente em todas

as amostras, sendo as mesmas identificadas como HTLV-2a/2c.
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Figura 8 — Perfil eletroforético do fragmento de 630pb amplificado da regidao env do
genoma proviral do HTLV-2. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo);
Controle positivo para HTLV-2 (CP-2); Amostras positivas para HTLV-2 (17779, 18490,
18491, 20002, 20067).

Figura 9 — Perfil da RFLP, com a enzima Xhol, a partir do fragmento de 630pb da regido
env do HTLV-2. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo); Controle

positivo para HTLV-2 (CP-2); Amostras positivas para HTLV2a/2c (17779, 18490, 18491,
20002, 20067).
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3.3.3 Amplificacao do Fragmento de 800pb da regiao 5’LTR do HTLV-1
Foi amplificada uma amostra para a regido 5’LTR (Figura 10) do HTLV-I,

confirmando assim, a infeccdo por esse virus. A mesma pode ter esse segmento
seqiienciado e posteriormente foi submetida a andlise filogenética.

Esta amostra ¢ de um paraense, do sexo masculino, solteiro, 49 anos, ensino médio
incompleto, renda familiar de 1-3 saldrios, UDNE, heterossexual, pratica sexo anal, ja teve
IST (gonorréia) e também apresentou sorologia positiva para o HHV-8.

O paciente 18596 possuia uma contagem de linfécitos T CD4" de 678 células/mm’,
linfécitos T CD8* de 643 células/mm’ e carga viral do HIV-1 de 50 c6pias/ml (igual ao

valor limite).

Figura 10 — Perfil eletroforético do fragmento de 800pb amplificado da regido 5’LTR do
genoma proviral do HTLV-1. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo);
Controle positivo para HTLV-1 (CP-1); Amostra positiva para HTLV-1 (18596).
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3.3.4 Amplificacao do Fragmento de 788pb da regiao 5’LTR do HTLV-2
Para a regido 5’LTR do HTLV-2, amplificaram quatro amostras (Figura 11),

confirmando portanto a infec¢do por esse virus. Dessas, trés amostras puderam ter esse
segmento seqiienciado e posteriormente submetido a andlise filogenética.

Essas amostras sdo de trés paraenses e um maranhense, sendo trés do sexo
masculino e uma do sexo feminino, trés desses sdo solteiros, faixa etaria de 33-47 anos,
ensino médio incompleto, renda familiar de 1-3 saldrios, dois individuos sdo UDNE,
heterossexual (1), bissexual (2) e homossexual (1) e dois ja tiveram IST (gonorréia).

A contagem de linfécitos T CD4" encontrou-se no intervalo de 350<CD4"<500
células/mm3, a contagem dos linfécitos T CD8" no intervalo de CD8">500 células/mm° e

carga viral do HIV-1 de 50-1000 cépias/ml.

Figura 11 — Perfil eletroforético do fragmento de 788pb amplificado da regido 5’LTR do
genoma proviral do HTLV-2. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo);
Controle positivo para HTLV-2 (CP-2); Amostras positivas para HTLV-2 (17779, 18490,
18491, 20002).
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3.3.5 Amplificacao da Regiao ORF26 do HHV-8

Das 179 amostras soropositivas foi possivel extrair DNA de 167 amostras de
PBMC. Dessas 167 amostras de DNA testadas por nested PCR, 2 (1,2%) tiveram a regido
ORF26 amplificada, apresentando um segmento de 233 pb (Figura 12). Uma amostra de
DNA de um paciente utilizado em um trabalho anterior com HHV-8, desenvolvido neste

laboratério, foi usada como controle positivo.

Figura 12 - Perfil eletroforético do fragmento de 233 pb amplificado da regido ORF26 do
genoma proviral do HHV-8. PM (peso molecular de 100 pb), CN (controle negativo); CP-1

(controle positivo); Amostras positivas para a ORF26 (17608 e 18863).

3.3.6 Amplificacdo da Regiao Variavel 1 (VR1) do Gene KI do HHV-8
As duas amostras que foram amplificadas para a ORF26 do HHV-8 foram
submetidas a outra nested PCR para amplificacdo da VR1 do gene K/ do HHV-8. Dessas,

uma (50%) foi positiva para VR1, amplificando um segmento de 435 pb (Figura 13).
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Essa amostra é de um paraense, do sexo masculino, solteiro, 58 anos, ensino médio
incompleto, renda familiar de 1-3 saldrios, UDNE, homossexual, pratica sexo anal, ndo usa
preservativo em suas relacdes sexuais, recebeu transfusdo de sangue e ja teve IST
(gonorréia). O mesmo possufa uma contagem de linfécitos T CD4" de 670 células/mm’,
linfécitos T CD8" de 509 células/mm’ e carga viral do HIV-1 de 50 cépias/ml (igual ao

valor limite).

- i

CN

CP

Figura 13 - Perfil eletroforético do fragmento de 435 pb amplificado da regido VR1 do
genoma proviral do HHV-8. PM (peso molecular de 100 pb); CN (controle negativo); CP

(controle positivo); Amostra positiva (17608).

3.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

Através da reacdo de seqiienciamento das bases nucleotidicas das regides 5 LTR do
HTLV-1 e do HTLV-2 e da regido VRI do gene K/ do HHV-8 no sentido forward, foi
possivel reconstruir um segmento de cerca de 730pb para o HTLV-1, outro segmento de

cerca de 780 pb para o HTLV-2 e um segmento de cerca de 435pb para o HHV-8. A
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amostra de HTLV-1 seqiienciadas para a regiao 5 ‘LTR foi comparada com a cepa prot6tipo
da HTLV-1, HTLV-1ATK (Seike et al., 1983) e com outras seqiiéncias disponiveis no
GenBank, sendo o mesmo feito com as amostras de HTLV-2, cujas seqiiéncias
correspondentes a regido 5 LTR foram comparadas com as cepas protétipo do HTLV-2a
(HTLV-2MOT Shimotohno et al., 1985) e HTLV-2b (HTLV-2NRA, Lee et al., 1993),
assim como com outras seqiiéncias disponiveis no GenBank. A amostra de HHV-8
seqiienciadas para a regido VR1 do gene K/ foi comparada com outras 22 cepas descritas
no GenBank.

3.4.1 Analise Filogenética

A comparacdo da seqiiéncia nucleotidica da regido 5 °LTR da amostra de HTLV-1
analisada no presente estudo com outros 50 isolados disponiveis no Genbank, possibilitou a
construcdo de uma drvore filogenética que mostra claramente que o exemplar aqui isolado
(18596) agrupou-se no clado composto pelos isolados subtipo Cosmopolita, subgrupo
transcontinental, com valor de boostrap de 57% (Figura 14).

Em relacdo a andlise filogenética das seqiiéncias nucleotidicas da regido 5 LTR das
amostras de HTLV-2 (17779, 18490 e 18491) com outros 57 isolados disponiveis no
Genbank, demonstrou que todos os isolados do presente estudo, agruparam-se com as
outras cepas descritas como HTLV-2c, com um valor de boostrap de 58% (Figura 15).

A arvore filogenética obtida a partir da comparagao das sequéncias nucleotidicas da
VR1 do gene K1 da amostra do HHV-8 (BEL 17608) com outras 22 cepas descritas no
GenBank, demonstrou que a amostra analisada agrupa-se ao subtipo B, essa associa¢io

encontra-se sustentada por um bootstrap de 100% (Figura 16).
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Figura 14- Arvore filogenética, mostrando as relagdes filogenéticas entre as amostras de
HTLV-1 disponiveis no GenBank e aquela descrita no presente estudo (amostra 18596). A
arvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining)
apos o alinhamento de 370 nucleotideos da regido 5’LTR. O teste de sustentacdo estatistica
(bootstrap) foi aplicado usando 1000 réplicas.
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Figura 15 - Arvore filogenética, mostrando as relagdes filogenéticas entre as amostras de
HTLV-2 disponiveis no GenBank e aquelas descritas no presente estudo (amostras 17779,
18490 e 18491). A arvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos
(Neighbor-Joining) ap6s o alinhamento de 530 nucleotideos da regido 5’LTR. O teste de
sustentacao estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 1000 réplicas.
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Figura 16- Arvore filogenética, mostrando as relagdes filogenéticas entre as amostras de
HHV-8 disponiveis no GenBank e aquela descrita no presente estudo (amostra 17608). A
arvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining)
ap6s o alinhamento de 217 nucleotideos regido varidvel 1 (VR1) do gene KI. O teste de
sustentacao estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 2000 réplicas.
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4. DISCUSSAO
4.1 PERFIL SOCIO-DEMOGRAFICO DA POPULACAO DE PORTADORES DO HIV-1
COM OU SEM SIDA/AIDS ATENDIDOS NA URE-DIPE EM BELEM/PA.

No presente estudo, a faixa etdria que mais buscou atendimento na URE DIPE foi a
de 26 a 35 anos, seguida pela de 36 a 45 anos, corroborando os dados de outros estudos
realizados no Brasil, onde pacientes infectados com HIV predominavam na faixa etdria de
30 a 40 anos, de 20 a 40 anos e 30 a 39 anos de idade (Bassicheto er al., 2004; Rodrigues &
Abath, 2000; Neto et al., 2010, respectivamente). Isso se deve provavelmente a uma maior
proporc¢do de pessoas sexualmente ativas entre os adulto-jovens.

Ressalta-se que a infec¢do pelo HIV ndo se restringe a faixa etdria mais jovem, pois
se verificou casos de portadores de HIV em idades mais avangadas. Uma possivel
justificativa para individuos mais velhos estarem sendo atingidos pode ser por terem se
exposto a situagdes de risco durante mais tempo e por terem menos informacao preventiva,
além da dificuldade no uso do preservativo nos casos de disfuncdo erétil (Pechansky e al.,
2005).

Observou-se que a soropositividade foi diferente para homens e mulheres, atingindo
principalmente os homens, semelhante ao relatado no Brasil (Rodrigues & Abath, 2000;
Reiche er al., 2005; Boletim Epidemiologico AIDS, 2009; Biscotto et al., 2009),
conseqiientemente as abordagens preventivas devem ser diferenciadas. Para os homens as
relacdes de HSH, a fidelidade, a monogamia e a prote¢do devem ser mais abordadas e para
as mulheres um aspecto importante € incentivar, principalmente, a negociacio da pratica de

sexo seguro (Silva, 2002).
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Em relagdo ao estado civil, a populagdo que buscou a URE-DIPE em Belém-PA foi,
na maioria, solteira, concordando com outros estudos (Ferreira et al., 2001; Bassicheto et
al., 2004; Pechansky et al., 2005; Neto et al., 2010). E possivel que esse dado se relacione
com outros tipos de comportamento, como maior nimero de parceiros e outras praticas
sexuais, tornando esses individuos mais vulneraveis (Silva & Barone, 2006).

Foi verificada uma associacdo entre a infec¢do pelo HIV-1 e a baixa escolaridade
dos entrevistados, sendo que 44% desses tinham o primeiro grau completo ou incompleto,
também apontado por outros estudos que mostram a pauperizacdo da epidemia, que pode
ser inferida baseando-se no grau de escolaridade (Fonseca et al., 2000; Ferreira et al., 2001;
Santos et al., 2002; Rodrigues-Junior & Castilho, 2004; Silva et al., 2009; Neto et al.,
2010). Esse fato deve ser resultado do abandono precoce do estudo e da necessidade de
contribuir com a renda familiar.

A constatacdo de que o nimero de casos aumentou nos estratos com menor renda
familiar remete a condi¢ao de menor cobertura dos sistemas de vigilancia e de assisténcia
médica, entre os menos favorecidos economicamente (Rodrigues-Jinior & Castilho, 2004).
Sabe-se, de maneira geral, que individuos de baixa renda também tém menor nivel
educacional e menor acesso as informacdes sobre sadde, tornando-se alvos de doencas
potencialmente evitdveis através de mudangas de comportamento, o que justificaria um
foco especial no desenvolvimento ou adaptacdo de metodologia preventiva especifica para
esse estrato populacional (Pechansky et al., 2005).

A maioria dos portadores do HIV-1 desta pesquisa residia em Belém e era
naturalizado Paraense provavelmente, devido o local de atendimento (URE DIPE) ser

referéncia para a clientela em Belém/PA, o que permite adesdo e qualidade do tratamento.
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Dessa forma, pode haver influéncia dos vieses na residéncia e naturalidade dos

participantes.

4.2 FATORES DE RISCO DA POPULACAO DE PORTADORES DO HIV-1 COM OU
SEM SIDA/AIDS ATENDIDOS NA URE-DIPE EM BELEM/PA.

Entre os fatores de risco pesquisados nenhum se destacou acentuadamente, fato
concordante com dados atuais de outros trabalhos, mostrando que o perfil do portador do
HIV-1 diversificou-se, superando o conceito de grupo de risco, o que indica que o sexo
protegido € a grande contencdo dessa epidemia.

Embora, alguns Programas de Educacido Sexual e Prevencdo de HIV estimulem o
sexo protegido (Paiva et al., 2002), foi verificado neste estudo, o uso irregular € o ndo-uso
de preservativos (29,7% e 25,1% respectivamente) durante as relacdes. Esses dados sdo
semelhantes aqueles encontrados por Biscotto et al. (2009). Paiva et al. (2003) afirmaram
que os jovens sdo mais acessiveis ao uso do preservativo, diferentemente da populacio de
maior faixa etdria, que tem mais resisténcia a essas praticas e confiam em parceiros de
relacdes estdveis ou ndo.

Aproximadamente 43% dos entrevistados declararam a pratica usual e imprevisivel
do sexo anal, uma pratica comum na nossa cultura, mas é a mais perigosa, pois a mucosa
anal tem uma quantidade grande de vasos sangiiineos de imediato contato e o virus €
absorvido direto para a corrente sangiiinea (Greenblat & Hessol, 2000).

Alguns entrevistados (40,2%) relataram j4i ter tido uma ou mais IST, dado
semelhante ao encontrado por Reiche et al. (2005) (32,5%) e Rodrigues & Abath (2000)

(20%), o que esta associado com o0 maior risco para infec¢do pelo HIV-1 e na progressao da
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AIDS, que pode ser devido a inflamacdo, ulceracdo e ruptura das barreiras locais, mas
também a inflamacdo sistémica ndo especifica e liberacdo de citocinas que produzem
ativacao imune sistémica (Wasserheit, 1992; Phair et al., 1992; Royce et al., 1997; Fleming
& Wasserheit, 1999).

Um ndmero relativamente grande dos entrevistados (42,7%) relatou o uso de drogas
ndo injetaveis, como o alcool, o cigarro e a maconha, enquanto o uso de drogas injetaveis
foi uma pratica incomum (2,5%). Alguns estudos tém demonstrado relagio entre o uso de
alcool e outras drogas com comportamentos sexuais de risco (Fullilove et al., 1990;
Fullilove et al., 1993; Shirier et al., 1997), como o ndo uso de preservativos e ter multiplos
parceiros. Um estudo realizado pelo Nucleo de Prevencdo a AIDS — Nupaids (NUPAIDS,
1992) observou que o consumo de dlcool estimula a atividade sexual, uma vez que fornece
a impressao de que a libido € maior e o desempenho na relagdo sexual melhora.

Relativo aos parceiros sexuais, os dados encontrados confirmaram outras pesquisas
realizadas no Brasil (Rodrigues & Abath, 2000; Reiche et al., 2005; Silva et al., 2009;
Biscotto et al., 2009; Neto et al., 2010), em que as maiores prevaléncias foram entre
homens e mulheres que mantém relacdes heterossexuais, contrariando a literatura
americana, que mostra ainda a maioria dos casos de AIDS atribuida ao contato
homossexual masculino (47%) (Hariri & Mckenna, 2007).

Assim, o crescimento do nimero de casos entre homens heterossexuais, junto ao
marcante predominio desta forma de transmissdo na populacdo feminina, corrobora a
hipétese de heterossexualizacdo e feminizac¢do da epidemia (Santos et al., 2002).

Neste trabalho, a parceria sexual com individuos com HIV foi de 36,3%, esse dado

¢ relevante como critério de risco pra obter esse virus.
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4.3 PREVALENCIA DA INFECCAO PELO HTLV-1/2 EM PORTADORES DO HIV-1
COM OU SEM SIDA/AIDS ATENDIDOS NA URE-DIPE EM BELEM/PA.

4.3.1 Subtipos do HTLV-1 e HTLV-2 em Portadores do HIV-1 com ou sem
SIDA/AIDS Atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

No Brasil, a soroprevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1/HTLV-2 tende a aumentar
em populacdes consideradas de alto risco, por exemplo, foram encontradas taxas de 8,2%
(Zanetti & Galli et al., 1992), 6,5% (Morimoto et al., 2005), 3,5% (Laurentino et al., 2005),
entre individuos HIV/HTLV.

No presente estudo, a co-infeccdo HIV-1/HTLV foi confirmada em 12 (2,3%)
pessoas, residentes em Belém e em outros municipios do PA, com uma taxa de 0,8% para o
HTLV-1 e 1,0% para o HTLV-2, esses resultados sdo semelhantes aqueles encontrados por
Vallinoto et al. (1998) (2,7 e 4,7%), posteriormente confirmados por Laurentino et al.
(2005) (1,2 e 2,3%), na area urbana de Belém, em individuos co-infectados pelo HIV-1,
cuja prevaléncia de HTLV-2 foi maior em relacdo ao HTLV-1. Isso ocorre provavelmente
devido a alta endemicidade para o HTLV-2 encontrado na Regido Amazo6nica Brasileira
(Ishak et al., 2001).

Também, esses resultados condizem com os dados obtidos de outras pesquisas
brasileiras com a prevaléncia da infeccdo para o HTLV-1 e para o HTLV-2 sendo,
respectivamente, 4,0 e 6,1% em Sao Paulo (Caterino-de Araujo et al., 1998), 6,0 e 7,2% em
Santos (Etzel et al., 2001) e 0,8 e 4,9% em Londrina (Morimoto et al., 2005). Entretanto,
eles contrastam com os obtidos por Schechter ef al. (1994) no Rio de Janeiro (5,7 € 0,4%) e

por Brites et al. (1997) na Bahia (11,4 e 0,8%).
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Algumas amostras, tanto de HTLV-1 quanto de HTLV-2, ndo chegaram a ser
seqiienciadas, devido a dificuldade de amplificacdo da regido 5 LTR, em virtude, talvez, da
presenca de mutacdes em sitios especificos dos iniciadores ou a existéncia de uma baixa
carga proviral (< 10 cépias/0,7 png DNA), o que pode dificultar, assim, a amplificacdao das
regides gendmicas do HTLV (Cimarelli et al., 1996). Para tanto, foram feitas inimeras
tentativas de amplificacdo génica, o que acabou por acarretar a perda de muitas dessas
amostras.

No presente estudo, foi detectada a presenga do HTLV-1, subtipo Cosmopolita,
subgrupo Transcontinental em um individuo co-infectado pelo HIV-1. Isso estd de acordo
com outros estudos que indicam esse subtipo como o mais prevalente em populagcdes
urbanas tais como S3o Paulo e Salvador (Segurado et al., 2002; Alcantara et al., 2003a).
Além disso, esse subtipo tem sido relatado em outras comunidades urbana e rural do Estado
do Pard (Pontes et al., 2003; Laurentino et al., 2005), exceto entre os imigrantes japoneses
residentes em Tomé-Ac¢u, onde foi encontrado o subgrupo Japonés (Vallinoto et al., 2004).

Considerando que o Subtipo Transcontinental tem sido isolado em diversos grupos
étnicos incluindo Africanos e seus descendentes que vivem na América Latina (Van
Dooren et al., 1998), e que a infecc@o pelo HTLV-1 estd ausente ou com baixa prevaléncia
na populacido de indios nativos da Regido Amazdnica (Ishak et al, 1995; Shindo et al.,
2002), a presenca desse subgrupo em Belém pode ser sugerida como uma recente
introducdo do virus na Regido Amazodnica pelos Africanos que foram comprados como
escravos por volta do século XVII e XVIII. Entretanto estudos anteriores t€m fracassado na
identificacdo da infec¢do pelo HTLV-1 em duas populacdes Afro-brasileiras semi-isoladas

localizadas na Regido Amazonica Brasileira (Ishak ef al., 1995).
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Estudos da infec¢do pelo HTLV-2 em comunidades urbanas e ndo-urbanas da
Regido Amazobnica tém mostrado a ocorréncia principalmente do subtipo molecular
designado como HTVL-2c, que € filogenéticamente e fenotipicamente associado ao HTLV-
2a e HTLV-2b, respectivamente (Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996; Vallinoto et al.,
2002; Alcantara et al., 2003 b). No presente estudo, a andlise filogenética mostrou que as
trés cepas isoladas agruparam-se com as outras cepas descritas como HTLV-2c. Esse
resultado corrobora a proposta do HTLV-2c como o principal subtipo molecular encontrado
na Regido Amazodnica Brasileira (Vallinoto et al., 2002).

Esse subtipo HTLV-2c foi identificado, também, em doadores de sangue € em
pacientes co-infectados pelo HIV-1, na cidade de Belém (Pard) assim como, em trés
comunidades indigenas (Gorotire, Kayapo e Tiriy6) do Estado do Pard (Vallinoto et al.,
2002; Laurentino et al., 2005). Pontes et al. (2003), através de analises moleculares feitas
em amostras de vdrias populacdes do Estado do Pard identificaram a presenca do subtipo
HTLV-2c em populagdes ribeirinhas localizadas nas ilhas préximas a capital, Belém.

A ocorréncia desse subtipo na populagdo brasileira, especialmente na Regido
Amazodnica pode ser atribuida a um efeito fundador apés os eventos migratérios humanos
que povoaram a regido, atribuindo-se, assim, a hipdtese de que se trata de um subtipo
molecular dnico, cuja origem estaria relacionada ao povoamento da regido pelos ancestrais
amerindios, disseminando-se nas dreas urbanas do Brasil por meio da miscigenacao inter-
étnica (Vallinoto et al., 2002).

A evidéncia, no presente estudo, de pacientes apresentando a co-infeccdo HIV-
I/HTLV-2, ressalta o fato de que o HTLV-2c estd se expandindo da drea geografica de

endemicidade para dreas urbanas, e assim esse nao estd restrito a populacdes indigenas da
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Regido Amazodnica Brasileira, como tem sido previamente relatado em outros estudos

(Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996; Vallinoto et al., 1998; Shindo et al., 2002).

4.3.2 Fatores Socio-Demograficos e Fatores de Risco dos Individuos Co-infectados
HIV/HTLYV com ou sem SIDA/AIDS Atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

A prevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1/2 aumenta com a idade e alcanca valores
maximos na idade de 60 anos (Murphy er al., 1991; Muller et al., 1996; Larsen et al.,
2000), ao passo que a co-infeccdo HIV/HTLV € encontrada em individuos acima de 35
anos de idade (Bessinger et al., 1997).

No presente estudo, a média das idades entre os co-infectados foi de 45,1 anos e a
faixa etaria dos co-infectados variou de 26-65 anos, resultado devido, provavelmente, ao
fato que 90,8% da populacio analisada atingiram essa faixa etdria de idade. Esse dado estd
de acordo com resultados relatados previamente (Morimoto et al., 2005; Dougan et al.,
2005), porém contréria os dados de Kleine-Neto et al. (2009).

Observou-se que a soropositividade para o HTLV foi igual para homens e mulheres
(50%), contrariando os dados em outros estudos Brasileiros, onde o sexo masculino
predominou em mais de 65% (Vallinoto et al., 1998; Morimoto et al., 2005; Kleine-Neto et
al., 2009; Colin et al., 2003).

Enquanto em outros estudos predominou o sexo feminino (Dougan et al., 2005;
Mota et al., 2006; Loreiro, 2008), visto que a tramsmissao sexual € mais eficiente no
sentido do homem para a mulher (Murphy et al., 1989; Kaplan et al., 1996).

O estado civil solteiro foi o mais citado entre os individuos dos dois grupos
avaliados, diferentemente dos dados obtidos por Loreiro (2008), onde predominou a

situacdo estavel entre os individuos co-infectados.
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Alguns pesquisadores t€m citado que a educacao escolar é um fator importante para
a saide de um individuo, bem como um indicador socioecondmico para os casos de AIDS
(Pappas et al., 1993; Mackenbach et al., 1997; Dhalia et al., 2000). No presente estudo,
66,6% dos individuos co-infectados HIV/HTLV tinham ensino médio incompleto
divergindo dos resultados de Morimoto et al. (2005), onde 77,6% eram analfabetos ou
possuiam o ensino fundamental. De acordo com estudos prévios, a baixa escolaridade esta
associada com maior soroprevaléncia do HTLV-1 (Edlich er al., 2000; Rouet et al., 2002;
Dourado et al., 2003).

Em relacdo 4 renda, houve diferenca estatisticamente significante (p=0,041%) na
categoria menor que um saldrio, com a maior taxa no grupo dos monoinfectados. Também,
foi verificado um grande ntimero de individuos co-infectados (66,7%) em um dos estratos
com menor renda familiar (1-3 saldrios), concordando com outros estudos que sugerem a
associagdo de menor renda com essa infec¢do (Edlich et al., 2000; Rouet et al., 2002;
Dourado et al., 2003; Morimoto et al., 2005).

A maioria dos co-infectados desta pesquisa residia em Belém e era naturalizado
Paraense, provavelmente, devido o local de atendimento (URE-DIPE) ser referéncia para a
clientela em Belém/PA. Esse fato também foi encontrado em outros estudos, onde o maior
nimero de participantes sempre residiam no local onde era realizada a pesquisa.

A baixa freqiiéncia de pessoas co-infectadas no presente estudo ndo permitiu
evidenciar associacdo dos pardmetros de comportamento de risco com a soropositividade
para o HTLV-1/2. Contudo, foi verificado neste estudo, o uso irregular e o ndo-uso de

preservativos (27,0% e 22,6% respectivamente) durante as relacdes, com essas taxas do
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grupo dos monoinfectados sendo maior que as do co-infectados, dados que sugerem maior
risco de exposi¢do a infecgdes no grupo dos monoinfectados.

Mesmo sem haver associagdo relevante nos fatores de risco, uma importante parcela
dos participantes co-infectados relatou a prética usual e imprevisivel do sexo anal (16,6% e
16,6% respectivamente), o sexo com parceiros de outros estados (60,0%) e sexo com
parceiros UDE (33,3%) e UDNE (50,0%).

Também ndo foi encontrada associacdo estatisticamente significante dessa co-
infeccdo com os casos de IST. Esse resultado estd de acordo com o resultado de outras
pesquisas conduzidas no Brasil (Etzel et al., 2001; Morimoto et al., 2005; Kleine-Neto et
al., 2009). Embora, 41,7%, dos co-infectados avaliados, revelaram ja ter tido algum
episddio de IST, que segundo Murphy et al. (1989) representa um fator de risco para a
infeccdo por HTLV-1. Aratjo & De Andrada-Serpa (1998) demostraram, em estudo de
levantamento nacional em 5 centros brasileiros de tratamento da PET/MAH-HTLV-1
positivo, que 30,6% tinham histéria prévia de IST.

A andlise do questiondrio revelou que, ndo foi encontrada associacdo entre
individuos co-infectados HIV/HTLV e o fato de ser UDE, o que difere de outros dados
encontrados previamente, onde mostram que a co-infeccdo HIV/HTLV estd relacionada
principalmente em ser UDE (Caterino-de Araujo et al., 1994; Bessinger et al., 1997,
Caterino-de Araujo et al., 1998; Etzel et al., 2001; Kleine-Neto et al., 2009).

Porém, foi encontrada associacdo estatisticamente significante em ser UDNE
(0,75%), tais como o dlcool, o cigarro e a maconha, o que poderia aumentar a
vulnerabilidade a aquisicdo de agentes infecciosos pela via sexual, pois o dalcool,

juntamente com a maconha, tem um efeito desinibitdrio que facilitaria a relacdo sexual.
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Relativo aos parceiros sexuais, os dados encontrados confirmaram outras pesquisas
realizadas no Brasil (Colin et al., 2003; Kleine-Neto et al., 2009) e na Inglaterra e Pais de
Gales (Dougan et al., 2005), em que as maiores prevaléncias foram entre homens e
mulheres que mantém relagdes heterossexuais. Esse dado é também contrario ao descrito
em outro estudo, onde se verificou a prevaléncia de homo ou bissexuais (Vallinoto et al.,

1998).

4.3.3 Auséncia de Associacio da Contagem de Linfécitos T CD4" e T CD8" e Carga
Viral dos pacientes co-infectados HIV-1/HTLV com os monoinfectados.

No presente estudo, a contagem das células T CD4" foi similar entre os grupos dos
co-infectados e dos monoinfectados pelo HIV-1, com maior taxa no valor de CD4 < 350
Células/mm’, em ambos os grupos. Enquanto a contagem das células T CD8" foi maior no
valor de CD8 > 500 Células/mm’, também em ambos os grupos.

Resultados similares foram obtidos por Posada-Vergara et al. (2006), onde no grupo
dos co-infectados a contagem das células T CD4" foi menor e a contagem das células T
CD8" foi maior. Esses achados podem refletir a patogénese imune causada pelo HIV-1,
onde esse causa a destrui¢do das células T CD4" e a ativacdo imune causa o aumento das
células T CD8" durante a infeccio.

Posada-Vergara et al. (2006), verificaram um maior nimero de células T CD4" em
infec¢Oes causadas somente pelo HTLV-2 em relacdo aos co-infectados HIV-1/HTLV-2,
esse dado apresentou diferenca estatisticamente significante (p<0,01), enquanto que o
niimero de células T CD8" foi maior entre co-infectados.

Zhang (1998) observou um discreto aumento de células CD4+ no grupo dos co-

infectados HIV/HTLV-2 em relagdo aos monoinfectados. De acordo com outras pesquisas,
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foi verificado um maior ndmero de células T CD4" em co-infectados HIV-1/HTLV-1
quando comparado com os monoinfectados HIV-1 (Schechter et al., 1994; Schechter et al.,
1997; Casseb et al., 2007).

No presente estudo, a carga viral plasmatica do HIV-1 apresentou maior taxa (41%)
no intervalo 1000—100000 coépias/mL no grupo dos monoinfectados pelo HIV-1, em
relacdo aos co-infectados. Esse dado confirma outros achados que sugerem o efeito protetor
do HTLV-2, onde a contagem de células T CD4" e T CD8" permance em niveis normais € a
replicacdo do HIV fica reduzida juntamente com a ativacdo imune (O’Garra, 1998; Menten

etal.,2002).

4.4 PREVALENCIA DA INFECCAO PELO HHV-8 EM PORTADORES DO HIV-1
COM OU SEM SIDA/AIDS ATENDIDOS NA URE-DIPE EM BELEM/PA.

4.4.1 Subtipos do HHV-8 em Portadores do HIV-1 com ou sem SIDA/AIDS Atendidos
na URE-DIPE em Belém/PA.

No presente estudo, a soroprevaléncia do HHV-8 foi verificada em 179 pessoas
(35,9%) pelo método de ELISA e em um individuo (0,6%) pela PCR. Assim, a prevaléncia
aqui encontrada pela PCR foi menor do que aquela obtida pelo teste soroldgico,
possivelmente a maioria dos participantes eram sauddveis infectados com HHV-8 (infec¢cao
latente), a proporcao da deteccdao pela PCR aumentaria se eles estivessem com a doenga
(infecgdo litica).

Esse dado corrobora outros achados que tém demonstrado que no sangue periférico,
a freqiiéncia de deteccao do HHV-8 em pacientes com SK varia de 50-93%, em diferentes

regides geogréficas e diferentes populacdes, no entanto, em lesdes tumorais de pacientes
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com SK as seqiiéncias de DNA do HHV-8 foram detectadas pela PCR em quase 100%
(Sitas et al., 1999; Spira et al., 2000).

Outro estudo mostrou que menos de 10% dos pacientes HIV" sem SK apresentaram
DNA de HHV-8 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) enquanto que
70% das amostras de tecido oral sem SK e HIV+ apresentaram DNA do HHV-8 (Whiby et
al., 1999). Isso sugere que o sangue periférico ndao € o melhor material para a detec¢do do
DNA do HHV-8.

A prevaléncia da co-infeccdo HIV-1/HHV-8 descrita no presente trabalho, foi de
0,6% pelo nested PCR, menor que a encontrada na Itdlia, que foi de 7%, confirmada pelo
nested PCR no sangue periférico de 58 portadores do HIV (Bigoni et al., 1996), no Brasil,
que foi de 3,7% detectado pela PCR nas amostras de portadores do HIV sem SK (Keller et
al., 2001), em Salvador que foi de 4,0% (Cunha, 2005) e em Belém, que foi de 4,9%
(Martins, 2004), ambos em portadores do HIV-1, usando a nested PCR.

A andlise filogenética, realizada neste trabalho, revelou que a seqiiéncia da VR1 do
gene K/ codificado pelo HHV-8, de uma amostra de um portador do HIV-1, foi agrupada
com as cepas do Subtipo B. Isso estd de acordo com outros estudos que também o
detectaram em portadores do HIV-1, tais como em Salvador (Cunha, 2005), em Belém do
Pard (Martins, 2004), diferentemente dos subtipos encontrados nas Popula¢des Amerindias,
onde Biggar et al., em 2000, descreveram o subtipo E e Martins (2004) verificou a presenca
do subtipo C e do subtipo E pertencentes as tribos Zo'é e Tiriyd, respectivamente.

Zong et al. (1999), verificando a presenca do HHV-8, em amostras de bidpsias de

SK, originadas de vérios lugares como EUA, Africa Central, Ardbia Saudita, Taiwan,
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Uganda, Tanzania e Zambia, encontraram o subtipo B quase que exclusivamente em
amostras de pacientes da Africa ou de origem africana.

Resultados similares foram obtidos por Cook et al., em 1999, os quais também
observaram a presencga do subtipo B em amostras de bidpsias, sangue periférico, sémen e
linhagens celulares, oriundas de paises africanos.

Considerando que o Subtipo B tem sido isolado principalmente em Africanos e seus
descendentes, a presenca desse subgrupo em Belém pode ser sugerida como uma
introducdo do virus na Regido Amazodnica pelos Africanos que foram comprados como

escravos por volta do século XVII e XVIII.

4.4.2 Fatores Soécio-Demograficos e Fatores de Risco dos Individuos Co-infectados
HIV/ HHV-8 com ou sem SIDA/AIDS Atendidos na URE-DIPE em Belém/PA.

No presente estudo, a média das idades entre os co-infectados foi de 39 anos e a
faixa etdria predominante dos co-infectados foi de 26-35 anos. Esse dado estd de acordo
com resultados relatados previamente, onde a média de idade foi de 40 anos, variando de 31 a
47 anos (Cunha, 2005), porém contraria os dados de Martins (2004), onde a prevaléncia de
anticorpos anti-HHV-8 foi maior entre pacientes com 50 anos ou mais.

Observou-se que a soropositividade para o HHV-8 foi maior em homens (61,5%),
corroborando os dados de outros estudos, onde o sexo masculino predominou (Martins,
2004; Cunha, 2005; Nascimento et al., 2005; Kouri et al., 2005).

Em relagdo ao sexo masculino, Borges (2009) observou que foi maior a excre¢do do
HHV-8 pela saliva de homens soropositivos que de mulheres, (16,7% e 6,5%,

respectivamente, p=0,001) e Monine er al.(1996) verificaram a presenca do HHV-8 no
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sémen dos pacientes com SK (13-20%), porém € incerto se a quantidade do virus presente
no sémen ¢ suficiente para transmissao sexual.

Este estudo demonstrou que houve maior risco entre os portadores do HHV-8 com
menor escolaridade e menor renda, confirmando relatos de que individuos de baixa renda
também tém menor nivel educacional e menor acesso as informagdes sobre saide
(Pechansky et al., 2005).

O estado civil solteiro foi o mais citado entre os individuos dos dois grupos
avaliados, 1sso 0s torna mais vulneréveis, pois € possivel relaciond-los com o maior nimero
de parceiros e outras praticas sexuais (Silva & Barone, 2006).

A URE DIPE é um centro de referéncia em sadde localizado na cidade de
Belém/PA, prestando assisténcia médica aos moradores de Belém e de cidades vizinhas. Por
isso, a URE DIPE freqiientemente recebe usudrios com domicilio em Belém e regido.
Observou-se que a maioria dos co-infectados desta pesquisa residia em Belém e era
naturalizado Paraense.

Embora, alguns Programas de Educacido Sexual e Prevencdo de HIV estimulem o
sexo protegido (Paiva et al., 2002), foi verificado neste estudo, o uso irregular € o ndo-uso
de preservativos (22,1% e 17,1% respectivamente) durante as relagdes, com essas taxas do
grupo dos co-infectados sendo menor que as do monoinfectados, dados que apresentaram
diferenca estatisticamente significante (p=0,026 e p=0,006 respectivamente), evidenciando
maior risco de exposicdo a infec¢des no grupo dos monoinfectados.

Uma importante parcela dos participantes relatou a pratica usual e imprevisivel do
sexo anal (19,0% e 24,7% respectivamente) no grupo dos co-infectados, com diferenga

estatisticamente significante na pratica imprevisivel (p=0,015), sendo maior no grupo dos
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mono-infectados. A soropositividade para o HHV-8, e em alguns casos a soroconversao tém
sido associado a prética de sexo anal (Schulz & Moore, 1999; Blackbourn ef al., 1999).

Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significante dessa co-infec¢do com
os casos de ISTs, sendo encontrada maior auséncia de casos dessas infec¢des no grupo dos
co-infectados. Esse resultado discorda dos dados obtidos por Kedes et al., em 1996, que
verificaram associacdo estatisticamente significante entre soropositividade para o HHV-8 e
histérico de sifilis.

A soropositividade para o HHV-8 tem sido associada a histéria de doengas sexualmente
transmissiveis, visto que as lesdes da sifilis e de outras ISTs sdo portas de entradas e que
facilitam a transmiss@o/aquisicio viral (Schulz & Moore, 1999; Blackbourn et al., 1999).

Spode & Schmitt (2004) afirmaram que Pacientes que fazem uso de drogas ficam
mais suscetiveis a infeccdo pelo HIV e adquirem o HHV-8 devido & imunossupressdo. No
presente estudo, um ndmero relativamente grande dos entrevistados (41,3%) relatou o uso
de drogas nao injetdveis, como o dlcool, o cigarro e a maconha. Enquanto o uso de drogas
injetdveis foi uma prética incomum (2,8%) entre os individuos co-infectados. Caterino et
al., (1999) encontraram que 0,8% dos co-infectados eram usudrios de drogas injetdveis.

Relativo a orientagdo sexual, no presente trabalho foi verificado maior prevaléncia
de heterossexuais, esse dado foi contrario ao descrito em outro estudo, onde se verificou a
prevaléncia de homo ou bissexuais (Lennette et al., 1996; Simpson et al., 1996; Regamey
et al., 1998a; Caterino-de-Araujo et al., 1999; Martins, 2004; Kouri et al., 2005; Szalai et
al., 2005). Esses resultados apoiam a idéia que HHV-8 pode ser transmitido principalmente
por relacdes homossexuais, além de outros modos de transmissdo tal como o beijo,

aleitamento materno e compartilhamento de utensilios (Kedes et al., 1996).
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Neste trabalho, o estilo de possuir companheiro que possui multiplos parceiros
apresentou diferenca estatisticamente significante (p=0,004), com maior taxa nos
individuos monoinfectados (16,6%). Além disso, a parceria sexual com individuos
portadores do HIV foi de 38,5% e com individuos com AIDS foi de 17,3%, esses dados sao
relevantes como critérios de risco para obter o HIV e posteriormente o HHV-8 devido a

Imunossupressao.

4.4.3 Presenca de Associaciio entre a Contagem de Linfécitos T CD4" e T CD8" e
Carga viral dos pacientes co-infectados HIV-1/HHV-8 com os monoinfectados

No presente estudo, a contagem das células T CD4" foi similar entre os grupos dos
co-infectados e dos monoinfectados pelo HIV-1, com maior taxa no valor de CD4 < 350
Células/mm’, em ambos os grupos. Enquanto a contagem das células T CD8" foi maior no
valor de CD8 > 500 Células/mm’, também em ambos os grupos. Esses achados podem
refletir a patogénese imune causada pelo HIV-1, onde esse causa a destruicao das células T
CD4" e a ativacdo imune causa o aumento das células T CD8" durante a infeccio.

Martins (2004), ndo encontrou associagdo da prevaléncia do HHV-8 com a
quantificacdo dos niveis de linfécitos T CD4" entre portadores do HIV-1 (p=0,4897) e
observou maior prevaléncia na contagem de CD4" > 350 células/mm’. Nascimento et al.
(2005), encontraram a média de contagem de CD4" (média de 103,5 células/mm3) baixa
em portadores do HIV-1 e, assim, a maioria desses (70%) ja estavam em tratamento com a
HAART.

No presente estudo, a carga viral plasmatica do HIV-1 apresentou maior taxa
(45,4%) no intervalo 50—1000 cépias/mL no grupo dos monoinfectados pelo HIV-1, em

relacdo aos co-infectados, dado que mostrou diferenca estatisticamente significante (Teste
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Mann-Whitiney: U = 20478.5, p=0,003 e X?=12829, GL=1, p=0,0005), seguida pelo
intervalo 10000I—100000 cépias/mL, com uma taxa de 35% no grupo dos monoinfectados
pelo HIV-1, dado que também mostrou diferenca estatisticamente significante (Teste
Mann-Whitiney: U = 20478.5, p=0,003 e X2=7928, GL=1, p=0,007), demonstrando assim
que esses valores sdo diferentes.

Esse dado confirma outros achados que sugerem que nos co-infectados existe um
aumento da replicacdo do HIV-1 e do HHV-8, tais interacdes reciprocas parecem ser
promovidas pela a proteina Tat e pelo produto do gene imediato inicial (KIE2) do HHV-8
(Huang et al., 2001), e possivelmente com uma evolucio desfavordvel para o paciente, em
vista do favorecimento tanto para a AIDS quanto para as doencas causadas pelo HHV-8.
Justificando um possivel resultado final negativo na evolucdo clinica desses pacientes em

comparag¢do com os monoinfectados.

Finalmente, chamou a atencdo a deteccdo de quatro individuos possuirem os trés
virus analisados, HIV-HTLV-HHV-8, confirmando dados de que ambos possuem as
mesmas vias de transmissdo. Sendo dois homens e duas mulheres, solteiros, residentes em
Belém, Conde e Macapd, paraenses, com idades de 33, 49, 52 e 63 anos. Possuiam renda de
1 a 3 saldrios, ensino médio, ndo eram UDE, dois eram homossexuais que se relacionavam
com parceiros portadores do HIV-1, todos praticavam sexo anal, dois jd haviam
apresentado um episodio de IST (gonorréia). A contagem de células CD4" foi geralmente
menor que 500 celulas/mm’, enquanto a contagem de células CD8" foi maior que 500

Celulas/mm3, e a Carga Viral do HIV-1 variou de < 50 a 50l—1000 c6pias/mL.



134

5. CONCLUSOES

1- Os HTLV-1 e HTLV-2circulam de forma equivalente entre individuos

infectados com o HIV-1 na populagdo estudada.
A amostra de HTLV-1 seqiienciada foi classificada como pertencente ao subtipo
Cosmopolita, subgrupo Transcontinental.
Todas as amostras de HTLV-2 seqiienciadas foram classificadas como
pertencentes ao subtipo HTLV-2c.
Nao foi possivel observar associagcdo da co-infec¢io HIV/HTLV com fatores de
risco, como: transmissdo sexual, UDE e ISTs, em relagdo aos monoinfectados
HIV-1.
Nao houve associacdo da co-infec¢do HIV/HTLV com a contagem de linfécitos
T CD4" e CD8" e a carga viral plasmaticado HIV-1, em relacdo aos
monoinfectados pelo HIV-1.
A contagem de linfécitos T CD4" foi menor que a contagem de T CD8" tanto no
grupo dos co-infectados HIV-1/HTLV como no grupo dos monoinfectados.

A maior taxa da carga viral plasmética do HIV-1 no grupo dos monoinfectados
pelo HIV-1 sugere um efeito protetor do HTLV-2.
O subtipo do HHV-8 encontrado em pacientes portadores do HIV-1 com ou sem
SIDA/AIDS, em Belém do Par4, foi o subtipo B.
A discrepancia entre os resultados do teste soroldgico e a PCR sugere que a
maioria dos participantes eram sauddveis infectados com HHV-8 (infeccdo

latente).
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10- A soropositividade para o HHV-8 foi maior em individuos do sexo masculino,
com menor escolaridade, menor renda e heterossexuais.

11- A contagem dos linfécitos T CD4" foi menor que a contagem dos linfécitos T
CD8" tanto no grupo dos co-infectados HIV/HHV-8 como no grupo dos
monoinfectados.

12- Houve diferenca estatisticamente significante da co-infec¢do HIVVHHV-8 com a
carga viral plasmdtica do HIV-1.

13- A maior taxa da carga viral plasmatica do HIV-1 foi no grupo dos co-infectados
HIV/HHV-8.

14- Foram detectados quatro individuos possuindo os trés virus analisados, HIV-

HTLV-HHV-8.
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