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RESUMO

Cerca de 20% da incidéncia mundial de cancer em humanos € atribuida
a infeccdo por virus chamados de oncovirus, dentre estes, destaca-se o Virus
Linfotropico de Células T Humanas tipo 1 (HTLV-1). Este virus esta associado
a varias patologias, entre as mais estudadas estdo a Paraparesia Espastica
Tropical Mielopatia Associada ao HTLV (PET/MAH) e a Leucemia Linfoma de
Células T do Adulto (LLTA). O HTLV-1 é endémico em vérias regibes do
mundo, com maior concentracdo de casos no sul do Japédo, enquanto o HTLV-
2 tem sido encontrado em maior frequéncia entre usuarios de drogas
endovenosas nos Estados Unidos e na Europa, e entre populacdes nativas das
Américas. No Brasil, o HTLV 1 encontra-se distribuido por todo o territério
nacional. O objetivo desta pesquisa foi determinar soroprevaléncia da infeccéo
pelo Virus Linfotropico de Células T Humanas em portadores de Doencgas
Linfoproliferativas atendidos no Hospital Ophir Loyola, Belém, Para. A
populacdo deste estudo foi composta por 364 pacientes com diagndstico de
doenca linfoproliferativa (Linfoma de Hodking, Linfoma ndo Hodking e
Leucemias Linfoides Cronicas e Agudas), atendidos no periodo de janeiro de
2005 a dezembro de 2011. Utilizou-se o teste de ELISA para o exame
sorologico e confirmou-se um caso pela técnica de PCR. A soroprevaléncia da
infeccdo pelo HTLV nesta populacédo foi de 3,17%, o estudo molecular de um
caso mostrou tratar-se da infeccao pelo HTLV tipo 1. Todos os individuos soro-
reagentes foram diagnosticados como Linfoma ndo Hodgkin de células T
(p=0.0021). Entre estes, a manifestacéo inicial da doenca ocorreu apos os 30
anos de idade, a média de idade foi de 43,75 anos e a maioria eram mulheres.
Conclui-se que a prevaléncia de HTLV no grupo estudado esta de acordo com

os estudos sobre infeccdo por HTLV entre leucemias e linfomas.

Palavras-chave: Cancer, doencas linfoproliferativas, soroprevaléncia, HTLV.



ABSTRACT

About 20% of the worldwide incidence of cancer in humans is attributed to
infection by viruses called oncovirus, among them stands out Lymphotropic
Virus Human T type 1 (HTLV-1). This virus is associated with several
pathologies, among the most studied are paraparesis Tropical Spastic
Associated Myelopathy HTLV (HAM / TSP) and the Leukemia Lymphoma, Adult
T Cells (ATLL). The HTLV-1 is endemic in many regions of the world, with the
highest concentration of cases in southern Japan, while HTLV-2 has been
found in greater frequency among intravenous drug users in the United States
and Europe, and among native populations of Americas. In Brazil, HTLV 1 is
distributed throughout the national territory. The objective of this research was
to determine  seroprevalence for  T-Lymphotropic  Virus Human
Lymphoproliferative Disease in patients treated at Ophir Loyola Hospital,
Belém, Par4 The study population consisted of 364 patients diagnosed with
lymphoproliferative disease (Hodgkin's lymphoma, Hodgkin lymphoma and non
Leukemias Acute and Chronic Lymphoid), treated between January 2005 and
December 2011. We used the ELISA test for serological examination and a
case was confirmed by PCR. The seroprevalence of HTLV infection in this
population was 3.17%, the molecular study of a case showed that it was of
HTLV type 1. All serum-reactive individuals were diagnosed as non-Hodgkin
lymphoma T cells (p = 0.0021). Among these, the initial manifestation of the
disease occurred after the age of 30, the average age was 43.75 years and the
majority were women. It is concluded that the prevalence of HTLV in the group

studied is consistent with studies of HTLV between leukemias and lymphomas.

Keywords: Cancer, lymphoproliferative disorders, seroprevalence, HTLV.
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INTRODUCAO

Os retrovirus séo virus de RNA de fitas simples que ap0s penetrarem
nas células sao convertidos, por acdo de uma transcriptase reversa, em DNA
de fita dupla (provirus) e se integram ao genoma celular do hospedeiro
(BRASILEIRO-FILHO, 2006). No final dos anos 1970, os retrovirus ocuparam
lugar de destaque na ciéncia devido a descoberta dos oncogenes celulares

relacionados a eles (LOUREIRO, 2008).

Os virus oncogénicos sdo importantes na pesquisa do cancer por duas
razdbes distintas: em primeiro lugar, cerca de 20% da incidéncia mundial de
cancer em humanos € atribuida a infeccdo por virus; em segundo lugar, o
estudo experimental de virus causadores de cancer em humanos e animais
tem aumentado a compreensdo dos canceres em geral. Em particular,
oncogenes e genes supressores de tumor foram, inicialmente, identificados a

partir da analise de virus oncogénicos animais (WEISS, 2001).

A familia Retroviridae compreende trés géneros: Alfaretrovirus,
Betaretrovirus, Deltavirus. O Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV)
pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género

Deltaretrovirus (MURPHY et al., 1995, ICTV, 2011).

O Virus Linfotrépico de Células T Humanas tipo 1(HTLV-1) € endémico
em varias regides do mundo e a area de mais elevada endemicidade encontra-
se no sul do Japéo; é deste pais o maior volume de dados sobre aspectos
epidemioldgicos e clinicos associados a infec¢ao pelo HTLV (TAJIMA, 1990). A

infecgéo pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 encontra-se presente em todas as regioes



brasileiras, mas as prevaléncias variam de um estado para o outro (SANTOS et

al., 2009).

Os HTLV-1 e o HTLV-2 podem ser transmitidos através de linfocitos
infectados presentes no leite materno, durante relagcbes sexuais, atraves de
transfusdes de sangue ou de hemocomponentes ou ainda através de agulhas e
seringas compartilhadas por usuarios de drogas injetaveis. Devido ao risco de
transmissao parenteral pelo sangue e seus derivados, os testes de triagem
para HTLV-1 e o HTLV-2 no sangue doado foram introduzidos no Japdo em
1986 (OKOCHI et al., 1986); no Brasil essa triagem foi iniciada em 1993,

através da Portaria n® 1376 do Ministério da Saude (BRASIL,1993).

Como triagem para a infeccdo séo utilizados os testes soroldgicos, que
testam a presenca de anticorpos contra o virus. Para confirmacdo, pode-se
utilizar um método molecular como o Western blot, ou entdo, a técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), que detecta diretamente o material
genético viral e possui elevada sensibilidade e especificidade (CARNEIRO-

PROIETTI, 2002).

A infeccdo pelo HTLV-1 esta associada com o desenvolvimento de
doencas graves como Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (LLTA)
(UCHIYAMA et al.,, 1977) e Paraparesia Espastica Tropical/ Mielopatia
associada ao HTLV-1(PET/MAH) (OSAME et al., 1987), além de sindromes
inflamatdrias e complicagcbes infecciosas (NASCIMENTO, 2009). A LLTA
desenvolve-se apds um longo periodo de laténcia, em cerca de 2-5% dos

individuos infectados (TAJIMA, 1990).



2 JUSTIFICATIVA

O HTLYV infecta cerca de 15 a 20 milh6es de pessoas no mundo todo,
sendo 2,5 milhdes no Brasil (MARTINS-FILHO et al., 2005). Contudo as taxas
de soroprevaléncia diferem de acordo com a area geografica, a composicéo
socioeconémica e 0os comportamentos de riscos individuais da populacdo em

estudo (LOPES CARNEIRO-PROIETTI, 2008).

A maioria dos estudos realizados em nosso pais concentra-se na
investigagdo da prevaléncia dos HTLV entre doadores de sangue, em
populacées indigenas, usudrios de drogas intravenosas e gestantes. No caso
do Estado do Para, até o presente momento, ndo h& estudos sobre a
prevaléncia do HTLV-1 e do HTLV-2 entre individuos com doencgas
linfoproliferativas. Neste sentido, torna-se importante a identificacdo de casos
positivos em portadores de doencas linfoproliferativas atendidos no Hospital

Ophir Loyola (HOL), referéncia em oncologia no Estado do Para.

A investigacdo da prevaléncia do HTLV em portadores de doencas
linfoproliferativas é importante, ndo s6 para o conhecimento da associacao
entre o virus e essas doencas, como também para que sejam tomadas
medidas de prevencdo de novas transmissfes do virus entre familiares de

portadores, evitando novos casos de doencas associadas.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 BIOLOGIA DO CANCER

Epidemiologistas que estudam cancer tém observado que a sua
prevaléncia no mundo tem aumentado de maneira significativa no ualtimo
século. Acredita-se que esse resultado esta relacionado, entre outros aspectos,
com a industrializacdo e a urbanizagdo ocorridas neste periodo, além do
aumento de exposicdo a fatores de risco como o fumo, habitos alimentares
pouco saudaveis, exposicao a tipos especificos de virus, bactérias, parasitas,
exposicdo a produtos quimicos carcinogénicos no trabalho ou no meio
ambiente (WARD, 2002; GAROFOLO et al., 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as neoplasias sao as
principais causas de morte nos paises desenvolvidos e a segunda causa de
morte nos paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011). No Brasil, as
estimativas para o ano de 2012, validas também para o ano de 2013, apontam
a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer (BRASIL,
2011).

O inicio e a progressdo de uma neoplasia € um processo de multiplas
etapas e envolve o acumulo de alteracBes genéticas nas células, na qual se
observa que o fendtipo maligno resultante dessa alteracdo € transmitido da

célula alterada para as células filhas (ARRUDA et al., 2008).

Diferentemente de outras doencas genéticas, o cancer é causado por
mutacBes que ocorrem predominantemente em células somaticas, apenas 1%
dos cénceres esta associado a mutagBes na linhagem germinativa. Outra
diferenca entre o cancer e as outras doencas genéticas, € que eles, raramente

surgem de uma s6 mutacao (KLUG, 2010).

As células tumorais adquirem progressivamente habilidades que as
distinguem das células normais, conforme alteracbes gendmicas sé&o
acumuladas ao longo do tempo. Essas habilidades adquiridas, comuns a todas
as neoplasias, sdo enumeradas a segquir: (i) autossuficiéncia de sinais

proliferativos; (ii) insensibilidade a sinais inibitérios; (iii) potencial replicativo



ilimitado; (iv) escape dos mecanismos de apoptose; (v) angiogénese

sustentada; (vi) invasao; (vii) metastases (LERARIO et al., 2005).

Durante o processo normal de divisdo celular, existe constante
exposicao a agentes externos carcinogénicos, no entanto, o aparecimento de
um clone de células tumorais é um evento relativamente raro. Isto ocorre
porque a célula necessita romper uma série de barreiras fisioldgicas para se
tornar cancerigena. As barreiras mais primarias sdo os proprios pontos de
controle do préprio ciclo celular, a passagem por estes pontos permite que a
progressdo em direcdo a divisdo celular ocorra somente se as condi¢gdes da
célula estiverem perfeitas, o que inclui replicacdo de DNA completa e sem
danos (Fig.1) (WARD, 2002).

Figura 1: Pontos de controle do ciclo celular.

Ponto de controle G1/5
A célula monitora o tamanho
e a integridade do DNA

Decisao de sair G1
do ciclo celular
A célula monitora a
sintese e o dano no DNA
Ponto de controle M
A célula monitora
a formacgao do fuso

e a ligagao aos
cinetocoros

Fonte: Adaptado de Klug et al., 2010.

A transicao entre as fases do ciclo € regida pela oscilagdo na atividade
de cinases denominadas CDKs (cinases dependentes de ciclinas) e as suas
subunidades regulatorias, as ciclinas. Enquanto as CDKs estdo presentes na
maioria das células em niveis constitucionais, a sintese e degradacdo das

ciclinas ocorrem somente em certas fases do ciclo celular. O acoplamento



ciclico, ativacdo e desacoplamento de complexos ciclina-CDK especificos séo
eventos-chave que dirigem o ciclo celular (DONANGELO & GADELHA, 2004).
As ciclinas sado extremamente importantes durante o ciclo celular e sé&o
divididas em quatro tipos: A, B, D e E (COLOMBO & RAHAL, 2008).

Como citado anteriormente o cancer, envolve danos genéticos e pode
envolver dezenas, até centenas de genes por meio de mutacBes génicas,
quebras e perdas cromossomicas, amplificacbes génicas, instabilidade

gendmica e mecanismos epigenéticos (DANTAS et al., 2009).

Os genes sdo compostos por moléculas de DNA, no nudcleo celular eles
especificam sequéncias de aminoacidos que devem ser ligados uns aos outros
para formar determinada proteina, que devera realizar a funcéo biolégica do
gene. Quando um gene € ativado, a célula responde sintetizando a proteina
codificada. Mutacbes em um gene podem perturbar a célula, alterando a

guantidade de proteina ou a atividade dessas (RIVOIRE et al., 2006).

Os genes gque participam da formacdo de tumores malignos sao,
principalmente, os que nas células normais estdo envolvidos com o controle do
ciclo celular, reparacdo do DNA danificado e no processo de apoptose. Os
principais grupos de genes envolvidos nesse processo sao 0S proto-oncogenes

e 0s genes supressores de tumor (LOPES et al., 2002).

Os proto-oncogenes codificam fatores de transcricdo que estimulam a
expressdo de outros genes, de moléculas de transducdo de sinais que
estimulam a divisdo celular e de reguladores do ciclo celular que movem a
célula no ciclo celular. Quando um proto-oncogene esta mutado ou se expressa
de modo aberrante, contribuindo para o desenvolvimento de cancer, ele se
torna conhecido como oncogene - um gene causador de cancer (Quadro 1)
(KLUG, 2010).



Quadro 1: Principais proto-oncogenes.

Proto-oncogene

Funcao normal

Alteracdo cancerigena

Ha-ras

c-erb

c-myc

c-kit

RARa

E6

Ciclinas

CDK 2,4

Molécula de transducdo de

sinais-
liga-se a GTP/GDP
Receptor transmembrénico de

fator de crescimento
Fator de transcricao; regula ciclo

celular, diferenciacdo apoptose

Tirosino-quinase; transducdo de
sinal

Fator de transcricdo dependente
de hormonio; diferenciacéo

Gene codificado pelo HPV;
inativa p53
Ligam-se a CDKs, regulam o
ciclo celular
Quinases dependentes de

ciclinas; regulam o ciclo celular.

Mutacdes pontuais

Amplificacéo génica,
mutacdes pontuais.
Translocacoes,
amplificacbes, mutacdes
pontuais

Mutacéo

Translocacfes
cromossomicas
Infeccéo por HPV
Amplificacao génica,
super-expressao
Super-expressao,

mutacao.

Fonte: Adaptado de KLUG et al., 2010.

Os oncogenes produzem um fenétipo dominante de céancer, ou seja, a

alteracdo de apenas um alelo cromossdmico é suficiente para produzir o efeito

celular que desencadeara um crescimento descontrolado (JURACH, 2003).

Os genes supressores de

tumor

sdo aqueles cujos produtos,

normalmente, regulam os pontos de controle do ciclo celular e dao inicio ao

processo de apoptose. Nas células normais, as proteinas codificadas por esses

genes interrompem a progressao do ciclo celular em resposta a um dano ao

DNA ou a sinais de supressao de crescimento vindos do ambiente extracelular
(Quadro 2) (KLUG et al., 2010).




Quadro 2: Principais genes supressores de tumor.

Supressor de tumor  Fungao normal Alteracdo cancerigena
p53 Controle ciclo celular; Mutagdo, inativagdo  por
apoptose. produtos oncogénicos virais.
RB1 Controle ciclo celular, Mutacéo, delecao, inativacao
liga-se a E2F. por produtos oncogénicos
virais.
APC Interacdo célula a célula  Mutacao
Bcl2 Regulacédo da apoptose  Super-expressdao  bloqueia
apoptose
BRCA2 Reparagcdo DNA Mutagdes pontuais

Fonte: Adaptado de KLUG et al., 2010.

Esses genes precisam ter dois alelos alterados para induzir o cancer. A
perda de uma coépia do gene decorre de mutacédo, enquanto a segunda copia €
perdida por delecdo do outro alelo, o que se denomina perda de
heterozigosidade. A perda de um alelo pode ser herdada ou adquirida. O
individuo heterozigoto para um gene supressor de tumor ndo tem neoplasia,

mas apresenta risco maior de desenvolver um tumor (LIMA et al., 2006).
3.2 DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) realizou em 2008 uma
reavaliacdo da classificacdo das neoplasias hematolégicas (Anexo A) e propds
novas alteracdes nos grupos das doencas mieloproliferativas, mielodisplasicas,
leucemias mieloides agudas, neoplasias de células precursoras de linfécitos B
e linfécitos T, neoplasias de linfécitos B, linfécitos T e Natural Killer (NK)
(JAFFE et al., 2008).

Os novos conhecimentos da biologia dos processos linfoproliferativos,
como consequéncia de estudos multidisciplinares, imunoldgicos, moleculares e
genéticos, associados a melhor compreenséo da clinica e quadro morfoldgico,
permitiram, nos dltimos anos, grandes avancos no entendimento da natureza
desses processos, contribuindo muito para a classificagdo das entidades
clinicopatoldgicas (PAES et al., 2002).




As doencas linfoproliferativas sdo um grupo heterogéneo de doencas
malignas que acometem o tecido linfoide, decorrentes da proliferacdo e
acumulo de linfécitos anormais em diferentes estagios de diferenciacdo. As
neoplasias linfoides compreendem doencas que apresentam caracteristicas
clinicas e morfologicas bastante variaveis. Elas se originam de linfécitos das
linhagens T, B ou NK que podem estar em diferentes estagios de maturacao
(ZAGO et al., 2004).

A proliferacdo descontrolada de células leucémicas resulta de uma
expansdo clonal de uma Uunica célula-tronco que sofreu uma série de
alteracbes genéticas, que se acumulam em um Unico clone celular, o que
confere vantagem proliferativa em relacdo as demais células e impede seu
processo de diferenciacdo. Em decorréncia dessa proliferacdo, as células
leucémicas inibem a producdo das células sanguineas normais, como 0s
leucécitos, os eritrécitos e as plaguetas. Além disso, devido a néo
funcionalidade das células leucémicas, os individuos afetados, aléem de
sofrerem de anemia e desordens hemorragicas, sdo mais suscetiveis as
infeccbes (LICINIO & SILVA, 2010).

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) afeta linhagens celulares imaturas ou
células blasticas, e quando ndo diagnosticadas e tratadas, resultam em rapida
debilidade no estado geral do individuo (SANTOS et al., 2003). Caracteriza-se
pela proliferacdo clonal acompanhada de bloqueio maturativo (anaplasia)
variavel, o que possibilita a existéncia de diferentes subtipos de leucemias. Ja
na Leucemia Linfoide Cronica (LLC), a proliferacdo clonal ndo esta associada
inicialmente a um bloqueio maturativo. Assim, a populacao celular diferencia-se
e amadurece, embora haja graus variaveis de displasia, o que compromete

funcionalmente a populagéo celular afetada (ANJOS et al., 2000).

Os linfomas também estdo inclusos no grupo de doengas
linfoproliferativas. Correspondem a doencas tumorais que tem origem em
linfocitos localizados nos ganglios linfaticos ou linfonodos. A partir dessa
localizacdo as células linfocitarias malignas podem se propagar a outros
tecidos e 6rgdos e, finalmente, disseminarem-se também pelo sangue (fase

leucémica) e acabarem por infiltrar a medula éssea (VERRASTRO, 2006). Sao
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classificados em Linfoma de Hodgkin e Linfoma n&o- Hodgkin (BARCELOS et
al., 2009). Ha diferencas entre esses dois grupos de linfomas quanto ao
aspecto clinico, etiopatogenia, quadro anatdomico, resposta a terapéutica e
evolucéo da doencga (LORENZI, 2006).

3.2.1 Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

O pico de incidéncia de LLA ocorre entre 2 e 4 anos de idade, sendo
maior a incidéncia para a etnia branca e para o sexo feminino (BRAGA, 2007).
Em pacientes adultos, essa € uma doenca muito sensivel a quimioterapia
inicial, mas geralmente fatal (ZAGO et al., 2004). A LLA pode ser classificada
em trés subtipos: L1 (mais comum na infancia — 80%), L2 (mais comum no

adulto — 70%) e L3 (menos comum — menos de 5% e com pior prognostico).

A etiologia da LLA é controversa, embora sejam enfatizados como
possiveis causas efeitos da radiacdo, fatores genéticos associados,
imunoldgicos, exposicao a drogas anti-neoplasicas e algumas viroses (SOUSA
& ESCOBAR, 2002).

Na LLA as células malignas proliferantes deixam de responder a acao
controladora dos fatores estimuladores e inibidores da hematopoiese normal,
elas se tornam independentes e permanecem eternizadas numa fase de

maturacdo que varia de um caso a outro (VERRASTRO, 2004).

A abordagem inicial do diagnostico de LLA consiste no exame
citomorfolégico do sangue periférico e da medula 6ssea. O diagndstico da LLA
€ confirmado quando se encontra 25% ou mais de linfoblastos na medula
O0ssea. O estudo imunofenotipico eleva para 99% o percentual de casos
corretamente classificados, permitindo identificar a linhagem celular (T ou B) e
os diferentes estadgios de maturacdo da célula. Aproximadamente 20% dos
casos sao de origem de célula T e 75%, precursores de células B (FARIAS &
CASTRO, 2004).

A LLA da linhagem celular T é considerada uma neoplasia bastante
agressiva e que se caracteriza por ter: contagem leucocitaria elevada,
guantidade consideravel de células blasticas circulantes, possivel

comprometimento do SNC e frequente aumento da massa mediastinica (0 que
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pode causar dificuldade respiratoria, observada ao diagndstico) (MANSUR,
2008).

Os sintomas clinicos da LLA s&o devidos a supressdo da hematopoese
na medula 6ssea. O sintoma mais comum é a anemia, que se manifesta com
palidez, fraqueza, cansago excessivo, hemorragias, assim como, petéquias,
equimoses e epistaxes ocorrem em 2/3 dos pacientes. Neutropenias, devido a
infiltracdo da medula 6ssea, podem levar a uma maior predisposicdo a
infeccbes bacterianas. Linfoadenopatia e esplenomegalia podem ser vistas em
3/4 dos pacientes e hepatoesplenomegalia em 1/2 dos casos (ECKER et al.,
2009).

3.2.2 Leucemia Linfoide Crbénica (LLC)

7

Essa doencga linfoproliferativa € relativamente rara em nosso meio,
caracterizando-se por um quadro clinico benigno, evolucdo lenta e grande
leucocitose no sangue. A leucocitose € causada por aumento acentuado de
linfécitos de tipo maduro, com raras formas blasticas (linfoblastos) e formas
intermediarias (pro-linfocitos) circulantes. Em mais de 90% dos casos a LLC é
do tipo B e em rarissimos casos € do tipo T (VERRASTRO, 2006).

Na LLC, observa-se maior prevaléncia familiar. Sabe-se que a chance
de aparecimento dessa doenca € trés vezes mais frequente entre parentes de
primeiro grau do que entre pessoas sem parentesco. Ocorre, geralmente, em
pacientes com idade acima dos 50 anos, com aumento da incidéncia a medida
gue avanca a idade. Raramente ocorre antes dos 40 anos, sendo uma doenca
que néo é descrita em criancas ou adolescentes (HAMERSCHLAK, 2008).

Alguns casos de LLC séo diagnosticados, quase que por acaso, apos
realizagdo de um exame hematolégico, sem que haja sintomatologia clinica
alguma. Outras vezes, o quadro clinico € severo, ocorrendo anemia grave,
ictericia, hepatoesplenomegalia e adenomegalia generalizada (LORENZI,

2006).

Cerca de 80% dos casos de LLC apresentam alteracdes gendmicas
detectadas por hibridizacao in situ. Destas, as mais comuns sdo a delecdo de
13q, a delecéao de 11q, a trissomia de 12 e a delegcéo de 17p (GARICOCHEA,
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2005). As alteracdes no gene supressor de tumor, p53, sdo descritas em 10 a
15% dos casos de LLC e ocorrem na posicdo pl3.3 do cromossomo 17. O
gene p53 induz a permanéncia no ciclo celular das células com dano do DNA,

permitindo seu reparo ou levando a apoptose as células lesadas
irreversivelmente (OLIVEIRA, 2002).

3.2.3 Linfoma de Hodgkin (LH)

O Linfoma de Hodgkin (LH), também conhecido como doenca de
Hodgkin, pode ser definido como uma neoplasia linféide caracterizada por
proliferacdo de células neoplasicas de morfologia varidvel, denominadas
células de Reed-Sternberg (CRS), imersas em substrato celular caracteristico,
de aspecto inflamatorio (Fig.2) (ZAGO et al., 2004).

Figura 2: Célula de Reed-Sternberg binucleada, com o classico aspecto em
olho de coruja.

Fonte:Disponivel em:http://anatpat.unicamp.br/nptlinfoma4.html

7

A origem das células de Reed-Stenberg € controversa, pois,
praticamente todas as células do sistema imune ja foram consideradas células
precursoras das CRS. Recentemente, definiu-se como sendo de origem
linfoide, porém, um grande debate se abriu em relagdo a linhagem, se as
mesmas sado de linfocitos T ou de linfécitos B. Estudos moleculares mostraram
que, na maioria dos casos, as células malignas séo derivadas de células B do
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centro germinal, enquanto, em poucos casos, as CRS mostraram originar-se a
partir de células T (BARCELOS et al., 2009).

3.2.4 Linfomas nédo Hodgkin (LNH)

Os Linfomas ndo Hodgkin (LNH) constituem grupo heterogéneo de
neoplasias originadas da proliferacdo clonal de linfocitos B, T e células NK
(LORENZI, 2008).

Do ponto de vista clinico, os LNH podem ser divididos em dois grandes
grupos: indolentes e agressivos. Os Linfomas indolentes sdo aqueles que
apresentam evolugdo lenta com linfoadenomegalias n&o dolorosas de
crescimento progressivo, esplenomegalia e freqliente comprometimento da
medula 0ssea, resultando em citopenias no sangue periférico. Os Linfomas
agressivos sao agueles que apresentam linfoadenomegalia ou tumoracéo
extranodal com evolucdo rapidamente progressiva, podendo levar ao ébito em
semanas se nao forem rapidamente tratados (COLLEONI & INAOKA, 2007).

Os LNH correspondem a 4% de todas as neoplasias humanas, e a sua
incidéncia vem aumentando em todo o mundo. Algumas das possiveis causas
do aumento da incidéncia sdo: maior numero de diagndésticos precoces de
linfomas indolentes, aumento da populacdo de imunodeprimidos
(secundariamente a transplantes de 6rgdos e a infeccdo pelo HIV) e
envelhecimento da populacdo. A incidéncia dos LNH é pouco maior no sexo
masculino do que no feminino, sendo a idade mediana para apresentacdo em
torno de 50 anos. Em geral, a incidéncia em caucasianos € maior do que em
negros ou asiaticos (COLLEONI, 2009).

Alguns agentes infecciosos desempenham papel importante na
patogénese de determinados tipos de LNH. Estdo associados ao
desenvolvimento de LNH, exposi¢cbes a agentes infecciosos, como o virus
Epstein Barr (EBV), o Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV), Herpes
virus humano-8 (HHV-8) e virus da hepatite C (HCV). Por ultimo registra-se o
agente bacteriano Helicobacter pylori, como agente infeccioso associado ao
LNH (ESTEVINHO, 2004).



14

Existe maior incidéncia de LNH em individuos que manipulam solventes
organicos como pintores, mecanicos, trabalhadores rurais, trabalhadores da
induUstria quimica, trabalhadores da industria de petréleo, borracha e plasticos.
Ha também maior incidéncia em individuos que manipulam substancias
quimicas como organofosforados, benzeno, tetracloreto de carbono,
preservantes de madeira e tintura de cabelo ou que se submeteram a
quimioterapia (QT) e radioterapia (RT) no passado (COLLEONI & INAOKA,
2007).

3.3 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS
3.3.1 Histoérico

O Virus Linfotrépico de Células T Humanas Tipo 1 (HTLV-1) foi o
primeiro retrovirus humano descrito. Foi isolado pela primeira vez em 1980, nos
Estados Unidos (POIEZ et al.,1980); em 1982, foi isolado um segundo tipo de
HTLV, a partir de um paciente com tricoleucemia. Métodos de cultivo in vitro e
caracterizacdo bioldgica e molecular desses agentes evidenciaram que se
estava diante de dois agentes relacionados, porém distintos, que passaram a
ser denominados HTLV-1 e HTLV-2 (KALYANARAMAN et al., 1982).

Os HTLV-1 e HTLV-2 tém propriedades biolégicas similares e tropismo
por linfocitos T, porém, o HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos TCD4+,
também pode infectar linfécitos B, mondcitos, células dendriticas e células
endoteliais, enquanto o HTLV-2 tem tropismo para linfécitos T CD8+
(KOYANAGI et al.,1993).

Em 2005, foram descritos dois novos tipos de HTLV, HTLV-3 e HTLV-4,
em populagdes do sul de Camardes, no continente africano, que tém contato
com primatas ndo humanos. Ainda nédo se sabe se esses novos tipos podem
ser transmitidos entre seres humanos e se sdo capazes de desencadear
doencas em seus portadores, como ocorre com o HTLV-1 (CALATTINI et al.,
2005.; WOLFE et al., 2005).
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3.3.2 Biologia

O HTLV é um virus envelopado que possui, no interior de seu capsideo,
duas copias de RNA de fita simples, de polaridade positiva, associada a uma
molécula de RNAt (RNA transportador), que serve como iniciador para a
sintese de DNA. Além disso, contém ainda as enzimas transcriptase reversa,
integrase e protease. O genoma do HTLV, varia de 8952 pb a 9032 pb,
possuindo 0s genes gag, pol e env, os quais codificam proteinas estruturais,
flanqueados por duas sequéncias denominadas sequéncias terminais repetidas
(Long Terminal Repeats- LTRs). Tais sequéncias contém o0s promotores virais
e outros elementos reguladores. O genoma do HTLV também contém a regido
pX, que codifica as proteinas reguladoras Tax, Rex, HBZ, p12, p13, p30 e p21,
as quais estdo relacionadas com a oncogenicidade viral e proliferacdo das
células infectadas (MATSUOKA et al., 2005) (Figura 3).

Figura 3: A- Estrutura do virus HTLV-1; B-Genoma viral.
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Fonte: Adaptado de Verdonck et al., 2007.
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3.3.3 Ciclo de replicacao e patogénese viral

A propagacéo do virus acontece da célula infectada para a célula nédo
infectada através de sinapses viroloégicas, onde o RNA viral e outros
componentes virais se transferem em forma de complexos para a célula ndo
infectada, sem a necessidade de producdo e liberacdo de particulas virais
(IGAKURA et al., 2003).

A entrada do retrovirus na célula alvo envolve a interagcdo da
glicoproteina Env (subunidade SU- gp46 e proteina transmembrana- gp21) com
pelo menos um receptor da célula hospedeira. Para que a infec¢do ocorra, as
moléculas de superficie celular devem ligar-se especificamente ao envelope
viral e essa ligacdo devera conduzir a formacao da sinapse virologica (JONES
et al., 2005).

Trés moléculas, transportador de glicose (GLUT-1); proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPG); neuropilina 1(proteina transmembréanica de 140 KDa),
Sao essenciais para a interacdo entre o envelope do HTLV com a membrana
da célula. Tem sido sugerido que o virus primeiro interage com complexos de
HSPG, formando um complexo com neutropilina-1 e com GLUT-1 na superficie
da célula ndo infectada, antes da fusdo do virus com essa célula (JONES,
2011).

Outro mecanismo importante na transmisséo viral € a acdo da proteina
p8, que interage com molécula de adesdo LFA-1 e molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), reforcando a conjugacao entre células T e aumentando
a transmissao viral (NEJMEDDINE et al., 2009; YASUNAGA & MATSUOKA,
2011).

O ciclo da replicacdo viral ocorre em duas fases: a primeira fase inclui
adesdo do virus a membrana da célula hospedeira, entrada do virus no
citoplasma, transcricdo reversa do RNA viral em DNA de fita dupla,
transferéncia do DNA viral para o nucleo, e integracdo do DNA ao genoma da
célula hospedeira na forma de provirus. A segunda fase consiste na sintese e

processamento do genoma (RNAm) e de proteinas virais, utilizando sistemas
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da célula hospedeira e em algumas ocasides utilizando produtos especificos de
genes virais (Fig. 4) (SHAH et al.,1986).

Figura 4: Representacdo esquematica da replicacdo do HTLV-1
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Fonte: Adaptado de: www.giagen.com/geneglobe/pathwayview. aspx?pathwaylD=229.

3.3.4 Imunologia da infecgdo pelo HTLV

O HTLV-1 é um retrovirus que altera funcionalmente células que séo
importantes para a regulacdo do sistema imunoldgico. Inicialmente, o HTLV-1
infecta linfécitos T e se incorpora ao genoma celular; em seguida as proteinas
regulatérias alteram as vias de ativacdo e morte celular facilitando a progressao
da infeccao, finalmente o HTLV-1 induz uma forte resposta antiviral, incapaz,
entretanto, de elimina-lo (SOUZA-MACHADO et al., 2003).
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Existem varias populacdes de células que apresentam atividade citolitica
contra células infectadas pelo HTLV, como por exemplo, as células dentriticas
(DC), natural killer (NK) e os linfécitos T CD8+ citotéxicos (CTL) (SATO et al.,
2011).

As DC séo especializadas na captura e apresentacao de antigenos para
os linfécitos, sdo consideradas uma ponte entre a imunidade inata e a
adaptativa, por serem atraidas e ativadas por elementos da resposta inata e
viabilizarem a sensibilizacdo de linfocitos T(LT) da resposta imune adaptativa.
Residem em tecidos periféricos, como pele, figado e intestino, onde capturam
antigenos e se tornam ativadas, migrando para os linfonodos regionais, nos
quais processam e apresentam antigenos protéicos ou lipidicos aos LT
(CRUVINEL et al., 2010).

O principal papel da DC é secretar niveis maci¢cos de interferons apos
exposicdo ao virus (COLISSON et al., 2010). Os interferons inibem a
disseminacgéo da infecgéo viral de varios modos: induzem a expressao de MHC
da classe |, aumentando o nivel de apresentacdo de antigenos as células T
CDS8 pelas células infectadas e potencializam a atividade litica das células NK
(PARHAM, 2001). Sato et al. (2011) sugerem que as DC infectadas pelo HTLV
tem capacidade reduzida de produzir interferons, diminuindo a eficacia da
resposta inata do portador do virus.

As células NK tém grande importancia na resposta imune inata contra
virus, pois, sdo capazes de eliminar células infectadas por esse patdégeno. A
interacdo com a célula parasitada somada ao sinal proveniente das citocinas
inflamatorias induz a célula NK a liberar seu contetdo citolitico de perforinas e
granzimas que levarédo a morte da célula infectada (LORENZI, 2011).

Sugere-se que ceélulas infectadas pelo HTLV desencadeiam alteracbes
em marcadores de superficie celular, como por exemplo, reducéo da expresséo
de moléculas de adesédo (ICAM-1) o que resulta em menor adesédo das NK as
células CD4 infectas pelo HTLV (JOURNO & MAHIEUX, 2011; SATO et al.,
2011).
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As células citotoxicas CD8+(CTL) tém a capacidade de reconhecer as
células infectadas, eliminando-as por inducdo de apoptose ou pela liberacdo de
proteinas citoliticas como a perforina (LORENZI, 2011). Na infec¢do pelo
HTLV-1, as CTL destroem as células CD4+ infectadas controlando a carga
proviral, sendo, portanto, um dos principais reguladores da infec¢cdo. Todavia,
foi mostrado que, durante a infeccéo pelo HTLV-1, as CTL também podem ser
infectadas; em consequéncia, essas CTL se programam para a apoptose e,

assim, limitam a defesa antiviral (BRAND et al., 2009).

A variacdo na efichcia da resposta CTL € uma das maiores
determinantes da variagao interindividual na carga proviral dentro da populacéo
de pacientes PET/MAH (SHARRON et al., 2009).

Polimorfismos dos alelos HLA determinam a resposta imunoldgica ao
HTLV e o desenvolvimento de patologias associadas ao virus. Analises
filogenéticas revelaram que os alelos HLA-A*26/ HLA-A36* estdo associados
ao desenvolvimento de LLTA e os alelos HLA-A*24/ HLA-B*07, HLA-
DRB1*0101 estdo associados ao desenvolvimento de PET/MAH (SONODA et
al., 2011) (Quadro 3).

Quadro 3: Perfil de HLA associados ao desenvolvimento de LLTA e PET/MAH.

Alelos LLTA (Etnia) PET/MAH (Etnia)

A*24 + +++ (Japoneses)

A*26 +++ (Japoneses) +

A*36 +++ (Afro-caribenhos) +

B*07 + +++ (Japoneses)

B*4002/6 +++ (Japoneses) +

B*4801 +++ (Japoneses) +

DRB1*0101 + +++ (Japoneses, Iranianos,
Brasileiros, Afro-caribenhos).

DRB1*0901 +++ (Japoneses)

+ baixa associacéo; +++ forte associacédo. (Adaptado de Sonoda et al., 2011)
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O intervalo entre o contidgio e a soroconversdo depende da via de
infeccdo e da carga viral. Em receptores de produtos sanguineos infectados
pelo HTLV-1, a média do periodo de janela imunoldgica tem sido estimada em
torno de 51 dias. No entanto, em criancas infectadas por suas maes, 0s
anticorpos para HTLV-1 desenvolveram-se cerca de trés anos apds o
nascimento. Em individuos infectados por contato sexual, 0 momento exato da
conversdo é desconhecido, embora um intervalo de mais de trés anos tenha
sido descrito (VRIELINK, 2004).

3.3.5 Formas de transmissao viral

A transmissdo do HTLV € menos eficiente que a do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), devido a baixa carga viral e ao fato da
infeccdo ser dependente do contato célula/célula (SANTOS & LIMA, 2005).

A transmissdo do HTLV pode ocorrer, principalmente por duas vias: a)
horizontal (contato sexual) e parenteral; b) vertical (da mae para o filho,
caracterizada por transmissdo transplacentaria, durante o parto e pela
amamentacdo) (MORIUCHI & MORIUCHI, 2004; GINZBURG et al.,1985;
YOSHINAGA et al.,1995).

Os fatores de risco comportamentais que aumentam a transmissao por
via sexual estdo associados a um longo tempo de relacionamento, sexo
desprotegido, a carga proviral do parceiro infectado, além disso, a infeccéo é
mais frequentemente transmitida do homem para a mulher (ROUCOUX et al.,
2005). Presume-se que a infeccdo adquirida através da atividade sexual seja
consequéncia dos linfocitos infectados presentes no sémen e na secrecao
vaginal. Estudo realizado por Moriuchi & Moriuchi (2004) indica que fatores
presentes no fluido seminal, como prostaglandina E2, lactoferrina e o fator de
transformacao do crescimento, favorecem a replicagcéo in vitro do HTLV.

Na transmisséo vertical pelo aleitamento materno, o tempo que a crianga
€ amamentada esté associado diretamente com a possibilidade de transmissao
do HTLV-1, em razdo da grande quantidade de células-T infectadas presentes
no leite e da quantidade de anticorpos anti-HTLV maternos (HIRATA et al.,
1992; LOPES & CARNEIRO-PROIETTI, 2008).
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Sabe-se, no entanto, que criangcas ndo amamentadas também podem
adquirir a infeccdo de modo vertical, provavelmente, pela transmissao por via
transplacentaria ou pela contaminacédo do feto no canal do parto (HORI et al.,
1995; FIGUEIRO-FILHO et a.l, 2005; BITENCOURT et al., 2006). A rota de
transmissao transplacentéria tem sido sustentada pelo isolamento de HTLV em
linfécitos presentes no sangue do corddo umbilical de criancas de maes
infectadas (BLATTNER et al., 1986), porém, outro estudo indicou que a
placenta pode ser infectada mas, em geral o HTLV néo alcanca o feto e o
mecanismo provavel deve ser a apoptose das células da vilosidade placentaria,
induzida pelo proprio virus (KATAMINE et al., 1994).

A transmissao parenteral é observada através do uso comum de objetos
contaminados com sangue entre usuarios de drogas endovenosas ou pela
transfusdo de hemocomponentes celulares, sendo que a via mais eficaz de
transmissao transfusional ocorre através da veiculacao de linfécitos infectados.
No passado, isso ocorria principalmente através da transfusdo de sangue nao
testado para HTLV-1 e HTLV-2 (LOPES & CARNEIRO-PROIETTI, 2008).

3.3.6 Epidemiologia

N&do ha consenso sobre a origem do HTLV-1 e HTLV-2. Tem sido
sugerido que a infeccdo em humanos se originou na Africa e foi levada para as
ilhas do Caribe pelo trafico de escravos, e para o Japéo pela tripulacao africana
dos navios portugueses — e também pelo trafico de escravos — nos séculos XVI
e XVII. Enquanto o tipo 1 tem uma distribuicdo por todo o mundo, o tipo 2
parece ser um virus predominante no hemisfério ocidental (CATALAN-
SOARES et al., 2001).

Mais de duas décadas apoés a identificagdo do HTLV-1 foi possivel
descrever um evidente padrdo epidemioldgico: tendéncia a agregacdo em
diferentes areas geograficas no mundo; variagcdo de prevaléncia em regides
geograficas distintas; aumento da prevaléncia com a idade; maior
soroprevaléncia no sexo feminino; agregacdo familiar da infeccdo e de
patologias relacionadas ao virus (CATALAN-SOARES et al., 2004).
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Varios investigadores encontraram evidéncia dessa agregacdo e
consideraram a possibilidade de outros fatores, além das vias naturais de
transmissdo, para justificar as altas taxas de prevaléncia intra-familiares:
fatores genéticos, como por exemplo, perfil dos antigenos leucocitérios
humanos (HLA), conferindo protecao ou predisposi¢cdo para o desenvolvimento
de patologias relacionadas ao HTLV-1; fatores relacionados ao virus, tais como
carga proviral e viruléncia; fatores ambientais e praticas culturais (ARANGO et
al.,1998; KAJIYAMA et al.,1986; SONODA et al.,1996).

As é&reas do mundo com as maiores taxas de prevaléncia para HTLV-1
incluem sudoeste do Jap&o, varios paises da Africa Subsaariana, América
Central, América do Sul e areas localizadas no Ird e na Melanésia (DAL-
FABRO et al., 2008).

O HTLV-2 tem sido encontrado em maior frequéncia entre usuarios de
drogas endovenosas nos Estados Unidos e na Europa, e entre populacdes
nativas das Américas: indios Seminoles, na Florida; Navajos e Pueblos, no
Novo México; Guaymis, no Panama; no Brasil, entre os indios Caiapos e
Krahos, que vivem nos Estados do Pard e de Goias, Wayuus, Guahibos e
Tunebos, na Colémbia; Tobas e Matacos, na Argentina. No continente africano
foi encontrado entre Pigmeus e na Asia entre os Mongodis. O interessante
achado de alta prevaléncia de infeccdo em comunidades indigenas isoladas de
varias regides do continente americano parece indicar que o HTLV-2 convive

com a espécie humana desde tempos ancestrais (SEGURADO, 2005).

Nas Américas, as maiores taxas de prevaléncia para o HTLV séo
encontradas em alguns paises do Caribe, como Jamaica e Trinidad e Tobago.
Taxas de soroprevaléncia um pouco menores sdo encontrados em varios
paises da América do Sul, incluindo Brasil e Coldmbia. No Brasil, ele esta
presente em todos os Estados em que foi pesquisado, com prevaléncias
variadas (Fig.5) (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2006).
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Figura 5: Taxa de prevaléncia de HTLV-1 e HTLV-2, em doadores de sangue
expressos em /1000 doagOes nas capitais de 26 estados e do Distrito Federal
do Brasil.
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Fonte: Catalan-Soares et. al (2005).

O HTLV foi descrito primeiramente no Brasil em 1986 em uma
comunidade japonesa residente em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, com
soroprevaléncia de 13%, sendo a maioria dos individuos oriundos de Okinawa,
sul do Japao (KITAGAWA et al .,1986 apud LOUREIRO, 2008, p. 41).

Estudo realizado por Nakauchi et al. (1990), investigando a prevaléncia
de anticorpos para HTLV-1 em 137 amostras de soro de duas popula¢des da
regido Amazodnica do Brasil, utilizando ensaio imunoenzimatico (ELISA),
detectaram soropositividade em 43 (31,4%) amostras. Delgado et al. (2005)
pesquisando a prevaléncia de HTLV no Amazonas entre 399 amostras de soro
das etnias Apurind, Kanamari, Deni, Jamamadi, Kulina, Mura-Piraha, Paumari e
Zulu-A’ha, encontraram 3 (0,75%) amostras positivas pelo ELISA. Quando
essas amostras foram submetidas ao Western blot, duas foram negativas e

uma indeterminada.

Um estudo para determinar a prevaléncia do HTLV entre 353 individuos

com disturbios neurolégicos no Estado do Para, através da realizacdo de
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ELISA, encontrou prevaléncia geral de anticorpos especificos para HTLV em
8,8 % (31/353) (LIMA, 2006).

Inquérito realizado em amostras de soro obtidas de 379 doadores de
sangue do Centro de Hemoterapia do Para (HEMOPA) positivas quanto a
presenca de anticorpos para HTLV, foram examinadas no Instituto Evandro
Chagas (IEC) visando-se a confirmacgéo dos resultados. O exame em duplicata
de cada soro, pelo método ELISA, exibiu positividade em 112 (29,5%) dos
espécimes previamente caracterizados como reativos na triagem inicial. Tais
amostras também se revelaram positivas a andlise pelo procedimento de
Western blot, com presenca de anticorpos para HTLV-1, HTLV-2 e resposta
indeterminada em 66 (59%), 15 (13%) e 31 (28%) individuos, respectivamente
(LIMA et al.,1999).

Vallinoto et al. (2004), ao investigarem 168 imigrantes Japoneses,
residentes no municipio de Tomé-Acu (Para), detectaram através do ELISA,
presenca de anticorpos anti-HTLV em 3 (1,96%) individuos, esse resultado foi
confirmado através da realizacéo de PCR.

Em um estudo envolvendo comunidades ribeirinhas da regido nordeste
do Estado do Pard, no qual se avaliou a prevaléncia de HTLV em 175
ribeirinhos, através da realizacdo de ELISA e de PCR, obteve-se prevaléncia
total de 1,14% (n=2) para HTLV-1 (FERREIRA et al., 2010).

3.3.7 Doencas associadas ao HTLV

Trés sindromes clinicas tém sido diretamente associadas:
Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (LLTA), paraparesia espastica
tropical/ mielopatia crénica associada ao HTLV (PET/MAH) e uveite (HAU). Ha
relatos de outras doencas que podem estar relacionadas ao virus, como
artropatia inflamatoria cronica, Sindrome de Sjégren, polimiosite, alveolite,
dermatite infecciosa, tireoidite, imunossupresao e estrongiloidiase (GOTO et
al., 1995; PORTO et al., 2002; SANTOS & LIMA, 2005).

A PET/MAH é caracterizada clinicamente por paraparesia espastica com
sinais piramidais, evolucéo lenta e progressiva, comprometimento da funcéo

esfincteriana e distlrbios sensitivos, além de sorologia positiva para o virus
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HTLV-1 (LANNES et al., 2006). E uma doenca desmielinizante cronica
progressiva que afeta a medula espinhal e a substancia branca do cérebro.
Esse acometimento da medula espinhal pelo virus HTLV-1 determina o
aparecimento de sindrome clinica grave em decorréncia das limitacbes
motoras que acometem os membros inferiores, somadas a disfuncao
auton6mica associada (RIBAS & MELO, 2002).

A PET/MAH cursa com quadro clinico caracterizado por acometimento
de individuos predominantemente na quarta e na quinta décadas de vida,
raramente, antes dos 20 anos ou apos os 70 anos. H4 predominancia do sexo
feminino sobre o masculino, em proporgéo de 2:1 a 3:1 (CHAMPS et al., 2010).

Portadores de HTLV-1 que desenvolvem PET/MAH apresentam carga
proviral elevada e aumento na expressao de citoquinas pro-inflamatoérias TNF-
a, IFN-y, interleucina-1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) no liquido cefalorraquidiano
(LCR), sendo que essas alteracdes estdo associadas com desenvolvimento da
doenca (LUNA et al., 2011).

Diversas teorias a cerca da patogénese da doenca foram arroladas e as
expectativas e esperancgas concentram-se no campo da imunologia/biologia
molecular. As teorias inflamatéria e imunoldgica apoiam-se no achado de
anticorpos seéricos e liquéricos contra o HTLV e no encontro ao exame
histoldgico de infiltrado inflamatério peri-vascular de linfécitos T na medula
espinhal e estruturas cerebrais superiores (RIBAS & MELO, 2002).

A LLTA é uma neoplasia com caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
especificas (NOMURA et al., 2006). As mulheres geralmente apresentam maior
prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 por serem mais vulneraveis a transmissao
do virus por via sexual. Todavia, os homens tém uma probabilidade 40% maior
de adoecer de LLTA (BRAND et al., 2009).

O HTLV-1 é reconhecido como agente etiologico da LLTA (HINUMA et
al., 1981). Essa associagéo entre HTLV-1 e LLTA é confirmada por estudos
epidemioldgicos que demonstram a correspondéncia geografica entre LLTA e
HTLV-1; estudos de clonalidade das células leucémicas; demonstracdo da

infeccdo in vitro de linfocitos T pelo virus (GRAZIANI et al., 1987); capacidade
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oncogénica do HTLV-1 em modelos animais; possibilidade de cultivo de HTLV-1
em células de LLTA e a deteccdo de DNA proviral do HTLV-1 em células
leucémicas (BLATTNER,1996). Entre individuos infectados pelo HTLV, estima-
se que entre 3 a 5% venham a desenvolver a doenca (LOUREIRO, 2005).

Segundo Taniguchi et al. (2005) o principal fator de risco para o
desenvolvimento de LLTA em comparacdo com outras doengas causadas por
HTLV-1, é a via de transmissdo do virus. Enquanto a infeccéo intravenosa ou
por via sexual mostrou uma maior relacdo com a ocorréncia de PET/MAH, a via
de transmissao pela amamentacdo esta relacionada ao desenvolvimento de
LLTA.

Em 1991 foram estabelecidos critérios diagndsticos que classificaram o
LLTA em quatro subtipos clinicos: 1-Smoldering: caracterizado pela contagem
anormal de linfécitos (<4x10%1) e pela presenca de 5% ou mais de linfécitos
anbmalos no sangue periférico, auséncia de hipercalcemia, desidrogenase
latica (DHL) elevada, ndo excedendo o valor normal, ndo envolvendo o figado;
2-Crénico: NUumero absoluto de linfocitos aumentado (>4x10°%1), auséncia de
hipercalcemia, DHL aumentada duas vezes, sem envolvimento do sistema
nervoso central, 0ssos ou trato gastrointestinal, lesbes de pele podem ser
observadas; 3-Aguda: presenca de flower cells, leucemia com lesdes tumorais,
geralmente os pacientes apresentam distensdo abdominal. 4-Linfoma: ndo ha
linfocitose, apenas 1% ou menos dos linfécitos sdo anbémalos, com
comprometimento dos linfonodos (BORDUCCHI et al., 1999).

Qualquer um dos tipos de LLTA pode evoluir para a forma aguda,
condicdo denominada "de crise". A LLTA é muito letal, em 70 casos
observados no Estado da Bahia, a mediana de tempo de sobrevida (MTS) foi
de 12 meses, com apenas 13% dos pacientes ainda vivos na Ultima avaliagao.
No entanto, as formas crbnicas apresentam sobrevida mais prolongada
(BITTENCOURT & FARREL, 2008).

No Brasil, as formas clinicas mais reconhecidas sédo as formas agudas e
linfomatosas, um fato interessante da coorte brasileira é a ocorréncia desta
doenca em criancas e jovens (2-21 anos), demonstrando um curto periodo de

laténcia da infecgéo viral para a transformacdo maligna (SILVA et al., 2002).
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A verdadeira prevaléncia de LLTA é ainda desconhecida. A curta
sobrevida nas formas aguda ou linfomatosa, a ndo diferenciacdo diagnostica
com outras doencas linfoproliferativas e a dificuldade de se confirmar o
diagnoéstico por técnicas laboratoriais especializadas nas formas smoldering,
pouco disponiveis em paises menos desenvolvidos, podem subestimar o
diagnéstico (CARNEIRO-PROIETTI, 2002).

Com relacdo a associacdo entre HTLV e outras doencas
linfoproliferativas, alguns casos foram descritos na literatura. Pancake et al.
(1996) investigaram a presenca de HTLV-1 em pacientes com linfoma cutadneo
de células T, micose fungoide e sindrome de Sézary e encontraram 92%
(46/50) dos individuos positivos para o virus. Silva et al (2007) investigaram
individuos com Linfomas Hodgkin e Linfoma ndo-Hodgkin e encontraram 4,5%

(2/44) de soropositividade.

Williams et al. (1993) ao investigarem a frequéncia de HTLV em 30
pacientes com Linfoma ndo-Hodgkin, Linfoma Hodgkin e Linfoma de Burkitt,
encontraram através da realizacdo de ELISA e confirmacédo pelo Western blot,
6 individuos positivos para HTLV-1. Shimizu (1999), ao investigar 10 familiares
de uma portadora de LLTA, encontrou trés familiares com anticorpos para
HTLV-1.

Carvalho et al. (1997) investigaram amostras de soro de 2.430
individuos, sendo, 152 com neoplasia de células T, 250 com neoplasias de
células B, 67 com leucemia mieldide aguda, 41 com Linfoma de Hodgkin, 351
com histéria de mdltiplas transfusées , 260 com tumores sélidos de diversos
tipos, 109 familiares de pacientes HTLV-1 positivos e 1200 doadores de
sangue. Dentre os casos de neoplasia de células T, 43 (28,9%) foram positivos
para HTLV; no grupo de familiares, 30 (27,5%) foram positivos para HTLV-1 e
HTLV-2.

3.3.8 Leucemogénese pelo HTLV

A leucemogénese € o processo que leva ao desenvolvimento de
leucemia. Caracteriza-se por uma proliferacdo neoplasica de determinada

célula progenitora. A célula torna-se insensivel a estimulos regulatorios, dando
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origem a um clone com capacidade de replicacdo incontrolavel, levando a um
acumulo exagerado de células desnecessarias com alteracdes profundas na
capacidade de gerar uma progénie funcional. Essa transformacao pode ocorrer
em qualquer momento ou em qualquer uma das rotas de diferenciacédo da
célula hematopoiética (RASKIND & FIALKOW, 1987 apud CORDERO, 2003,
p.18).

A transformacédo neoplasica na célula infectada ocorre em funcdo de
multiplos eventos (OKAMOTO et al., 1989). Sugere-se que durante a
proliferacdo continuada e estimulada pelo virus, alteragcbes genéticas e
epigenéticas podem ocorrer em genes da célula hospedeira importantes na

regulacdo da apoptose e do ciclo celular (FARRE, 2009).

As mutacOes mais frequentes na LLTA séo as do gene p53, dele¢céao do
gene pl6 e mais raramente mudancas genéticas nos genes p27, RB1/105 e
RB2/p130 e mutaces no gene Fas (MATSUOKA, 2005). Além das alteractes
genéticas, mudancas epigenéticas como hipermetilacdo do DNA, modificacédo
de histonas, as quais desregulam a transcricdo e provocam o silenciamento de

genes, também estdo associadas a oncogénese (NOSAKA et al., 2002).

Vérias anomalias cromossdmicas sao encontradas na LLTA, sendo que
a extensdo dessas anormalidades parece estar relacionada com a gravidade
da doenca. Sao descritos trissomias do cromossomo 7 ou 7q, 14q +, 6Q-, 50-,
9g-, (NEELY,1989) monossomias do cromossomos X em mulheres, perdas do
cromossomo Y, translocacdes 14p32,14q1l1 e delecdes 6 (BORDUCCHI et
al.,1999).

A auséncia de um sitio especifico de integracdo e a falta de um
oncogene classico no genoma viral sugere o envolvimento de produtos de
genes virais na imortalizagdo de células T (GRASSMANN, 1992). Varias
proteinas tém sido implicadas como tendo um papel importante na inducéao de
transformacao das células T e na patogénese induzida pelo HTLV-1 (KANNIAN
et al., 2010).

O virus induz a proliferagdo das células infectadas através de produtos

de genes localizados na regido pX. Essa regido contém o0s genes que
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codificam para as proteinas virais p12, p13, p30, Tax, Rex e HBZ (HTLV-I b ZIP
factor) ( FARRE, 2010)

A proteina pl2 é formada por 99 aminoacidos, ela pode ser
proteoliticamente clivada na por¢cdo amino para gerar a proteina p8. A pl2 esta
implicada na reducdo da expressdo de ICAM-1 e ICAM-2, o que leva a
diminuicdo da acdo das NK na destruicdo da célula infectada pelo HTLV
(NEJMEDDINE & BANGHAM, 2010), além disso, pl2 tem a capacidade de
reduzir a expressao de MHC-I na superficie da célula infectada o que conduz a
diminuicdo no reconhecimento de peptideos virais pelos linfécitos T citotoxicos
(CTL) (FRANCHINI et al., 2005).

No reticulo endoplasmatico a pl2 regula a liberacdo de Ca’, este
elemento ativa a calcineurina promovendo a desfosforilagdo de NFAT,
consequentemente, a translocacao nuclear de NFAT promove o aumento da
regulacdo do gene da IL-2. No reticulo endoplasmatico, pl2 liga-se a cadeia
pesada do MHC-| e impede sua interagdo com [2-microglobulina, conduzindo
MHC-I a degradacdo pelo proteossoma. No reticulo endoplasmético pl2 é
proteoliticamente clivada em sua por¢cdo amino, gerando p8, que migra para o
complexo de goldi, apdés isso, p8 localiza-se na sinapse viroldgica onde
interage com LAT (proteina ligadora de ativacdo nas células T) e inibe os
receptores de célula T. Além disso, p8 aumenta a aglomeracdo de LFA-1
(antigeno-1 associado a funcdo leucocitaria) e a formacdo de canais
intracelulares facilitando a transmissao do virus para células alvo (EDWARD et
al., 2011) (Fig. 6).
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Figura 6: Mecanismos de acao da proteina p12.
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Fonte: Adaptado de Edwards et al, 2011.

A proteina pl13 (13 kDa) possui 87 aminoacidos, se acumula na
membrana interna da mitocondria e possui papel essencial na infeccédo inicial
pelo HTLV. Funcionalmente, altera a morfologia e o potencial da membrana
mitocondrial (HIRARAGI et al., 2006). Nessa organela, p13 medeia o influxo de
K*, o potencial da membrana interna mitocéndria (PMMI), a atividade da cadeia
de transporte de elétrons, a sinalizacdo de CA' e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Na presenca de Tax, a p1l3 sofre ubiquitinizacdo e
translocacado para o nucleo, onde inibe a formacéo do complexo Tax-CBP/p300

para diminuir a transcricdo de genes virais e celulares (EDWARD et al., 2011).

A localizacéo intracelular de pl3 pode ser uma opc¢ao de regulacéo
adicional entre os periodos de replicacdo viral e laténcia, com pl13 podendo
exercer a funcdo de regulador negativo para o HTLV. Essas descobertas
sugerem que o HTLV tem evoluido de um mecanismo complexo de controlar a
sua replicacdo através de regulacdo de proteinas virais positivos e negativos
(Fig.7) (ANDRESEN et al., 2011).
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Figura 7: Mecanismos de acao da proteina p13.
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A proteina p30 possui 241 aminoacidos e tem localizacdo nuclear. E
uma proteina multifuncional que regula seletivamente a expressdo de genes
celulares e virais, retardando a progressao do ciclo celular, provavelmente por
interagir com ciclina E/CDK2. O complexo ciclina E/CDK2 catalisa a transicao
da fase G1 para a fase S (BAYDOUN et al., 2010) (Fig. 8).
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Figura 8: Progressao do ciclo celular entre as fases G1 e S, na presenga e na

auséncia da proteina p30 do HTLV.
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Fonte: Adaptado de Baydoun et al., 2010.

A proteina Rex € uma fosfoproteina nuclear e atua como regulador pés-
transcricional do genoma do HTLV, controlando o processamento (splicing) do
RNAmM viral (BOXUS & WILLEMS, 2009) e estimula a transcricdo de genes
envolvidos na proliferagéo de linfocitos T (BRASILEIRO-FILHO, 2006).

A proteina Tax (Ativador transcricional da regido pX) é considerada na
literatura como tendo papel central no desenvolvimento da LLTA (FARRE,
2009). Tax € uma fosfoproteina de 40 kDa, tem papel pleiotropico, € a mais
estudada entre as proteinas virais. Regula indiretamente a transcricdo do
genoma proviral ao interagir com fatores de transcrigdo celular e induzir sua
ligacdo a sitios especificos na LTR (Repeticdes Terminais Longas), ativando a
transcricdo dessa regido, além disso, é o principal alvo do sistema imunoldgico,
é responséavel pela modificacdo da transcricdo dos RNAs mensageiros virais e
imortalizacao/transformacéo das células infectadas pelo HTLV-1 (BRAND et al.,
2009).

A Tax é predominantemente uma proteina nuclear, no entanto, pode

translocar-se para o citoplasma através da utilizagdo de uma proteina de
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exportacao nuclear (LAIRMMORE et al., 2011). A Tax regula a expressao de
varios genes celulares, incluindo os envolvidos na proliferacdo celular, na
progressao do ciclo celular, na apoptose e os genes envolvidos na reparacéo a
danos ao DNA (EDWARDS et al., 2011).

A proteina Tax pode ativar a expressdo de genes celulares, incluindo:
CREB/ ATF, NF-kB, AP-1 e SRF que influenciam as vias de sinalizagao celular.
Estas vias de sinalizacdo sdo responsaveis pela expressdo de multiplas
citocinas, incluindo: Interleucina 1 (IL-1), -2,-2Ra, -3, -4, -6, -8, IL-9, IL13,
IL15/IL-15R ,GM-CSF e TNF a e B. Fatores de transcrigdo tais como c-myc, c-
fos, c-sis, Erg-1, c-Rel, e Lck também sé&o influenciados pela expressédo de Tax
(BOXUS e WILLEMS, 2009; LAIRMMORE et al., 2011).

A proteina Tax pode inativar o gene p53, esse gene esta
frequentemente mutado em uma variedade de tumores, incluindo malignidades
hematolégicas. A inativacdo de gene p53 contribui ndo apenas para a
desregulacdo da maquinaria do ciclo celular, mas também para defeitos no
sistema de reparacdo do DNA e para a imortalizacdo celular (HATTA &
KOEFFLE, 2002). A capacidade de Tax inativar p53 depende da acdo do NF-
kB, que permanece constantemente ativada em células modificadas pelo HTLV
(PISE-MASISON et al., 2000; SAGGIORO, 2011). A permanente ativacdo de
NF-kB hiper-regula a producédo de proteinas anti-apoptéticas, incluindo Bcl-xL,
c-FLIP, survivina, HIAP-1 e Bcl-2 (YANG et al., 2011). A proteina Tax também
estimula a transicdo da fase G1 para a S através da hiperfosforilacdo do Rb e
pela ativacdo do fator de transcricdo E2F (KANNIAN & GREEN, 2010).

Estudo conduzido por Bogenberger & Laybourn (2008), demostrou que
Tax é capaz de diminuir os niveis de histonas, 0 que pode estar relacionado
com o aumento na incidéncia de quebras na dupla cadeia de DNA. Pumfery et
al. (2006) observaram que essa proteina é capaz de induzir a multiplicacdo
centrossomal aberrante na fase G1 do ciclo celular, este evento é observado
em cerca de 30% dos pacientes com LLTA. Além disso, nesses individuos
observa-se com frequéncia a ocorréncia de aneuploidias provavelmente

ocorridas em fungéo de alteragdes promovidas por Tax.
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Outra importante proteina viral € a HBZ (HTLV-l bZIP factor) que
apresenta papel fundamental na patogénese viral, promove a proliferacdo das
células infectadas, suprime a expressdo de Tax, € expressa em todos 0s
estagios da doenca e diferente da Tax ndo sdo alvos das células T CD8 +
(KANNIAN & GREEN, 2010).

O interesse pela proteina HBZ surgiu mais recentemente a partir de
experimentos com camundongos transgénicos de Tax. Esses camundongos
desenvolveram uma série de tumores, contudo, nenhuma relacéo entre Tax e o
desenvolvimento de leucemia foi relatada, sugerindo a participagdo de outra
proteina viral no desenvolvimento da LLTA (BRAND et al., 2009).

In vivo, HBZ regula negativamente a proteina Tax e a0 mesmo tempo
promove a proliferagdo celular, influenciando a carga viral, laténcia e
persisténcia da doenca. A HBZ é atribuida um importante papel nas fases mais
tardias do desenvolvimento da LLTA. O gene HBZ transcreve-se em sentido
negativo e é o Unico da regido pX cujo promotor encontra-se na regiao 3' LTR
do provirus. Funciona sob duas diferentes formas moleculares: RNAmM e como
proteina. O RNAmM promove a proliferacdo das células infectadas, enquanto a
proteina suprime a transativacdo mediada por Tax através do 5LTR
(MATSUOKA & GREEN, 2009; FARRE, 2009).

A expressdo de HBZ promove superexpressao de E2F responsavel pela
progressdo da fase G1 para fase S do ciclo celular- estimulando a proliferacéo
dos linfécitos T (BOXUS & WILLEMS, 2009), além disso, interage com fatores
de transcricdo (JunB, c-Jun, JunD, cAMP, CREB, CBP/p300) para modular a
transcricdo de genes celulares e virais(KANNIAN & GREEN, 2010); também
inibe a expressdo de Tax, permitindo que ceélulas infectadas escapem do
sistema imune (BITENCOURT & FARRE, 2008).

Véarios trabalhos na literatura buscam esclarecer os meios que
determinam a evolugdo da infeccdo pelo HTLV-1 do estado de portador
assintomatico para o desenvolvimento de doencas, porém, esses mecanismos

ainda néo estdo suficientemente esclarecidos (JEANG, 2010).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Determinar o soroprevaléncia da infec¢éo pelo Virus Linfotropico de Células T
Humanas em portadores de doencgas linfoproliferativas atendidos no Hospital

Ophir Loyola, Belém, Para.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever o perfil s6cio-demografico dos casos de doencas linfoproliferativas

atendidos no Hospital Ophir Loyola;

- ldentificar e descrever casos de Doencas associadas ao HTLV-1 entre

portadores de neoplasias linfociticas.
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5 METODOLOGIA
5.1 POPULACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado junto a individuos com doencas linfoproliferativas
atendidos no Hospital Ophir Loyola (HOL) em Belém-PA, a unidade de

referéncia estadual no tratamento oncologico na rede publica de saude.

Segundo dados fornecidos pelo Departamento de Registro Hospitalar de
Cancer (RHC) do Hospital Ophir Loyola (HOL), o setor registra, por ano, uma
média de 72,5 novos casos de leucemias e linfomas entre individuos com 15
anos de idade ou mais. Considerando o total de 364 prontudrios investigados
entre janeiro de 2005 a dezembro de 2011, este estudo analisou uma média de

60,7 prontuarios ao ano.
5.2 CASUISTICA

Critérios de inclusdo: Foram inclusos na pesquisa individuos com
diagnéstico de doencas linfoproliferativas (Linfoma de Hodking, Linfoma néo-
Hodking e Leucemias Linfoides Cronicas e Agudas), com idade a partir de 15
anos, de ambos os sexos, atendidos no HOL, no periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2011.

A identificacdo dos pacientes portadores de doencas linfoproliferativas
atendidos no HOL até marco de 2011 foi realizada através de informacfes

fornecidas pelo setor de Departamento Médico Estatistico do HOL.

A partir do més de abril de 2011, a identificacdo dos pacientes ocorreu
junto a equipe de hematologistas do HOL. Nesse estudo foram obtidas
informacdes sobre idade, sexo, estado civil, profissdo, origem do domicilio,
data obito, informagfes sobre dados clinicos e laboratoriais e evolugcdo das

neoplasias (Apéndice A).
5.3 ANALISES LABORATORIAIS:
5.3.1 Coleta de Material Biol6gico

As amostras de sangue, obtidas por pungdo venosa, foram coletadas

aproximadamente 3 mililitros (ml) no Laboratério de Andlises Clinicas do HOL,
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o sangue foi depositado em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) como anticoagulante, e posteriormente, encaminhado ao laboratério do
Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA)

para analises.
5.3.2 Testes Sorolbégicos

O sangue coletado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos,
separando-se uma aliquota de plasma para detec¢édo de anticorpos anti HTLV-
1 e HTLV-2 pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)-(Ortho®, USA), de acordo
com instrucdes do fabricante no Laboratério de Biologia Molecular e Celular do

Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para.

O sistema de teste Ortho® HTLV-1 e HTLV-2 utiliza uma associacéo de
quatro antigenos recombinantes: antigeno do envelope do HTLV-I, antigeno do
envelope do HTLV-2, antigeno do core do HTLV-1 e antigeno do core do
HTLV-2.

Quando o resultado do teste soroldgico foi reagente ou inconclusivo, a
amostra foi reavaliada por analise molecular. Nas amostras positivas para
HTLV, foram montadas laminas com esfregaco hematoldgico, para se

identificar a presenca de Flower cell.
5.3.3 Analise Molecular
5.3.3.1 Extracdo de DNA Gendmico.

A extracdo de DNA foi realizada com células da camada de leucdcitos,
seguindo as recomendacdes do kit Wizard®Genomic DNA Purification,

Promega.
5.3.3.2 Amplificacdo da B globina humana

Todo DNA gendmico extraido foi submetido a amplificacdo do gene da
B-globina humana com os primers G73 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3)
e G74 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) para avaliar a integridade do DNA
e excluir a presencga de inibidores de PCR (GREER et al., 1991).
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5.3.3.3 Amplificacdo e genotipagem do HTLV.

A nested-PCR, seguida de digestdo enzimatica, foi realizada para
confirmacédo da infeccdo e diferenciacdo dos tipos 1 e 2 do HTLV. A técnica
emprega a deteccdo do DNA proviral pela amplificacdo da regido pX do virus.
Para a reacédo da 12 PCR foi utilizada solu¢cdo com 5,0 uL de Go Taq Green
Master Mix, 2,0 pL de agua, 1 pL (10 pmol) de cada iniciador HTLV_Externo F
5-TTCCCAGGGTTTGGACGAAG-3' (7219-7238,direto) e HTLV_Externo R 5'-
GGGTAAG GACCTTGAGGGTC-3' (7483-7464, reverso) e 1,0 uL de DNA,

para um volume final de 10 pL.

O protocolo para amplificacdo seguiu a temperatura de desnaturacéo de
94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos (repeti¢cdes), onde a temperatura de
desnaturacao foi de 94°C por 40 segundos, a temperatura de anelamento a
51,6°C por 30 segundos e, por fim, a temperatura de extensédo a 72°C por 40
segundos, seguida da temperatura de extensao final de 72°C por 10 minutos, e
10°C por 10 minutos. A identificagdo molecular do genoma viral foi realizada
por uma nested-PCR, utilizando-se as mesmas quantidades de Go Taq Green
Master Mix, 1pL (10 pmol) de cada HTLV_interno F
5'CGGATACCCAGTCTACGTGTT3" (7248-7268, direto) e HTLV_ interno R
5'GAGCCGATAACGCGTCCATCG3' (7406-7386, reverso), 2,5 pyL de agua e
0,5 pL do produto da primeira PCR.

O protocolo de amplificacdo seguiu 35 ciclos (repeticdes), com
temperatura de desnaturacdo de 94°C por 30 segundos, a temperatura de
anelamento de 51,6°C por 30 segundos e a temperatura de extensao de 72°C
por 30 segundos, seguido da temperatura de extensao final a 72°C, por 10
minutos, e 10°C por 10 minutos (TUKE et al.,, 1992). Foi utilizado controle
positivo (amostra sabidamente positiva) e negativo (agua estéril) em cada

reacao de PCR.

Apos a identificacdo dos casos com resultados de nested-PCR positivos,
foi realizada a digestdo enzimatica destes produtos , para identificar o tipo de

HTLV presente na amostra. A reacdo enzimatica utilizou enzima Taq |
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(Promega®), seguindo as recomendacdes do fabricante. A cada reacdo
enzimatica foi utilizado um controle positivo para HTLV-2. Os produtos da PCR
e de digestdo enzimatica foram visualizados em gel de agarose a 2% e 3%,

respectivamente, contendo brometo de etidio (1 mg/mL), sob luz UV.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados dos prontuarios foram registrados em planilhas do
Excel (Microsoft Office), onde foram gerados gréaficos e tabelas. A normalidade
da distribuicdo das idades (Liliefors), assim como a estatistica descritiva foram
realizadas utilizando-se o programa Bio-Estat 5.0.3 (AYRES et al., 2007). Para
identificar a correlagdo/associacdo da infeccdo por HTLV com as doencas
linfoproliferativas, foram utilizados testes ndo paramétricos (Qui-quadrado e
Teste de Fisher), de acordo com o tamanho amostral, considerando o nivel de

significancia a = 0,05.
5.5 NORMAS ETICAS

Todos os sujeitos da pesquisa foram analisados respeitando-se as
normas de pesquisa envolvendo seres humanos (Resolucdo 196/96) do
Conselho Nacional de Saude. Este projeto foi aprovado pela Divisdo de
Pesquisa e Prevencdo de Cancer do Hospital Ophir Loyola, através do
Processo N° 2010/124909 (Anexo B) e pelo Comité de Etica e Pesquisa com
Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical pelo parecer n°® 041/2010
(Anexo C).

Todos os procedimentos utilizados na pesquisa foram realizados
somente apOs a adesdo do sujeito da pesquisa, através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B), em duas vias
impressas, no momento da coleta do material biolégico; uma via ficou com o
pesquisador e a outra com o0 sujeito da pesquisa, sendo-lhes garantidos os
esclarecimentos necessarios sobre o tema da pesquisa, 0 anonimato dos

dados coletados e o direito de retirar-se do estudo a qualquer momento.
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS PORTADORES DE DOENCAS
LINFOPROLIFERATIVAS

Como relatado anteriormente foram analisados prontuarios de 364
pacientes com doencas linfoproliferativas registrados no Hospital Ophir Loyola
durante o periodo de sete anos. A andlise desses prontuarios revelou que
dentre os portadores dessas neoplasias, 1,10% dos casos foram descritos
como doencas linfoproliferativas sem outras especificacbes (DL-SOE), 42,03%
foram classificados como Linfoma ndo Hodgkin (LNH), 25% como Linfoma de
Hodgkin (LH), 17,86% como Leucemias Linfoides Agudas (LLA) e 14,01%

foram Leucemias Linfoides Cronicas (LLC) (Fig.9).

Figura 9: Percentual dos pacientes portadores de doencas linfoproliferativas
atendidos no HOL, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011, de

acordo com a classificacao.
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Fonte: DAME/ HOL

Dentre os Linfomas ndo Hodgkin, 75,81% (116/153) ndo apresentavam 0s
subtipos histolégicos, 18,30% (28/153) foram classificados como linfoma difuso
de grande célula B (LDGCB) e 1,31% (02/153) como linfoma anaplasico de
grandes células “Null”. Os subtipos linfoma de Burkitt, linfoma folicular, manto
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corresponderam a 1,31% (02/153) casos cada e 0,65%(01/153) foi classificado

como micose fungodide.

Dentre os Linfomas de Hodgkin, 49,45% (45/91) foram registrados como
Sem Outras Especificacbes (SOE), 48,35% (44/91) como Linfoma Hodgkin
Classico e 2,20% (02/91) como Linfoma de Hodgkin Predominancia Linfocitica
Nodular (LHPLN).

Dentre casos de leucemias crbnicas, 74,50% (38/51) né&o tiveram
definicdo do tipo celular, 25,50% (13/51) foram definidas como linhagem B e
ndo houve caso definido como pertencente a linhagem T.

Dos casos de leucemias agudas, 80% (52/65) nao tiveram definicdo do
tipo celular, 15,38% (10/65) foram definidas como da linhagem B e 4,62%
(03/65) da linhagem T.

Na Tabela 1, observam-se as frequéncias dos tipos de doencas
linfoproliferativas de acordo com o género, onde as proporc¢des de 25,73% para
homens no LH, 23,42% para mulheres na LLA e de 14,08% para homens na
LLC n&o demonstraram diferenca significativa. Dentre os LNH, a propor¢cao de

45,63% no género masculino foi maior que no género feminino.

Tabela 1: Distribuicdo dos portadores de doencas linfoproliferativas, atendidos
no HOL por sexo e diagnostico, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de
2011.

DL-SOE 2 1,27 2 0,97 4 1
LH 38 24,05 53 25,73 91 0,1422
LLA 37 23,42 28 13,59 64 0,3211
LLC 22 13,92 29 14,08 51 0,4008
LNH 59 37,34 94 45,63 153 0,0060
Total 158 100,00 206 100,00 364

DL-SOE= Doenca linfoproliferativa sem outras especificacdes; LH= Linfoma de Hodgkin; LLA=
Leucemia Linfoide Aguda; LLC= Leucemia Linfoide Crbénica; LNH= Linfoma ndo-Hodgkin; F=
Feminino; M= Masculino; (*) Teste Q- quadrado. Fonte: DAME/HOL
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Os portadores de LLC tiveram idade variando de 34 a 93 anos, com
meédia é de 65,03 anos (DP + 12,55), com distribuicdo normal, onde 75% dos
pacientes tinham idade acima de 56 anos. Nos 65 portadores de LLA a idade
variou de 15 a 74 anos, com média de 33,77 anos (DP + 17,56). As pessoas
com LLA demonstraram padrdo de distribuicdo das idades com desvio a

esquerda (p <0,01), onde 50% das pessoas tinha 27 anos ou menos (Fig.10).

Figura 10: Distribuicdo dos portadores de leucemias atendidos no HOL por

diagndstico e idade, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.
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LLA= Leucemia Linfoide Aguda; LLC= Leucemia Linfoide Crdnica.Fonte: DAME/HOL.

Entre os portadores de LH a idade média foi de 32,62 anos (DP + 16,48),
com idades minima e maxima variando de 15 a 78 anos, onde 50% dos
pacientes tinham 26 anos ou menos, caracterizando uma frequéncia maior para
idades mais jovens (p < 0,01). Entre os portadores de LNH a idade média foi de
49,37 anos, com idade méxima de 86 e a minima de 15. A distribuicdo das
idades né&o divergiu da curva normal com 50% dos portadores de LNH entre 36
e 62 anos (Fig.11).
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Figura 11: Distribuicdo dos portadores de linfomas atendidos no HOL por

diagnéstico e idade, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.
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LH= Linfoma de Hodgkin; LNH= Linfoma nao-Hodgkin. Fonte: DAME/HOL.

A Tabela 2 destaca que dentre os portadores de doencas
linfoproliferativas 54,12% (n=197) informaram ser casados, seguido de 42,85%

(n=156) solteiros e 3,02% (n=11) sem informacg&o sobre o estado civil.

Tabela 2: Estado civil dos portadores de doencas infoproliferativas, atendidos
no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.

DL-SOE 3 1,53 1 0,64 - - 4

LH 32 16,24 58 37,18 1 9,09 91
LLA 28 1421 36 23,08 1 9,09 65
LLC 40 20,30 11 7,05 - - 51
LNH 94 47,72 50 32,05 9 81,82 153
Total 197 100 156 100 11 100 364

-: simbolo representando valor zero sem arredondamento. DL-SOE= Doenga linfoproliferativa
sem outras especificagfes; LH= Linfoma de Hodgkin; LLA= Leucemia Linfoide Aguda; LLC=
Leucemia Linfoide Cronica; LNH= Linfoma ndo-Hodgkin. Fonte: DAME/HOL.
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Quanto a escolaridade dos pacientes, 5,49% declararam-se analfabetos,
23,63% tinham ensino fundamental incompleto, 39,84% com ensino
fundamental completo 26,92% com ensino médio, 1,10% com ensino superior e

3,02% n&o informaram a escolaridade (Fig.12).

Figura 12: Nivel de escolaridade dos portadores de doenca linfoproliferativa,

atendidos no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.
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Fonte: DAME/HOL.
Na atividade profissional, dentre as neoplasias estudadas, 19,23%

relatou a agricultura (70/364) como profissdo, sendo esta a mais frequente
dentre as citadas (Fig.13).
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Figura 13: Atividade profissional dos portadores de doenca linfoproliferativa,
atendidos no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.
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Fonte: DAME/HOL

Na Tabela 3 estdo demonstradas as frequéncias de agricultores por tipo

de doencas linfoproliferativa, onde 37,14% (n=26) eram portadores de

leucemias e 61,43% (n = 43) eram portadores de linfomas.

Tabela 3: DistribuicAo da profissdo de agricultor por tipo de doenca
linfoproliferativa, atendidas no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro

de 2011.

DL-SOE 1 1,43 0,98
LLA 12 17,14 1
LLC 14 20,00 0,16
LH 15 21,43 0,53
LNH 28 40,00 0,80
Total 70 100 -

-: simbolo representando valor zero sem arredondamento. (*) Teste Q- quadrado.
DL-SOE= Doenca linfoproliferativa sem outras especificagbes; LH= Linfoma de
Hodgkin; LLA= Leucemia Linfoide Aguda; LLC= Leucemia Linfoide Crdnica; LNH=
Linfoma n&o-Hodgkin Fonte: DAME/HOL.
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Com relacdo ao domicilio dos pacientes, 92,31(336/364) afirmaram ser
do Para, 1,37% (5/364) do Amapa, 1,10% (4/364) do Maranhdo e 5,22%
(19/364) nado informaram o local de domicilio. Os resultados para origem
desses individuos entre os municipios de nosso Estado revelam que 55,95
(n=188/336) afirmaram residir na area metropolitana de Belém e os demais
foram oriundos de diversos municipios do Estado do Para 44,05%(n=148/336)
(Fig.14).

Figura 14: Procedéncia dos portadores de doencas linfoproliferativas, atendidos

no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011.
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No geral ocorreram 115 Obitos (32%) entre os 364 portadores de
doencas linfoproliferativas atendidos no HOL entre janeiro de 2005 a dezembro
de 2011(Tabela 4). Nao houve o6bito entre os quatro pacientes com DL- SOE e
dentre os casos classificados, a letalidade foi de 56,92% (37/65) entre as LLA,
38,56% (59/153), nos portadores de LNH e naqueles com LH e LLC os 06bitos
ocorreram entre 12,09% (11/91) e 15,69% (8/51), respectivamente.

Tabela 4: Frequéncia de 6bitos/letalidade das neoplasias entre portadores de
doencas linfoproliferativas atendidos no HOL no periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2011.

LLA 56,92
37 65

LH 12,09
11 91

LLC 15,69
8 51

LNH 38,56
59 153

Total 115 360 32

LLA= Leucemia Linfoide Aguda; LH= Linfoma de Hodgkin; LLC= Leucemia Linfoide Cronica;
LNH= Linfoma n&o-Hodgkin Fonte: DAME/HOL.

6.2 SOROPREVALENCIA PARA HTLV NOS PORTADORES DE DOENCAS
LINFOPROLIFERATIVAS

De um modo geral, a soroprevaléncia de HTLV-1/2 no grupo de
portadores de doencas linfoproliferativas atendidos no HOL, entre janeiro de
2005 a dezembro de 2011 foi de 3,17% (Fig.15).
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Figura 15: Soroprevaléncia de HTLV em pacientes com doenca
linfoproliferativa atendidos no HOL no periodo de janeiro de 2005 a dezembro
de 2011.

3,17%
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® Reagente

Fonte: DAME/HOL.

Dentre o total de 126 sorologias, trés foram reagentes entre as 57
identificadas a partir de informacdes obtidas de prontuarios e uma foi reagente
entre as 69 sorologias realizadas no NMT. Todos os soro-reagentes para HTLV
foram provenientes de pacientes portadores de LNH. Nesse grupo, dentre os
pacientes com definicdo de tipo celular, houve significativo numero de
pacientes HTLV positivos entre os LNH de célula T (p= 0.0021) (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo de resultados de sorologias para HTLV-1 e HTLV-2 de
acordo com a doenca linfoproliferativa.

DL-SOE 4 01 25 - -
LH 91 33 36,3 - -
LLA 65 26 40 - -
LLC 51 23 45,1 - -
LNH 153 43 28,1 4 9,3
Total 364 126 4

-: simbolo representando valor zero sem arredondamento. LLA= Leucemia Linfoide
Aguda; LH= Linfoma de Hodgkin; LLC= Leucemia Linfoide Crénica; LNH= Linfoma ndo-Hodgkin
Fonte: DAME/HOL.
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6.3 CARACTERISTICAS CLINICO-LABORATORIAIS E sOcCIO-
EPIDEMIOLOGICAS DOS SORO-REAGENTES.

A média de idade dos pacientes portadores de doencas
linfoproliferativas reagentes para HTLV foi de 43,75 anos e 75% (n=3)
pertenciam ao sexo feminino. Em relagdo ao perfil socioeconémico esses
individuos tinham renda em torno de um salério minimo e 75% tinham o ensino
fundamental. Em dois pacientes reagentes observou-se relacdo de parentesco
(Mée e Filho).

Nos exames de hemograma dos pacientes soro-reagentes a contagem
de leucécitos variou de 40.400 mm?® a 192.300 mm?, as plaquetas entre 436
mm? a 436.000mm?®. Quanto & andlise bioquimica, registraram-se valores de
desidrogenase latica entre 350 U/L a 1.736 U/L (Apéndice C).

Em duas pacientes reagentes, verificou-se 0 registro de doenca
dermatolégica associada (sarna norueguesa). Em todos os casos reagentes, 0
periodo entre o primeiro registro no hospital até o dia do 6bito ndo ultrapassou

seis meses.

A pesquisa de Flower cell foi positiva em uma amostra de sangue
pertencente a uma das pacientes portadoras de LNH e soropositiva para HTLV.
A analise das laminas revelou a presenca de linfécitos atipicos, com nucleo

convoluto e hiperlobulado (Flower cell) no material examinado (Fig.16).
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Figura 16: Presenca de Flower cell em esfregaco hematolégico de paciente

soro-reagente.

v

Fonte: Laboratério de Biologia Molecular e Celular/NMT/UFPA.

Fonte: Laboratério de Biologia Celular e Molecular do NMT/UFPA
6.4 ESTUDO MOLECULAR DO CASO REAGENTE PARA HTLV

A Figura 17 demonstra um gel de agarose com produtos de digestao
enzimatica, no qual se observa um fragmento de 159 pares de base (pb) em
sete amostras, dentre elas a amostra objeto deste estudo (762), caracterizando
o fragmento amplificado por PCR e nao digerido pela Taq I, do DNA proviral do
HTLV, confirmando a presenca do virus e determinando a infeccdo pelo HTLV

tipo 1.
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Figura 17: Gel de agarose com produto de digestdo enziméatica de 159 pares

de base (pb) da regido pX do genoma do HTLV-1.

683 720 729 754 756 757 762 CP L100pb

L100pb= Ladder 100 pb e CP= controle positivo HTLV-2.(Fonte: Laboratério de Biologia
Celular e Molecular do NMT/UFPA).
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7 DISCUSSAO

O numero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel
em todo o mundo, configurando-se, na atualidade, como um dos mais
importantes problemas de saude publica mundial. A frequéncia de distribuicdo
dos diferentes tipos de cancer apresenta-se variavel em funcdo das
caracteristicas de cada regido, o que enfatiza a necessidade do estudo das
variacbes geograficas nos padroes desta doenca, além disso, essas
frequéncias sao influenciadas também pela capacidade diagnostica dos
servicos de saude, o que influencia o seu adequado monitoramento e controle
(GUERRA et al., 2005; SILVA et al., 2005).

Neste estudo foram investigados portadores de doencas
linfoproliferativas e na andlise geral da distribuicdo dos casos, observou-se
frequéncia de 42,03% (153/364) de LNH em relacdo as demais neoplasias.
Esses dados sdao semelhantes aos encontrados por Adedayo & Shehu (2004),
0s quais avaliaram a frequéncia de HTLV em malignidades hematolégicas na
Republica Dominicana e encontraram 51% (50/98) dos pacientes

diagnosticados como LNH.

Estudo, realizado no Estado de Minas Gerais por Silva (2007), no qual
se observou a frequéncia de doencas hematolégicas associadas a fatores
ambientais, entre os linfomas, 59% (35/59) dos casos foram diagnosticados
como LNH.

Segundo Colleoni (2009) dentre as neoplasias humanas, os LNH
correspondem a 4% das neoplasias, enquanto os LH representam 1% de todos
os canceres. Homem de Mello et al. (2007) afirmam que o niumero de LNH é
aproximadamente cinco vezes maior do que os LH. Neste estudo, na avaliacéo
das frequéncias dos linfomas, observou-se que os casos de LNH foram

aproximadamente duas vezes maiores que 0s casos de LH.

No Estado do Para, Monteiro (2010) ao investigar a presenca do
genoma do Virus Epstein-Barr (EBV) em 118 pacientes com linfoma no
Hospital Ophir Loyola (HOL), no periodo de 1996 a 2005, verificou que 55%
(65/118) dos pacientes foram diagnosticados como LH e 45% (53/118) como
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LNH. Esses dados estdo em desacordo com o estudo atual, caracterizando
uma mudanca do perfil dos casos de linfomas ou uma subnotificagcdo de LNH

no passado.

Quanto a frequéncia das leucemias, os dados deste estudo demostram
que as Leucemias Linféides Agudas (LLA) foram mais frequéntes que as
Leucemias Linfoides Crbnicas (LLC), resultados semelhantes aos encontrados
por Cazarin et al (2005), os quais observaram que dentre as leucemias, as LLA
representaram 23% (342/1478) dos casos e as LLC 10% (147/1478) dos
diagnosticos.

No presente estudo, quanto a andlise dos perfis de linhagem celular e
dos subtipos histoldgicos, observou-se que cerca de 80% dos pacientes com
leucemia ndo apresentaram a definicdo do tipo celular e dentre os LNH e LH,

76% e 50%, respectivamente, ndo apresentaram o subtipo histolégico definido.

Diante desses resultados, faz-se necessario salientar a importancia da
realizacdo, pelos laboratdrios de hospitais de referéncia em oncologia, de
exames gue colaborem para a melhoria na qualidade e rapidez do diagnéstico
dos pacientes, contribuindo para que 0os mesmos possam ter um melhor

prognastico.

Segundo Almeida (2009) o diagnostico de leucemias embora firmado
pelo mielograma, requer um refinamento com o emprego de analises
bioquimicas, citoquimica, citogenética e de imunofenotipagem. Este ultimo
método permite detectar com bastante precisdo, além da linhagem celular, o
nivel de diferenciacdo em que se encontra o processo leucémico. Quixabeira et
al. (2008) destacam a importancia da classificacdo das leucemias segundo o
tipo celular, confirmando e complementando o diagndstico, o que contribui para

gue o paciente receba um tratamento mais adequado e eficaz.

Nos linfomas, o exame de anatomia patolégica € utilizado como um
exame de referéncia para auxiliar na definicho de quais exames
complementares serdo necessarios para se definir o diagnéstico, visto que s6
observando a morfologia celular ndo é possivel chegar a um diagndéstico

preciso (GUILHERME et al., 2008). Neste sentido, ha um namero significativo
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de casos em que o diagnoéstico final ndo pode ser baseado apenas em
caracteristicas morfolégicas. A resolucdo deste problema veio com o
surgimento das técnicas de imunohistoquimica (TORRES et al., 1995). As
reacOes de imunohistoquimica séo utilizadas na elucidacdo do tecido de origem
de uma neoplasia indiferenciada; na pesquisa de fatores progndsticos,
terapéuticos e indices proliferativos de algumas neoplasias, na deteccdo de
células neoplasicas metastaticas e na subclassificacdo de linfomas (WERNER
et al., 2005).

Na avaliacdo sobre a frequéncia de doencas linfoproliferativas em
relacdo ao género, 0 presente estudo verificou que a ocorréncia de LNH foi
maior entre os homens, esses resultados estdo de acordo com dados descritos
pelo INCA (BRASIL, 2011) para a Regido Norte, onde os LNH demostram ser
mais frequentes entre homens do que em mulheres. Neste estudo, ndo houve
diferencas entre os géneros nas LLA, LLC e LH, dados que divergem dos da
literatura, os quais demostram maior frequéncia de homens acometidos por
essas neoplasias (BARION et al., 2007; BORBA et al., 2007; BRASIL, 2011).

Quanto a idade de acometimentos das LLC, essa neoplasia mostrou
distribuicdo normal, a partir da quarta década de vida, com as maiores
frequéncias observadas entre as décadas de 50 a 80 anos. Yamamoto et al.
(2005) citam que essas neoplasias apresentam caracteristicas epidemioldgicas
peculiares, acometem individuos com idade mais avancada (ndo ocorre em
criancas e é rara em individuos abaixo dos 30 anos) e a sua incidéncia varia de
acordo com a origem étnica, sendo a leucemia mais frequente em paises

ocidentais.

Com relacéo as idades dos pacientes que apresentam LLA, Ecker et al.
(2009) afirmam que elas sdo mais frequentes nas faixas etarias mais jovens e
semelhante ao que ocorre no LH, observa-se uma distribuicdo bimodal, com

um segundo pico de idade em torno dos 50 anos.

Cazarin et al. (2005), observaram maior frequéncia de LLA em
individuos nas faixas etarias entre a segunda e terceira décadas de vida,
semelhante ao encontrado neste estudo e em outros relatados na literatura
(FARIAS et al., 2004; FERREIRA & CARVALHO, 2004; GABE et al., 2009).
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Considerando os casos de LH registrados no presente estudo, observou-
se maior frequéncia em individuos jovens entre 20 e 30 anos, resultados
semelhantes aos relatados por outros autores (RECH et al, 2004; PRACCHIA
et al, 2005)

Nesta casuistica, a faixa etaria mais acometida por LNH foram de
individuos em torno dos 50 a 60 anos. Resultados semelhantes foram descritos
por Garcia et al. (2008); Trindade et a.l (2011). A incidéncia dos LNH vem
aumentando em todo o mundo, provavelmente isso ocorra em funcdo do
aumento no numero de diagnésticos precoces de linfomas indolentes, elevacdo
no numero de imunodeprimidos (HIV e transplantados) e envelhecimento da
populacdo. A mediana de apresentacdo dessa neoplasia € em torno de 50
anos (COLLEONI et al., 2009).

Na avaliacdo de fatores socioeconémicos, verificou-se que consideravel
parcela dos individuos com doencas linfoproliferativas atendidos no HOL
tinham nivel fundamental de ensino, o que poderia contribuir para a maior
exposicdo desses individuos a fatores de risco em funcdo da baixa

escolaridade.

Lemos et al. (2009) afirmam que o nivel escolar, como indicador
socioeconémico, esta fortemente associado ao nivel de renda individual e
Klimerman (2009) cita a relacdo entre baixo nivel socioecondmico e as
dificuldades no acesso aos servicos de saude, a falta de informacédo sobre os
fatores de risco e aos métodos de prevencédo de neoplasias. Lorenzi (2006) cita
a importancia das condicfes socioecondmicas, associando-as as incidéncias
de leucemias e dos linfomas. Ainda segundo esse autor, as condi¢des sociais
dos individuos, determinam seu estado nutricional e consequentemente

interferem na resposta aos esquemas de tratamento.

Nesta casuistica, no aspecto profissional, destacou-se a frequéncia de
pacientes que relataram desenvolver atividades relacionadas a agricultura. De
acordo com Faria et al. (2009), substancias quimicas usadas por agricultores
podem atuar como agentes cancerigenos em canceres ocupacionais. Segundo
Siqueira e Cruser. (2007) a utilizagdo dos agrotoxicos no meio rural brasileiro

tem trazido uma série de consequéncias, tanto para o ambiente como para a
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saude do trabalhador rural, pelo manejo de agrotoxicos na agricultura familiar,
contaminacdo intradomiciliar e processos de descarte inadequado de
embalagens vazias. Neste sentido, sdo importantes estudos que identifiquem a
relagdo dos agrotoxicos com o desenvolvimento de doengas hematoldgicas,
principalmente com os casos de LNH e LLC, identificados em maior proporcao

dentre os agricultores com doencas linfoproliferativas deste estudo.

Com relacdo a procedéncia dos pacientes com doencas
linfoproliferativas atendidos no HOL, observou-se que um namero consideravel
deles afirmou residir na area metropolitana de Belém. Bittencout et al. (2004)
afirmam que dentre os principais fatores associados ao maior nimero de casos
de cancer, estdo a urbanizacdo e a industrializacdo, sendo que a concentracao
da populacdo em grandes centros favorece a exposicao aos fatores de risco
ambientais como tabagismo, poluicéo ambiental, disparidades
socioeconbmicas, etc, aos quais sédo atribuidos, com relagéo direta ou indireta,

aproximadamente 80% dos casos de cancer.

Por outro lado, deve-se considerar que os dados coletados dos
prontuarios podem nao refletir a realidade, uma vez que estdo baseados em
relatos dos pacientes e alguns destes, por auséncia de atendimento
especializado no interior, declararam como endereco residencial os das casas

de parentes ou casas de apoio localizadas na Regido Metropolitana de Belém.

Nos pacientes com doencas linfoproliferativas atendidos no HOL entre
janeiro de 2005 a dezembro de 2011, observou-se que os LNH e as LLA
tiveram maior frequéncia de Obitos e as mais elevadas taxas de letalidade. A
LLA é uma doenca de evolucdo rapida, podendo levar ao 6bito em poucos
meses, merecendo diagnostico e tratamento precoces. Enquanto na crianga o
éxito do tratamento quimioterdpico e posterior cura ocorre em torno de 80%
dos casos, 0 mesmo ndo acontece nos adultos com LLA, que respondem mal a
quimioterapia convencional e suas variantes, assim como ao transplante da
medula Ossea, cujos resultados sdo pouco satisfatorios (FERREIRA &
CARVALHO, 2004).

Segundo Brasil (2009) , os linfomas difusos de grande célula B

(LDGCB), representam 30% de todos os LNH, sendo o tipo mais comum de
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LNH agressivo. Nesta casuistica, dentre o0os LNH, 18,3% (28/153)
corresponderam a LDGCB e os outros linfomas agressivos Burkitt, folicular e
manto, corresponderam a 1,3% (02/153) cada. A agressividade desses
subtipos pode ter contribuido para que os LNH observados no presente estudo

tenham sido responséaveis por 51,30% dos 6bitos.

A frequéncia de Obitos e as taxas de letalidade observadas nas LLC e
nos LH, demostraram percentuais relativamente menores, quando comparados
com as LLA e LNH. Zago et al. (2004) afirma que a maioria dos pacientes com
LLC é assintomatico e apresenta consideravel qualidade de vida, sem
necessidade de tratamento. Lorenzi (2006) assegura que a idade mais elevada
€ um dos fatores que contribui para o pior prognéstico nos individuos com LH.
Neste estudo, a idade mais jovem dos individuos com LH pode ter contribuido

para a menor frequéncia de Obitos verificada nesse grupo.

A identificacdo das caracteristicas gerais das neoplasias inclusas nesta
pesquisa contribui para melhorar o conhecimento sobre o perfil das doencas
linfoproliferativas no Estado do Pard, permitindo a adocdo de condutas que

promovam o melhor atendimento e assisténcia ao paciente com neoplasia.

Vale ressaltar que neste estudo buscou-se analisar todos os pacientes,
com idade a partir de 15 anos diagnosticados com doencas linfoproliferativas
no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2011, porém, em fungdo do nédo
fornecimento de prontuarios pelo departamento médico e estatistico
(DAME/HOL), foi possivel analisar uma média de 60,7% dos prontuérios de

casos de doencas linfoproliferativas atendidos em cada ano.

Neste estudo, também se propb6s averiguar, dentre as doencas
linfoproliferativas, a frequéncia de individuos HTLV reagentes. Assim, a
presenca de anticorpos anti-HTLV foi observada em 3,17% do total de
individuos pesquisados, onde em um paciente pode-se identificar que a
infecc@o ocorreu pelo HTLV-1. Os resultados para a frequéncia de individuos
HTLV positivos sdo semelhantes ao encontrado por Silva et al. (2007), ao
investigarem a prevaléncia de HTLV em pacientes com linfomas em um
ambulatério de onco-hematologia de Sao Paulo, o qual obteve 4,5% (2/44) de

soropositividade.
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Adedayo e Shehu (2004), investigando a presenca de HTLV em casos
de neoplasias linfoides, em individuos com idades entre 3 a 91 anos, durante
um periodo de 10 anos, encontraram 44,4%(16/36) dos individuos reagentes
entre os LNH, 50% (3/6) nos LH, 37,5% (3/8) nos linfomas nao classificados e

16,6% (2/12) nas leucemias cronicas.

Carrascal et al. (2004), ao investigar a ocorréncia de HTLV em 356
pacientes com idades de 8 a 88 anos, diagnésticados com LNH e leucemias
linféides entre os anos de 1987 e 1996, encontraram 5 (7,5%) casos positivivos
para HTLV entre os 75 casos de LNH encontrados na amostra analisada.
Carvalho et al. (2007) ao pesquisarem a frequéncia de HTLV em portadores de
doencas hematologicas, sendo 152 com neoplasia de celulas T, 250 com
neoplasias de celulas B, 67 com leucemia mieldide e 41 com doenca de
Hodgkin, obtiveram 28,9% de positividade para HTLV, principalmente entre as
neoplasias de células T. Barbosa (1997), avaliando a frequiéncia da infeccéo
pelo HTLV-1 em uma série de linfomas/leucemias linfociticas, encontrou 7,3%
(3/41) do total de doencas linfoproliferativas e 33,3% (3/9) dos linfomas T,
reagentes para HTLV.

Nesta casuista, todos os individuos positivos para HTLV foram
identificados entre os pacientes com LNH de imunofendtipo T. Diante desse
resultado, evidencia-se a necessidade de intensificar a investigagdo desse
agente viral nos LNH, visto que a menor frequéncia de investigacdo de HTLV

foi evidenciada nesta patologia.

Van Berg (2003) ao realizar investigacdo para identificar a presenca de
HTLV em criancas de 1 a 18 anos, com LLA atendidas no Hospital Ophir
Loyola, encontrou 3% (1/54) dos individuos soropositivos para HTLV. No
presente estudo, nenhum caso investigado de LLA foi reagente, mesmo os
definidos como da linhagem T. No entanto, esses resultados ndo demostram a
real prevaléncia de HTLV entre as LLA, uma vez que foram realizadas

sorologias em apenas 40% dos casos.

A maior parte da literatura cientifica sobre investigacdo de HTLV em
desordens hematoldgicas limita-se a relatos de casos. A diversidade de

manifestagbes clinicas da LLTA pode contribuir para a dificuldade de
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identificacdo da neoplasia, por exemplo, as formas cronica e smoldering séo
mais dificeis de diagnosticar, sendo o0s pacientes com muita freqiéncia
acompanhados em clinicas gerais ou dermatologicas, por causa das lesdes de
pele, e somente muito tardiamente s&o diagnosticados para a leucemia (
LOUREIRO, 2005).

Perurena et al. (2003) apresentaram o relato de caso de um paciente
diagnosticado com LNH agressivo o qual, apés ser submetido a exames
complementares, confirmou a infeccdo por HTLV, vindo a falecer quatro meses
apos o diagnéstico. Este relato, corrobora outros relatos da literatura médica
sobre a agressividade dessa doenca.

Araujo et al. (2011) relataram a ocorréncia de um individuo, de 40 anos,
sexo masculino, com diagnéstico de LLTA cronica, apresentando micose
subcutédnea, que posteriormente progrediu para forma aguda da doenca,
evoluindo a O&bito sete meses apds o diagndstico. Valle et al. (2001)
descreveram o caso de um adolescente de 15 anos de idade com infeccéao pelo
HTLV-1 que desenvolveu linfoma cutdneo de células T, confirmado por exame
histopatolégico e imunohistoquimico, assim como leucemia, diagnésticada por
exame clinico e avaliacdo de sangue periférico. O paciente morreu 3 meses

apos o inicio da doenca.

Nesta casuistica, observou-se a ocorréncia de alteracdes
dermatoldgicas em dois pacientes soro-reagentes. Nobre et al. (2005) relatam
gue sao frequentes as observacdes de lesbes cutadneas entre portadores de
HTLV, especialmente em individuos portadores de PET/MAH e LLTA. Machado
et al. (2004) afirmam que a expansdo de células T auto-reativas e secre¢ao
acentuada de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a estdo relacionados ao
desenvolvimento desses quadros dermatologicos. Essas investigacfes nao

foram realizadas neste estudo.

Freitas et al. (2011) descreveram um relato de caso de uma paciente
com LLTA, cuja suspeita surgiu a partir da observacdo de linfocitose e
leucocitose, elevagcdo do DHL, aumento de glanglios cervicais, sendo
posteriormente, solicitados exames complementares que identificaram a

presenca de flower cell, imunofenotipagem para célula T madura e exame
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sorologico positivo para HTLV. Na investigagdo acima citada, as caracteristicas
clinicas e laboratoriais permitiram classificar a LLTA como pertencente ao
subtipo linféide. Na presente pesquisa foi observada nos prontuarios meédicos,
a auséncia de exames clinicos e laboratoriais importantes para a
caracterizagdo da Leucemia Linfoma de Células T do Adulto e seus subtipos,

caracterizando a ndo padronizacdo nos exames solicitados a esses pacientes.

Na caracterizacdo da LLTA, o exame morfologico da células linféides
muitas vezes € o primeiro sinal a despertar para o diagndéstico. Os linfocitos sado
caracterizados por um acentuado pleomorfismo, irregularidades nucleares e
condensacao de cromatina nuclear (LOUREIRO, 2011). Zago et al. (2004)
destacam a importancia do exame morfolégico do sangue periférico para o
diagnéstico de LLTA, uma vez que as células tipicas da doenca séo linfécitos
de tamanho médio com nucleo polilobulado (flower cell). Nesta investigacao,
dos quatro casos com sorologia positiva para HTLV, a pesquisa de flower cell
foi realizada na amostra sanguinea encaminhada ao NMT, onde observou-se

presenca de linfécitos atipicos sugestivos de flower cell.

Com relacdo a faixa etaria, a LLTA ocorre predominantemente em
adultos, cerca de 20 a 30 anos ap6és a infeccéo viral, no Japao a LLTA surge
em torno da quinta década de vida; em estudos realizados na Jamaica e no
Brasil, os casos de LLTA ocorreram em torno da quarta década de vida
(PROIETTI et al., 2005; LOUREIRO, 2005). Nesta casuistica, obteve-se
resultado semelhante, com média de idade de 43,75 anos para apresentacao

de neoplasia hematoldgica nos pacientes HTLV positivos.

Neste estudo, observou-se que dois casos de linfomas ocorreram em
individuos HTLV positivos em membros da mesma familia. Essa provavel via
de transmissao vertical, poderia ser confirmada com a realizagcdo de estudo

filogenético do virus presente nesses dois pacientes.

Considerando as transmissées intra-familiares, na literatura, ha relatos
de investigacOes para identificar a soroprevalencia de HTLV entre familiares,
dentre esses trabalhos, verifica-se o estudo de Torres et al (2009) que
descreveram a ocorréncia de 34,6% (9/26) casos HTLV positivos entre

contatos sexuais de portadores; na Regido Metropolitana de Belém, Costa
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(2010) investigou a soroprevaléncia de HTLV em familiares de pacientes
reagentes para HTLV, atendidos no Nucleo de Medicina Tropical encontrando
soroprevaléncia 40% (32/82) nas familias e 24% (50/208) no total de familiares

pesquisados.

Nos casos de possivel transmissao intra-familiar, o trabalho da equipe
de assisténcia social e clinica € importante ndo s6 na assisténcia ao paciente,
mas também no esclarecimento aos familiares quanto a necessidade de
investigacdo viral entre os familiares e seus parceiros sexuais no sentido de

previnir ou identificar precocemente outras infec¢des virais.

Além disso, Loureiro (2011) afirma ser importante, para os profissionais
da area da saude, principalmente em areas endémicas para o HTLV, a
inclusdo nos programas de educacao, de ampla divulgacdo das caracteristicas
clinicas e laboratoriais das consequéncias hematolégicas da infeccdo pelo
HTLV-1, com o objetivo de alertd-los para o diagnostico precoce da neoplasia

hematoldgica.

Também vale salientar, a importancia do trabalho da equipe
multiprofissional no acompanhamento do paciente com neoplasia,
principalmente o servico social e psicolégico, fornecendo acompanhamento e
assisténcia ao paciente no enfrentamento da doenca. Déro et al. (2004), citam
a necessidade de um trabalho social de conscientizacdo sobre os recursos de
tratamentos atuais, para que o conhecimento cientifico suplante a negatividade

histérica do cancer.
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8 CONCLUSOES

Dentre as doengas linfoproliferativas, observou-se maior frequéncia de

casos de LNH;

Com relacéo a faixa etaria de ocorréncia das doencas linfoproliferativas,
todas apresentaram comportamento unimodal; sendo que as LLA foram mais
frequentes em adultos jovens, as LLC ndo ocorreram em individuos abaixo de
30 anos, os LH foram frequéntes em torno da terceira década de vida e os LNH

entre 0s 50 e 60 anos;

Observou-se a ocorréncia mais frequente de Linfomas n&o Hodgkin
entre individuos do sexo masculino, nas demais neoplasias ndo houve

diferencas entre os géneros;

Verificou-se a necessidade de melhor elucidacdo nos diagnésticos, uma
vez gque nas leucemias, 80% nao apresentaram definicdo do tipo celular e nos

linfomas, mais de 50% né&o apresentaram o subtipo histologico definidos;

Um considerdvel ndmero de pacientes oncologicos afirmaram
desenvolver atividades relacionadas a agricultura, o que suscita a necessidade
de investigacdo de uma possivel exposicdo ocupacional a agentes

cancerigenos;

O maior percentual de ébitos foi observado entre os LNH e a letalidade

mais elevada ocorreu entre as LLA;

A prevaléncia de 3,17% para HTLV obtidas nesse estudo esta de acordo

com os estudos sobre infeccdo por HTLV entre leucemias e linfomas no geral;

Dentre os casos reagentes, o inicio de manisfestacdo clinica das
doencas ocorreu a partir dos 30 anos de idade, o que esta de acordo com

caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos casos brasileiros.

Nao foram identificados, pacientes HTLV positivos entre os portadores
de LH, LLC e LLA. Os casos positivos ocorreram entre os LNH, todos com
imunofenotipagem para célula T, sendo que este ultimo grupo evoluiu ao 6bito

em menos de seis meses.
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Registro HOL:

Data do registro:
Data do o6bito:

Nome:

Idade:

Procedéncia:

Sexo:

Estado Civil:

Profissao:

Impressao diagnostica:

Resultado mielograma/Anatopatoldgico:

Imununohistoquimica/ Imunefotipagem:

Sorologia para HTLV:

Reagente ( )

N&o reagente ( )

Indeterminada ( ) N&o realizada ( )

Exames complementares:
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APENDICE B- Termo de Consentimento Livre e esclarecido

=X
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Titulo: SOROPREVALENCIA DA INFECGCAO PELO VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T
HUMANAS EM PORTADORES DE DOENCAS LINFOPROLIFERATIVAS ATENDIDOS NO
HOSPITAL OPHIR LOYOLA, BELEM, PARA.

O texto abaixo busca dar esclarecimentos sobre o estudo a ser realizado em casos de
Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto atendidos no Hospital Ophir Loyola (HOL). Vocé esta
sendo convidado a participar voluntariamente (sem custo) desta pesquisa que tem como
objetivo investigar a presenc¢a do Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV) que pode
estar relacionado ao desenvolvimento da doencga leucemia/linfoma das células T do adulto (um
tipo raro de cancer).

Este virus é transmitido por contato sexual, através da exposi¢cado a sangue contaminado
(tanto por transfusdo sanguinea como pelo uso comum de agulhas contaminadas em grupos
usuarios de drogas) e através do aleitamento materno (da mée para o filho). Caso vocé aceite
participar, sera coletado um pouco de sangue e serdo tomados todos os cuidados necessarios
para se evitar complicagdes durante a coleta de sangue.

Posteriormente, nessa amostra de sangue, sera investigada a presenca do virus, que
serd realizada em laboratério especializado da UFPA. Os casos positivos para a infec¢ao serdo
orientados e convidados para o acompanhamento clinico-ambulatorial e laboratorial no Nucleo
de Medicina Tropical/lUFPA, onde serdo esclarecidos sobre as formas de se evitar a
transmissdo do HTLV e sobre as principais doencgas relacionadas. Todas as informacdes
coletadas serdo mantidas em sigilo, assegurando a anonimato dos participantes, para evitar
qualquer dano moral, uma vez que serdo utilizados apenas pelos pesquisadores.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou 0 seu representante legal, pode a qualquer
momento, retirar seu consentimento, que esta pesquisa ndo apresenta nenhum tipo de dnus
para o sujeito da pesquisa e que sua desisténcia em nada comprometerd o atendimento deste
Sujeito aos servicos oferecidos pela equipe do projeto.

Sheyla Fernanda da Costa Barbosa
(Pesquisadora responsavel)
Endereco: Conjunto Denise Melo, BI. L1, Apto: 202-Br.316 Km 03- Ananindeua—PA-Fone: (91)
81839093
Ambulatério do Nucleo de Medicina Tropical: Av. Generalissimo Deodoro, n°® 92, Umarizal,
Fone:32016812.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li e compreendi as informacdes sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma, assim cCOmoO 0OS Seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel

Belém, / /2010
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APENDICE C- Quadro representativo das caracteristicas clinicas dos casos de

LNH com sorologia positiva para HTLV-1.
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ANEXO A- Classificacao das neoplasias hematolégicas segundo a OMS, 2008.

Linfomas nao-Hodgkin

Neoplasias B e T precursoras:

* Linfomal/leucemia linfoblastica precursora B

* Linfomal/leucemia linfoblastica precursora T

Neoplasias de células B maturas:

 Leucemia linfocitica crénica / linfoma linfocitico de pequenas células
* Leucemia prolinfocitica de células B

* Linfoma linfoplasmacitico / macroglobulinemia de Waldenstrom

* Linfoma da zona marginal esplénico

* Leucemia “Hairy cell”

* Neoplasias de plasmocitos

- Mieloma de plasmacitos

- Plasmocitoma

- Doenca de depésito monoclonal de imunoglobulina

- Doenca de cadeia pesada

* Linfoma de células B extranodal da zona marginal (linfoma MALT)
* Linfoma de células B nodal da zona marginal

* Linfoma folicular
* Linfoma de células do manto

* Linfoma difuso de grandes células B
* Linfoma de grandes células B mediastinal (timico)
* Linfoma de grandes células B intravascular

* Linfoma primario de cavidade
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Continuacéao

* Linfoma / leucemia de Burkitt

» Granulomatose linfomatodide

Neoplasias maduras de células T e NK:

* Leucemia prolinfocitica de céluals T

* Leucemia linfocitica de células grandes granulares T
* Leucemia agressiva de células NK

* Leucemia/linfoma de células T do adulto

* Linfoma de células T/NK extranodal, tipo nasal

* Linfoma de células T enteropatico

* Linfoma de células T hepatoesplénico

* Linfoma de células T subcutaneo, “panniculitislike”

* Linfoma de células NK blastico

* Micose fungdéide/“Sézary syndrome”

» Doencas linfoproliferativas cutaneas primarias de células T CD30
positivas

- Linfoma anaplasico de grandes células cutaneo primario
- Papulose linfomatdide

- Lesbes “borderline”

* Linfoma de células T angioimunoblastico

* Linfoma periférico de células T, ndo especifico

* Linfoma anaplasico de grandes células

Linfomas Hodgkin

Linfoma Hodgkin, predominéncia linfocitaria nodular

Linfoma Hodgkin classico:

* Linfoma Hodgkin, celularidade mista
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Continuacéao
* Linfoma Hodgkin, esclerose nodular
+ Linfoma Hodgkin, rico em linfocitos

* Linfoma Hodgkin, deplecgao linfocitaria

Doencas linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncias:

* Doencas linfoproliferativas associadas a imunodeficiéncias primarias
* Linfomas relacionados ao HIV
* Doengas linfoproliferativas pds-transplante

* Doencas linfoproliferativas associadas a metotrexato
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ANEXO B- Processo N° 2010/124909- Aprovacao pela Divisdo de Ensino e
Pesquisa do Hospital Ophir Loyola

v GOVERNO DO ESTADO DO PARA H'l'].
PA{ SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE A
o toLte HOSPITAL OPHIR LOYOLA SEIRLOVGLA

DIRETORIA DE ENSINO E PESQUISA
DEPARTAMENTO DE ENSINO E PESQUISA
DIVISAO DE PESQUISA E PREVENCAO DE CANCER
AUTORIZACAO PARA PESQUISA N° 036/2010
Belém, 08 de setembro de 2010
A

Chefia da Divisdo de Quimioterapia
Sr. (a) Chefe,

Apresentamos as pesquisadoras Maisa Silva de Sousa (pesquisadora responsavel) e
Sheyla Fernanda da Costa Barbosa, as mesmas, estdo autorizadas a realizar pesquisa de
dados, no periodo de 09/09/10 a 30//12/10, para o projeto intitulado: “Soroprevaléncia de
HTLV em Casos de Leucemia Linfoma de Células T do Adulto”. O referido esta de
acordo com a Resolugdo n° 196/96 e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Para.

Esclarecemos que o projeto acima citado Processo N° 2010/124909. obedeceu todos
os trAmites legais dentro desta Institui¢do culminado nesta autorizégﬁo. O mesmo esta
LIBERADO para o inicio da pesquisa, sendo obrigatério entregar a esta Divisao, os
relatérios de acompanhamento e o trabalho de conclusio ao final da pesquisa
obedecendo a regulamenta¢io de Projetos de Pesquisa do HOL.

Certos de Vossa atengdo colocamo-nos a disposi¢@o para quaisquer esclarecimentos

que se fagam necessarios.

Atenciosamente,

Chefe da Diviséio de Pesquisa e Prevengdo. de Cancer

Av. Magalhdes Barata, 992 — Bairro Sdo Braz — Belém, Para — CEP: 66.063-240
site: www.ophirloyola.pa.gov.br / Fone: (0xx91) 33421232
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ANEXO C- Processo N° 41/2010- Aprovacéao pelo

Comité de Etica em Pesquisa com Sere Humanos do NMT/UFPA.

NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PMMMwmmoumwmm»mum

. Protocolo: N°041/2010-CEP/NMT

Projeto Pesqg SOROPREVALENCM DE HTLV EM CASQOS DE LEUCEMIA
- e . LINFOMA DE CELULAS T DO ADULTO.

.A

Pesquisador Responsdvel: Sheyla Fernanda da Costa Barbosa.
instituicdo / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada:10/08/2010.
Data do Parecer: 25/08/2010.

o o > W

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo
em fela durante a reunido realizada no dia 25/08/2010. Considerando gue foram atendidas
ammmumsms monmstou-uepdaaprovaqﬂodopamwdo
relator.

Parecer; APROVADO.
Belém, 25 de agosto de 2010.

...... AP A
Prof' hi Olkawa
r do CEP-NMT/UFPA.



