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RESUMO

A distribuicdo geografica da infec¢ao pelo Virus Linfotrépico de Células
T HTLV 1/2 humanas 1 e 2 €& ampla, porém existem areas de maior
endemicidade e também particularidades de acordo com o tipo de HTLV. O
HTLV-1 apresenta maior soroprevaléncia no sudoeste do Japao, no Caribe, na
América Central, nas diferentes regides da América do Sul e nas porgdes
centrais e ocidentais da Africa e Melanésia. Enquanto o HTLV-2 parece
acometer grupos populacionais distintos, como as populagdes nativas de
indigenas das Américas do Norte, Central e Sul, pigmeus da Africa Central,
mongdis na Asia e também usuarios de drogas injetaveis. O trabalho realizado
teve como objetivo descrever a epidemiologia molecular do HTLV em trés
populagdes distintas do estado do Amapa, que foram: pacientes HIV/AIDS
infectado, populagdo afro-descendente e finalmente individuos atendidos no
Laboratdério Central de Saude Publica do Amapa (LACEN-AP), encaminhados
para diagndstico de HTLV. As amostras foram avaliadas para a presenga do
virus por métodos sorologicos (ELISA e Western blot) e moleculares
(amplificagcao génica e caracterizagao de segmentos das regides pX e env pela
analise de polimorfismo de fragmentos de restricdo por acéo de endonuclease.
Os resultados obtidos nas diferentes populagdes foram na populagdo de
individuos infectados pelo HIV/AIDS, todas as amostras foram negativas, na
populacao afro-descendente, apenas uma amostra apresentou positividade na
sorologia pelo método de ELISA, porém foi negativa no Western blot e quando
submetida ao método molecular, ndo houve amplificacdo. No entanto, entre os
individuos encaminhados para diagnostico de HTLV, 06 (seis) amostras foram
positivas, e dessas, 05 (cinco) foram confirmadas por Western blot e pelo
método molecular. O resultado molecular demonstrou a presenga de HTLV-1.



ABSTRACT

The geographical distribution of the infection by human T-cell lymphotropic
virus 1/2 — HTLV 1/ 2 is extensive, nevertheless, there are areas that are more
endemic and have more particularities depending on the HTLV type. The HTLV
1 shows a bigger occurrence in south west of Japan, Caribbean, Central
America, in different regions of South America and in parts of Central, as well
as in western Africa, while HTLV-2, seems to assault distinct groups of people,
such as Indians native people from North, Central and South America, Pigmies
from Central Africa, Mongols in Asia as well as in infecting drug users. The
present work had as objective describing HTLV molecular epidemiology, in
three different populations the State of Amapa, they are: HIV/IDS positive
patients, Afro-descenig population and individuals assisted of Public Health
Center Laboratory of Amapa — LACEN-AP, directed for diagnosis of HTLV. The
samples were tested for the presence of virus using serological (ELISA and
Western blot) and molecular assays (gene amplification and restriction fragment
length polymorphism from pX and env for the analysis of polimorfismo o
restriction fragments for endonuclease action. The obtained results in different
populations are In the population of HIV infected people, all the samples were
negative; in the Afro-desceding population, only one sample was positive
confirmed by serological test (ELISA), but negative according to western blot
test and submitted to the molecular analysis, there wast not amplification.
However, among samples of individuals directed for diagnosis of HTLV, 06 (six)
were positive, 5(five) out of 6/them were confirmed by western blot test. The
molecular result demonstrated the presence of HTLV-1.



1 INTRODUGAO

1.1 RETROVIRUS

Os retrovirus apesar de ja serem conhecidos pela comunidade cientifica
desde o século passado, sé se tornaram notérios para o publico leigo, a partir
da descrigdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1) (Ishak et al,
2003).

Os retrovirus pertencem a familia Retroviridae, e caracteriza-se por
apresentarem um genoma constituido por duas moléculas iguais de RNA de
cadeia simples, cuja transcricdo do RNA viral € feito com o auxilio de uma DNA
polimerase RNA- dependente, que € a transcriptase reversa, enzima que deu
origem ao nome Retroviridae. De acordo com suas propriedades morfologicas,
biolégicas e de patogenicidade dos componentes do grupo, a familia
Retroviridae se divide em sete géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus,e
esses em subgéneros e espécies, de acordo com aspectos especificos da
sequéncia nucleotidica e da estrutura genémica dos diferentes agentes virais
(Murphy, 1996).

Dentre os virus pertencentes a familia Retroviridae, que sao patogénicos
para o homem incluem-se os Virus linfotropico de células T humanas 1 e 2
(HTLV-1 e HTLV-2) e os Virus da imunodeficiéncia humana tipos 1 e 2 (HIV-1
e HIV-2). O HTLV-1 e o HTLV-2 estdo associados com disturbios
hematoldgicos e neurologicos, sendo classificados no género Deltaretrovirus

(Murphy, 1996). O HIV-1 e o HIV-2 sdo os responsaveis pela sindrome da



imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS) humana, sendo classificados entre os

Lentivirus (Gallo, 1991; Murphy, 1996).

1.1.1 Os Retrovirus HTLV-1 e HTLV- 2

O HTLV-1 e HTLV-2 provém de uma mesma familia de retrovirus de
mamiferos, que apresentam semelhangas biolégicas e moleculares entre si
(Hall et al., 1994).

O HTLV-1 se apresenta endémico em regides geograficas definidas, e a
infeccdo esta associada a leucemia de células T de adultos (LTA), a
malignidade de linfocitos T CD4" maduros e & uma doenga neuroldgica crénica
conhecida como paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-
1 (PET/MAH). A infeccédo pelo HTLV-2 tem distribuicdo endémica em um
numero de populagbes amerindias (Maloney et al., 1992; Ishak et al., 1995). A
infeccao tem se apresentado também em taxas altas entre os usuarios de
drogas em parte da América do Norte e na Europa. Embora as propriedades
patogénicas e os aspectos clinicos associados a infecgcao pelo HTLV-2 ainda
sejam pouco compreendidos, ha evidéncias que apontam para uma relagéo
entre a infecgdo e os disturbios neurolégicos semelhantes a PET/MAH e as

doencas linfoproliferativas (Martin et al., 1993; Murphy, E.L., 1996).

1.1.2 — Histérico
Em 1980, ocorreu o primeiro isolamento de um retrovirus humano, o
Virus linfotrépico de células T humanas (HTLV), em um paciente com linfoma

cuténeo de células T, nos EUA (POIESZ et al., 1980).



Um ano apos este achado, em 1981, um novo isolamento foi feito, o
Virus da leucemia de células T de adultos (ATLV) (Hinuma et al., 1981).
Semelhancgas observadas entre o HTLV e o ATLV fez suspeitar de que se
tratava de um mesmo virus, hipétese que foi confirmada em 1984 (Watanatabe
et al., 1984).

Em 1982, foi isolado um segundo tipo do HTLV (Kalyanaraman et al.,
1982). Estudos realizados demonstraram que apesar de possuirem relagao, se
constituiam em agentes distintos e foram descritos como HTLV-1e HTLV-2
(Hall et al., 1994).

No Brasil, o HTLV-1 foi primeiramente descrito em 1986, por Kitagawa et
al., em uma comunidade japonesa residente em Campo Grande (MS), sendo a
maioria dos individuos oriundos de Okinawa, sul do Japdo (Kitagawa et al,
1986).

Em 2005, dois novos retrovirus foram descobertos o HTLV-3 e HTLV-4
na Africa Central. O HTLV-3 foi descoberto em 2 habitantes assintomaticos do
Sul de Camardes, cujas amostras de soro apresentaram sorologias
indeterminadas para HTLV. HTLV-4 foi descrita entre africanos cacadores de

carne silvestre (Wolfe, 2005; Calattini et al., 2005)

1.2 BIOLOGIA DO HTLV-1 e HTLV-2
1.2.1 — Aspectos Morfologicos do HTLV-1 e do HTLV-2

O HTLV mede aproximadamente 100nm de didmetro e apresenta
envelope lipoprotéico (Jawetz et al., 1991; Coffin, 1996). O genoma viral é
constituido por duas moléculas idénticas de RNA de fita simples, com

polaridade positiva (Coffin, 1996).
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Figura 1 — Estrutura morfolégica do HTLV
Fonte: www.bioon.com/biology/Microbiology/184243.shtml

O genoma dipldide de RNA de fita simples esta envolvido por um
envoltorio protéico denominado de capsideo, constituido pelas proteinas p15,
p19 e p24 (Tangy, 1996). Denomina-se esse conjunto de elementos de
nucleocapsideo ou core (Hjelle, 1991). Encontram-se ainda, incluidas no core:
a protease, a transcriptase reversa e a integrase que sao enzimas de
importancia catalitica na replicagdo viral (Coffin, 1996). Na fase final de
montagem do virus, ha adigdo de um invdlucro lipoprotéico, cuja constituicao
base € a matriz lipidica da membrana plasmatica da célula hospedeira
associada as glicoproteinas virais, gp46 e gp21 (White & Fenner, 1994; Coffin,

1996; Tangy, 1996).

1.2.2 Organizagcao Genémica do HTLV-1 E HTLV-2
O genoma viral do HTLV-1 e do HTLV-2 tem demostrado uma

similaridade na organizagdo génica (Gelmann et al., 1984; Hall et al., 1994). Os



retrovirus possuem trés genes estruturais que sdo: gag, env e pol que sao
flanqueados por duas regides conhecidas como Long Terminal Repeats - LTR,
possuidoras de sitios de ligacdo para a RNA polimerase, bem como de
sequéncias reguladoras de transcri¢cdo viral (TATA box, enhancers e sinal poli-
A (Shimotohno et al., 1985).

As regides LTR s&o formadas por trés dominios exatamente iguais (U3-
R-U5) em ambas as extremidades 5’ e 3’, porém apresentam fungao distinta de
iniciador e de finalizador da transcri¢do, respectivamente (Gelmann et al., 1984;
Shimotohno et al., 1985). O gene gag codifica uma proteina de 53.000 daltons
(p53), que apds clivagem proteolitica origina as proteinas estruturais p19, p24 e
p15 (Yamamoto & Hinuma, 1988).

O gene pol codifica a transcriptase reversa, a RNAse H e a integrase, as
quais estdo envolvidas na sintese do genoma viral e na integragdo do mesmo
ao genoma da célula hospedeira (Ciminale et al., 1992). A regido codificadora
da protease (pro), enzima viral responsavel pela clivagem proteolitica das
poliproteinas codificadas pelos genes gag e pol, esta localizada de forma
sobreposta aos genes gag e pol (Shimotohno et al., 1985).

O gene env codifica as glicoproteinas externas do envelope, agp 21 e a
gp 46. O gene pX (extremidade 3’) apresenta quatro estruturas de leitura aberta
que codificam as proteinas reguladoras Tax, Rex (duas diferentes
apresentacbes moleculares) e trés outras proteinas com fungdes
desconhecidas (Johnson et al., 2001; Horal et al., 1991; Hall et al; 1994).

Além de possuirem os genes estruturais que sdo comuns entre os

retrovirus, os HTLV apresentam uma regido genbmica designada de pX,



localizada entre o gene env e a regidao 3’ LTR. Dentro dessa regido, estdo os
genes tax e rex que codificam as proteinas Tax e Rex, respectivamente
(Ciminale et al., 1992).

A homologia do HTLV-1 e HTLV-2 varia de acordo com a regiao
codificadora. Eles compartilham aproximadamente 85% das sequéncias de
nucleotideos da regido gag, mas apenas 65% do gene env. A regido LTR tem
sido utilizada para subtipar genotipicamente os dois tipos de HTLV (Gelmann et

al., 1984; Shimotohno et al., 1985).

1.2.3 Replicagdo Viral do HTLV-1 E HTLV-2

A replicagéo do virus inicia-se com a interagao entre as glicoproteinas do
envelope viral e receptores presentes na superficie celular resultando na
entrada do nucleocapsideo na célula, seguido da transcrigcdo reversa do RNA
genbmico viral. A Fase seguinte é realizada pela maquinaria celular,
caracterizada pelo processamento bioquimico e finalizada pela montagem das

novas particulas virais (White & Fenner, 1994; Coffin, 1996).

A funcio do envelope do HTLYV na infeccao de células hospedeiras

HTL%-1
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Figura 2 — Interagao entre o HTLV e a célula
Fonte: www.dundee.ac.uk/biomedres/brighty.htm

Apds a ligacdo da glicoproteina viral ao seu receptor celular, a entrada

do virus pode ocorrer pela fusdo do envelope viral com a membrana da célula,



0 que leva a descapsidizagdo do virus e a liberacdo do genoma viral no
citoplasma (Tangy, 1996). Essa entrada do virus pode ocorrer também por
endocitose seguida de fusdo de membrana (Voyles, 1993).

Apo6s a liberagao do acido nucléico viral, a transcriptase reversa passa a
agir na transcrigao do RNA viral para DNA de fita dupla, com remocgéao adicional
do RNA viral por meio da agdo da ribonuclease H (RNAse H) da prépria
transcriptase reversa (Voyles 1993).

Os retrovirus apresentam uma molécula de RNAt, que se encontra
ligada a regido 5 do RNA gendmico, e a transcricdo reversa comega se

utilizando desse RNAt como iniciador (White & Fenner, 1994).

T Reconhecimento celular

Transcrigio !
FEVErS) e
Fase inicial DA,
prosiral
{'j Invegracic Brommento
H"'
Transicio I _‘\lq—l -
e S — H:-nn_l:agetn -
Enlich I wiral - -
e — Fase tardia

Figura 3 — Representagédo esquematica do ciclo vital do HTLV-1
Fonte: www.dundee.ac.uk/biomedres/brighty.htm

Para se obter o DNA de fita dupla, € necessario que a trascriptase

reversa transcreva a segunda fita, agora a partir do molde de DNA. Esse



processo possui também um iniciador, que é uma sequéncia de RNA,
resistente a degradacgao pela RNAse H durante a transcrigao reversa, presente
na extremidade 5’ da regidao U3 (Coffin, 1996).

Ocorre em seguida a migracdo do DNA de fita dupla recém formado
para o nucleo, que ira integrar-se ao genoma celular por agao da integrase
viral; o mecanismo de transporte ainda ndo é conhecido e pode se dar de
forma diferenciada entre os retrovirus (Tangy, 1996; Coffin, 1996).

Durante a fase de transcricao do DNA proviral, ocorre, simultaneamente,
a formagao de trés tipos de RNAmM: Um RNA subgendmico, com fungéo de
traducao das proteinas do envelope, um RNAm, com funcado de tradugao das
proteinas reguladoras Tax e Rex e finalmente, um RNA subgendmico longo,
que servira como fonte de tradugc&o dos genes gag, pro e pol, e também como
RNA gendémico (Gelmann et al., 1984; Shimotohno et al., 1985; Ciminale et al.,
1992; Ferreira et al., 1997).

A montagem do virus e o brotamento ocorrem simultaneamente. As
particulas virais sao visualizadas como contornos crescentes na face interna da
membrana celular, a qual estende-se até formar uma esfera envolta pela matriz
lipidica da membrana, contendo as glicoproteinas virais. E devido a esse
processo que a particula viral imatura adquire o envelope (White & Fenner,

1994; Coffin, 1996: Tangy, 1996).

1.3 HETEROGENEIDADE GENETICA DO HTLV-1 e HTLV-2

O HTLV-1 apresenta seis subtipos genéticos principais baseados na

origem geografica do virus, na comparagdo de sequéncias e na analise



filogenética das regides gp21 e LTR , os subtipos sdo: HTLV-1a (subtipo
Cosmopolita), HTLV-1b (subtipo da Africa Central) HTLV-1c (subtipo Australia
Melanésia) HTLV-1d (subtipo Nova Africa Central), HTLV-1e e HTLV-1f (Miura
et al., 1994; Ureta-Vidal et al., 1994; Van Doren et al., 2001). Similarmente o
HTLV-2 tem quatro subtipos moleculares 2a, 2b, 2c e 2d (Hall et al, 1992; Ishak
et AL, 1995, Vandame, 1998) .Esta heterogeneidade genética dentro do HTLV-
1 e do HTLV-2 fornece informagdes valiosas relacionadas a transmissao viral
(Hall et al., 1994; Ishak et al., 1995; Slaterry et al., 1999; Vandamme et al,
1998).

O HTLV-2 demonstrou, inicialmente, dois padrdes de diferenciacao
intimamente relacionados, designados de HTLV-2a e HTLV-2b (Hall et al.,1992;
Dube et al., 1993). O padrédo 2a pode ser obtido pela clivagem de um produto
amplificado do gene env, com o uso da enzima de restricdo Xhol (Hall et al.,
1992; Ishak et al., 1995; Eiraku et al., 1996).

Ishak et al. (1995) e Eiraku et al. (1996), propuseram a ocorréncia de
um terceiro subtipo, denominado de HTLV-2c, entre os indios Kayap6 e os
usuarios de drogas injetaveis do Brasil, respectivamente.

Um outro subtipo, denominado HTLV-2d, foi isolado a partir de um unico

individuo da tribo pigméia Efe Bambuti, no Congo (Vandamme et al., 1998).

1.4 HTLV-1 e DOENCA

O HTLV-1 tem sido relacionado com a leucemia e linfoma de células T

do adulto (LcLTA) (Takatsuki et al., 1985).



A taxa de incidéncia de LcLTA é relativamente maior nos homens do que
nas mulheres e a faixa etaria média onde ocorre a doenga é aproximadamente
55 anos. Das pessoas infectadas pelo HTLV-1, apenas 0,01 a 0,1%
desenvolvem a LcLTA, que possui um periodo de incubacao de 17 a 40 anos
(Kawano et al., 1984; Kim & Durak, 1988; Yamamoto & Hinuma, 1988).

A LcLTA é classificada em trés formas clinicas diferentes: leucémica
aguda, crénica e forma linfomatosa. A ATL tipica é encontrada nas formas
agudas e linfomatosas, sendo uma neoplasia maligna de linfécitos T
diferenciados caracterizada por lesdes cutaneas, linfadenopatia, envolvimento
visceral, circulagdo anormal de linfocitos, hipercalcemia e lesbes 6sseas (Bunn,
Jr. et al., 1983; Kim e Durak, 1988).

Dentre as associagdes do HTLV-1 com outras doencas, uma tem
recebido especial atencdo, que é uma doenga neurolégica degenerativa
caracterizada por paraparesia espastica progressiva, incontinéncia urinaria e
disturbios sensoriais. Esta Sindrome foi primeiramente descrita por Gessain et
al. (1985), a partir de investigagbes realizadas na Martinica, e recebeu a
denominagdo de Paraparesia Espatica Tropical (TSP). Em seguida, sua
presenca foi confirmada no Japao, sendo proposto alternativamente, o termo
Mielopatia associada ao HTLV-1 (MAH), por sua ocorréncia também em area
de clima temperado (Osame et al., 1986).

No Brasil, alguns trabalhos relatam casos suspeitos de TSP/MAH em
varias regides do pais (Takayanagui et al., 1991; Almeida et al., 1994; Moreira

etal., 1994).



1.5 HTLV-2 e DOENCA

O HTLV-2 foi isolado em 1982, primeiramente, de um paciente com
leucemia, considerada benigna, que é a leucemia de células pilosas
(Kalyanaraman et al., 1982 apud Rosenblatt et al., 1986). Em 1982, um
segundo isolamento foi realizado a partir de um outro caso com caracteristicas
clinicas distintas.

Embora a infecgéo pelo HTLV-2 tenha demonstrado ter carater benigno,
ha evidéncias crescentes de que o virus possa apresentar-se como agente
etiolégico em doengas neuroldgicas e hematoldgicas (Murphy, 1993; Hall et al.,
1994; Murphy et al., 1999).

Existem varios relatos que descrevem uma associacao da infeccéo pelo
HTLV-2 com disturbios neuroldgicos similares a PET/MAH (Hjelle et al., 1992;
Harrington et al., 1993; Murphy et al., 1993; Sheremata et al., 1993; Murphy et
al., 1999).

Estudos demonstraram que o HTLV-2 possui um tropismo preferencial
pelo linfocitos T CD8". Esta associacdo foi observada inicialmente em um
paciente com leucemia linfocitica granular (Loughran et al., 1992) e em outro
com linfocitose granular. Neste ultimo caso, a andlise revelou que o provirus do

HTLV-2 estava integrado apenas nos linfocitos T CD8" (Martin, 1993).

1.6 EPIDEMIOLOGIA DO HTLV-1 E HTLV-2

1.6.1 Mecanismos de Transmissao

A transmissdo atual de HTLV-1/2 varia de acordo com o contexto

geografico e com certos fatores de comportamento de risco associados com a



disseminagao através do sangue (uso de drogas injetaveis e transfusdao de
hemoderivados) e outros fluidos biolégicos trocados durante as relagdes
sexuais (Hall et al., 1996).

A infeccdo por HTLV-1 pode ocorrer tanto por transmissao vertical como
horizontal. Na transmissdo vertical, mae para filho, tem fundamental
importancia o aleitamento materno prolongado. A probabilidade de isto
acontecer é de 18% a 30% (Bittencourt, 1998; Hall et al., 1996; Vrielink &
Reesink, 2004).

A transmissdo pela via hematogénica tem sido relevante na
disseminagao do HTLV-2 em areas urbanas entre os usuarios de drogas
intravenosas e entre os doadores de sangue (Casseb et al., 1997; Egan et al,,
1999). Embora a infecgao pelo HTLV-1 esteja presente entre os usuarios de
drogas intravenosas, estudos mostraram uma maior prevaléncia do HTLV-2
entre esse grupo (Lee et al., 1989; Egan et al., 1999).

A transmissao vertical tem sido descrita como uma das principais formas
de transmissao do HTLV-2 em varias populagbes humanas, embora estudos
tenham demonstrado que essa transmissao esta relacionada principalmente ao
aleitamento materno (Kaplan et al., 1992; Caterino-de-Araujo & De los Santos-
Fortuna, 1999).

Ishak et al. (1995) encontraram entre seis aldeias Kayapo, no Para,
Brasil, uma alta prevaléncia (33%) do HTLV-2, sendo as altas taxas entre as
criangas com menos de 9 anos (20%) e os idosos acima de 60 anos (60%),
sugerindo que a via sexual e o aleitamento materno s&o as principais formas de

transmissao do virus nesse grupo populacional.



1.6.2 Distribuicdo Geografica do HTLV-1 e HTLV-2

As infecgdes pelo HTLV estdo distribuidas em todo os lugares do
mundo, porém existem areas de maior endemicidade, além de particularidades
proprias do tipo de HTLV considerado. Desta forma o HTLV-1 apresenta
prevaléncia elevada no Sudoeste do Japao, nas llhas do Caribe, na América
Central, na América do Sul, nas regides da Africa Equatorial e Melanésia
(Murphy, 1990). No que diz respeito ao HTLV-2 a infecgao parece acometer
grupos populacionais distintos e aparentemente nao relacionados entre si,
habitando diversas regides geograficas. De um lado, as populag¢des nativas de
indigenas das Américas do Norte, Central e do Sul, pigmeus da Africa Central e
Mongoéis da Asia e, de outro, os usudrios de drogas injetaveis nos Estados
Unidos, em paises europeus € em paises asiaticos, como o Vietnd (Robert-
Guroff et al., 1986; Erlich et al., 1989, Lee et al.,, 1989; Heneine et al., 1991;
Maloney et al., 1992; Hall et al., 1994; Ishak et al., 1995; Gessain & De Thé,
1996; Taylor, 1996; Gongora-Biachi et al., 1997; Fukushima et al., 1998; Salemi

et al., 1998; Egan et al., 1999; Fujiyoshi et al., 1999).
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Figura 4 — Distribuicao geografica do HTLV-1
Fonte:www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.geografiaparatodos.com.br/img/mapasm/




1.6.2.1 Distribuicdo do HTLV-1 e HTLV-2 na Africa

Poucos estudos tém sido levados a cabo nas dltimas décadas na Africa,
e o numero de individuos testados sao limitados. Na Etiopia, doadores de
sangue, a maioria sendo doadores de reposi¢cao, e varios outros grupos da
populagao foram infectados igualmente com HTLV-1 ou HTLV-2 (1,9% e 2,5%,
respectivamente) (Vrielink et al., 1995; Vrielink & Reesink, 2004).

A presenca do HTLV-2b na Africa Central sugere que algumas
populagdes de pigmeus, tem sido durante anos, um reservatério desse subtipo
viral (Gessain et al., 1995). Por outro lado, os achados do HTLV-2a em
prostitutas sugerem que este subtipo viral foi introduzido recentemente na

Africa, por meio do comércio do sexo (Gessain & Thé, 1996).

1.6.2.2— Distribuigdo do HTLV-1 e HTLV-2 na Asia

Na China, um numero limitado de doadores de sangue e individuos
aleatérios foram testados. Em um unico estudo da regido sul da China 0,15%
de doadores apresentaram infecgao para o HTLV-1. No Sul do Japéo, 1,4% de
doadores masculinos e 2,2% de doadores femininos apresentaram positividade
para o HTLV-1 Na Coréia um predominio alto de HTLV-1 (0,76%), foi
observado em doadores de sangue na llha de Cheju, que esta perto do sul do
Japdo. Em relagdo ao HTLV-2 a taxa de infecgdo no continente asiatico, ao
contrario do que se tem evidenciado para o HTLV-1, esta a taxa de 3,12%
(3/96) entre nativos da Mongdlia, cuja analise molecular caracterizou como

subtipo 2a (Hall et al., 1994; Taylor, 1996; Vrielink & Reesink, 2004).



1.6.2.3 — Distribuicdo de HTLV-1 e HTLV-2 na Europa
No Continente Europeu a taxa de prevaléncia de HTLV-1 e HTLV-2 se
apresenta baixa entre os doadores de sangue, porém sua taxa é elevada entre
os usuarios de drogas intravenosas (UDIV) (Taylor, 1996; Egan et al., 1999).
As evidéncias de infeccio pelos subtipos HTLV-2a e HTLV-2b em UDIV
na Europa, reforcam a hipotese de que essa infeccdo pelo HTLV-2 seria
provavelmente, originaria da América do Norte (Vallejo et al., 1996; Salemi et

al., 1998; Egan et al., 1999).

1.6.2.4 — Distribuicdo de HTLV-1 e HTLV-2 nas Américas

Nos Estados Unidos doadores de sangue sé&o rotineiramente testados
sorologicamente para HTLV-1 e HTLV-2, e aproximadamente 0,009%
apresentaram positividade para HTLV-1 e 0,022% para o HTLV-2 ( Vrielink &
Reesink, 2004).

No Brasil, a infeccdo por HTLV-1 e por HTLV-2, esta presente em
diferentes areas geograficas como confirmada através de estudos
soroepidemiolégicos na populagdo em geral, assim como em grupos
especificos como doadores de sangue e pacientes com doengas
hematoldgicas e neuroldgicas (Andrada-Serpa et al.,1989; Castro Costa et al,,
1989; Pombo-de-Oliveira et al., 1990; Araujo et al., 1993; Lessa et al., 1993;
Ferreira Jr. et al., 1995; Farias de Carvalho et al., 1997; Ishak et al,
1998,2002).

As analises realizadas no Brasil para se verificar a taxa de infeccéo por

HTLV-1, revelaram ser elevadas o indice de infecgdo entre grupos de



populagdes que incluiam homens bissexuais, prostitutas, pacientes com
SIDA/AIDS e hemofilicos. Além disso, foi observada uma prevaléncia entre
subgrupos co-infectados pelo HTLV e HIV-1 (1% a 11%), indicando que esses
retrovirus compartilham a rota sexual de transmissédo (Cortes et al., 1989;
Vallinoto, 1998; Laurentino et al., 2005; ). A taxa de prevaléncia maior entre os
pacientes com SIDA/AIDS esta entre os que declararam ser usuarios de drogas
injetaveis, o que corrobora a importancia da transmissao por meio de agulhas e
seringas contaminadas (Moreira Jr. et al., 1992).

O HTLV-2, no Brasil, apresenta distribuicdo geografica com uma area
endémica dentro de grupos de populacgao indigena da regido Amazénica, muita
das quais ainda vivem em comunidades epidemiologicamente fechadas
(Maloney et al., 1992; Ishak et al., 1995; Ishak, 2001; Ishak, 2003).

Alguns autores relatam uma elevada taxa de soropositividade da
infeccdo pelo HTLV entre imigrantes de areas endémicas do Japao
(Yamashita, 1999; Vallinoto, 2004). E também incidéncia em comunidades

Afro-descendentes(Vallinoto, 2005).

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral
Descrever a epidemiologia molecular do Virus linfotropico de células T

humanas do tipo 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) em trés populacgdes distintas, no
estado do Amapa, que sado: individuos infectados pelo HIV-1 e ou com
SIDA/AIDS, comunidade Afro- descendente e pacientes atendidos no

Laboratorio Central de Saude Publica- LACEN/AP.



1.7.2 Objetivos Especificos

1) Descrever a soroprevaléncia das infecgbes pelo HTLV-1 e HTLV-2 em
pacientes com HIV-1 e/ou SIDA/AIDS; em comunidade Afro-descendente e
em pacientes atendidos no Laboratério Central de Saude Publica do
Estado do Amapa — LACEN.

2) ldentificar os subtipos de HTLV-1 e HTLV-2 circulantes entre pacientes
infectados pelo HIV-1 e/ou SIDA/AIDS, em comunidades afrodescendentes
e em pacientes atendidos no Laboratério Central de Saude Publica do
Estado do Amapa.

3) Levantamento da distribuicdo do HTLV por sexo e faixa etaria.

4) Relacionar a Co-infecgdo HIV/HTLV, a contagem de linfécitos T CD4+ e T
CD8+.

5) Relacionar a Co-infecgdo HIV/HTLV com a carga viral.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULAGOES EXAMINADAS E OBTENGAO DAS AMOSTRAS
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Figura 5 — Mapa do Estado do Amapa
Fonte: www.viajarmilhas.com/imagess/Amapa/mapa-do-amapa.JPG

Para a execucgao do presente estudo foram coletadas 356 amostras de
sangue, de trés populagdes distintas do Amapa, estado brasileiro situado a
nordeste da regido Norte. Tem como limites a Guiana Francesa ao Norte,
Oceano Atlantico a leste, o Para ao sul e oeste e o Suriname a noroeste.
Ocupa uma area de 143.453.7 km2. A capital € Macapa. As cidades mais
populosas sao Macapa e Santana (AMAPA.NET, 2003).

Das 356 amostras colhidas, 186 foram da comunidade afro-descendente
de Mazagao municipio do Amapa; 140 amostras de individuos infectados pelo
HIV-1 e/ou SIDA/AIDS; e 30 amostras de pacientes atendidos especificamente
para diagnéstico de HTLV pelo LACEN-AP e a escolha dos pacientes teve

como critério estar inserido em qualquer dessas trés populacdes discriminadas



e que assinasse o termo de consentimento para que a pesquisa fosse
realizada.

A coleta feita foi de 10 ml, sendo 5ml sem anticoagulante, a fim de que
a fracdo separar o0 soro, para a realizagdo da sorologia. E 5ml com
anticoagulante, EDTA, para a separagdo do plasma e da fragdo celular
(leucécitos), para processamento da reagcdo em cadeia mediada pela
polimerase (PCR).

Os soros foram cuidadosamente estocados a —-20 °C, devidamente
identificadas e foram processadas no Laboratério de Saude Publica do
Amapa(Western Blot) e Universidade Federal do Para (Sorologia e

Caracterizagao Molecular).

2.1.1 Comunidade Afro-descendente
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Figura 6 — Mapa do municipio de Mazagao-AP
Fonte: www.google.com.br/images?g=mapa+do+municipio+de+mazagao



Amostras de sangue foram colhidas de 186 individuos pertencentes a
uma comunidade afro-descendente, do municipio de Mazagao, no estado do
Amapa. Sendo 110 do sexo masculino e 76 do sexo feminino, com uma faixa
etaria compreendida entre 8 e 70 anos;

Mazagéo € um municipio do estado do Amapa, que foi criado em 28 de
novembro de 1890, distante 36 Km da capital. Comunidade isolada, sendo que
sua origem remonta a histéria do povoado de Mazagéo Velho, fundado em
1770 para abrigar 163 familias portuguesas vindas da Africa, fugindo da guerra

entre cristdos e mouros (AMAPA.NET, 2003).

2.1.2 — Pacientes HIV/AIDS infectados

Amostras de sangue de 140 pacientes infectados pelo HIV-1 e/ou
SIDA/AIDS, atendidos no Laboratério Central de Saude Publica do Amapa-
LACEN/AP, residentes no estado do Amapa, foram testadas para verificar a co-
infeccdo HIV-1/HTLV. Dentre os individuos analisados 71 eram do sexo
masculino e 62 do sexo feminino, e a faixa etaria compreendida foi de 1 a 64

anos;

2.1.3 — Populacéao atendida no LACEN/AP

30 amostras foram coletadas da populacdo atendida pelo Laboratério
Central de Saude Publica do estado do Amapa-Brasil, especificamente para
diagndstico de HTLV. Sendo 16 do sexo masculino e 14 do sexo feminino e

faixa etaria compreendida entre 15 e 61 anos



2.2 - SOROLOGIA

Os soros serao testados para a presenga de anticorpos para anti HTLV-

1/2, usando-se um ensaio imunoenzimatico, ELISA (HTLV-I/Il Ab-Capture Elisa

Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA). As amostras reativas seréo

submetidas a confirmagao por Western blot (HTLV Blot 2.4, GenelLab

Diagnostics Ltd., Singapore).

2.2.1- Técnica de Western blot

1.

Usando a pinga, retire cuidadosamente o numero necessario de fitas do
tubo e coloque-as em cada pog¢o com a face numerada voltada para cima.
Inclua fitas para controles reativo forte, reativo fraco e nao reativo;
Adicione 2ml de solugdo tampao de lavagem diluida (20X — 1 volume de
solugao para 19 volume de agua) a cada pogo;

Incube as fitas durante pelo menos 5 minutos a temperatura ambiente ( 25
+ 3 °C) sobre uma plataforma oscilante (velocidade de 10 a 14 oscilagoes
por minuto). Remova a solugédo tampéao por aspiragao;

Adicione 2ml de solugdo tampé&o para Blotting (Reconstituir o tampéo
estoque liofilizado com 100ml de agua destilada, pipetar 20ml da solugao
estoque reconstituida para dissolver 1g de p6 para Blotting, agite) a cada

POCO;

Adicione 20ul de cada soro de paciente ou de controle nos pogos

apropriados;



6. Cubra a bandeja com a tampa fornecida e incube durante 1h a temperatura
ambiente (25 + 3 °C) na plataforma oscilante;

7. Retire cuidadosamente a tampa, evitando salpicos ou misturar as
amostras. Incline a bandeja para aspirar a mistura dos pogos. Troque as
ponteiras de aspiracdo entre as aplicagdes de amostras para evitar
contaminacgao cruzada,;

8. Lave cada fita trés vezes com 2ml de solu¢cdo de tampao de lavagem
diluida deixando-as imersas durante 5 minutos sobre a plataforma
oscilante, entre cada lavagem;

9. Adicione 2ml de solugéo de conjugado de trabalho a cada pogo;

10.Cubra a bandeja e incube durante 1 hora a temperatura ambiente (25 + 3
°C) na plataforma oscilante

11.Aspire o conjugado dos pog¢os. Lave como na etapa 8;

12.Adicione 2 ml de Solug¢ao de Substrato a cada poco;

13.Cubra a bandeja e incube-a durante 15 minutos na plataforma oscilante;

14.Aspire o substrato e enxagle as fitas pelo menos trés vezes com agua de
qualidade reagente para interromper a reagao;

15.Usando a pinga, retire cuidadosamente as fitas e coloque-as sobre toalhas
de papel. Cubra com toalhas de papel e seque. Alternativamente, deixe as
fitas secarem nos pogos da bandeja;

16.Monte as fitas sobre folha de papel branco ndao absorvente. Nao aplique fita
adesiva sobre as bandas reveladas. Observe as bandas (Ver interpretagcao
dos resultados) e interprete os resultados. Para armazenamento, conserve

as fitas em local escuro.



» Interpretagao dos Resultados

A banda de controle de soro serve como um controle da adicdo da

amostra na prova. A auséncia desta banda indica que nao foi adicionado a fita

nenhum soro de teste ou o conjugado ou o substrato, ou que ocorreram outros

erros operacionais.

Localize e identifigue as bandas nas fitas processadas com os controles

reativos fortes. Estas fitas serdo entdo usadas para identificar as bandas

presentes nas fitas que contém as amostras sob teste.

PADRAO

INTERPRETAGAO

Nenhuma reatividade com proteinas especificas do HTLV

SORONEGATIVO

Reatividade com moléculas modificadas pelo gene GAG
(p19 com ou sem p24 e com duas codificadas ENV
(GD21 e rgp46-1 )

SOROPOSITIVO
PARA HTLV-I

Reatividade com moléculas codificadas por GAG (p24
com ou sem p19) e com duas por ENV(GD21 e rgp46-Il)

SOROPOSITIVO
PARA HTLV-IIO0

Reatividade com moléculas codificadas por GAG (p19 e
p24) e por ENV (GD21)

Soropositivo para HTLV-I indicado se p19 > p24
Soropositivo para HTLV-Il indicado se p19 < p24

SOROPOSITIVO
PARA HTLV*

Deteccdo de bandas especificas para o HTLV, mas que
nao preenchem os critérios de soropositividade para
HTLV-l, HTLV-Il ou HTLV

INDETERMINADO

No entanto, os seguintes padroes de bandeamento classificados como

indeterminados podem ser interpretados como SORONEGATIVOS:
e Padrbes de Western Blot com GAG do HTLV-l indeterminado (HGP)

exibindo presenca de p19, p26, p28, p32, p36, p53, porém auséncia de

p24 e de quaisquer proteina codificadas por ENV

e Quaisquer combinagdes de proteinas codificadas por GAG (p19, p26,

p28, p32, p36, p53) porém auséncia de p24 e de quaisquer proteinas

codificadas por ENV




segue:

Qualquer proteina de GAG sozinha (p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53)
Amostras soropositivas para HTLV nas quais ndo € possivel fazer a
tipagem podem ser melhor solucionadas usando o algoritmo de WiKtor
et al na auséncia de rgp46-l e de rgp46-ll. Este algoritmo usa a
reatividade relativa de p19 e de p24 e mostrou-se eficiente para
diferenciar os dois sorotipos.

A Interpretacdo como indeterminado baseia-se nas diretrizes da OMS de
1990. No entanto, varios estudos sugeriram que alguns padrdes de
bandas indeterminados (conforme indicado) podem ser interpretados
como soronegativos, em especial quando provenientes de doadores de
sangue sadios. Por exemplo, um estudo envolvendo 37.724 doadores de
sangue sadios confirmou que HGIPs podem ser interpretados com
seguranga como sendo SORONEGATIVOS. No entanto, deve-se ter
cautela quando os padrbes indeterminados forem obtidos de usuarios de
drogas intravenosas ou de doadores de sangue de area endémicas,

assim como de pacientes com doengas neurolégicas.

2.3 EXTRAGAO DO DNA

O método de extragdo de DNA, a partir de células monoucleares do

sangue periférico (PBMC) das amostras sororeagentes para HTLV, segue as

instru¢cdes do fabricante (Puregene, Gentra Systems, Inc., USA), como se

2.3.1 — Lise Celular

1. Adicionar 300 pyL de sangue total a um tubo eppendorf com capacidade

para 1,5 mL, contendo 900 pL de solugao de lise RBC. Homogeinizar por

inversao e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente;



2.

3.

4.

Centrifugar por 20 segundos entre 13.000 e 16.000. Remover o
sobrenadante com uma micropipeta, deixando ao fundo do tubo o
sedimento de leucdcitos com um residuo de 10-20uL do liquido;

Agitar vigorosamente, em agitador mecéanico, para resuspender o
sedimento de células e facilitar a lise celular;

Adicionar 300uL de solugao de lise celular e homogeneizar por pipetagem.
E necessario a incubacdo a 37°C, caso seja possivel visualizar

aglomerados no sedimento.

2.3.2 — Tratamento com RNAse (opcional)

1. Adicionar 1,5 yL da RNAse A as células lisadas;
2. Misturar a amostra por inversao (cerca de 25 vezes) e incubar a 37°C

por 15 minutos.

2.3.3 — Precipitacao de Proteinas

1.

2.

3.

A amostra a ser analisada deve estar a temperatura ambiente;
Adicionar 100 pL de solucéo de precipitagao protéica ao lisado celular;
Agitar vigorosamente em agitador mecanico, em alta velocidade, por 20

segundos, objetivando uma total homogeinizagéo;

. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 x g por 3 minutos. As proteinas

precipitadas formarao um sedimento no fundo do tubo.

2.3.4 — Precipitagdo do DNA

1.

Transferir o sobrenadante do tubo de eppendorf contendo o DNA (deixando
0 precipitado no tubo) em um novo tubo de 1,5mL, contendo 300uL de

isopropanol 100%;



2. Homogeneizar a amostra por inversao suave (cerca de 50 vezes).

3. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 x g por 1 minuto. O DNA formara um
precipitado branco visivel a olho nu;

4. Desprezar o sobrenadante e secar o excesso com papel absorvente;

5. Adicionar 300 yL de etanol 70%. Inverter o tubo varias vezes para lavar o
sedimento de DNA,;

6. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 x g por 1 minuto. Desprezar o etanol,
cuidadosamente, evitando a perda do DNA,;

7. Secar o excesso em papel absorvente e deixar a amostra secar ao ar por

15 minutos.

2.3.5 Hidratacdo do DNA

1. Adicionar 100 yL de solugéo de hidratagcdo de DNA (concentracao final de
100 pg/mL);

2. Deixar o DNA reidratar durante a noite (entre 12 e 16 horas) a temperatura
ambiente;

3. Estocar entre 2-8°C. Posteriormente, aliquotas de DNA serdo submetidas a

reacdo em cadeia mediada pela polimerase, a PCR.

2. 4 REAGAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)

A PCR realizada no termo-ciclador da Perkin-Elmer Cetus Corp., USA,
permite a amplificagcdo do DNA. E foi realizada em duas etapas ( Nested PCR).

Para amplificacdo das seguintes regides gendmicas: pX, enve 5 LTR.

2.5. PURIFICAGAO DO PRODUTO DA PCR
O processo de purificagdo seguiu o protocolo da QIAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN, Inc., USA) como descrito abaixo:



. Adicionar 5 volumes de tampéo fosfato (200 uL) a 1 volume (40 uL) do
produto da PCR e homogeneizar;

. Colocar uma coluna QIAquick em um tubo coletor com capacidade para 2
mL e adicionar a mistura acima;

. Centrifugar por 30-60 segundos a 30.000 x g;

. Desprezar o conteudo do tubo coletor e retornar a coluna QIAquick ao
mesmo tubo;

. Proceder a lavagem da coluna, adicionando 180 yL de tamp&o de lavagem
ao tubo contendo a coluna QIAquick e centrifugar por 30-60 segundos a
30.000 x g;

. Desprezar o tampao de lavagem do tubo coletor. Centrifugar por mais 30
segundos a 30.000 x g;

. Colocar a coluna QIAquick em um novo tubo coletor com capacidade para
1,5 mL;

. Eluir o DNA, adicionando 30 uL de Tris/HCI pH 8,5,10 mM a coluna
QIAquick; deixar 5 minutos a temperatura ambiente e em seguida,
centrifugar por 30-60 segundos a 30.000 x g. Alternativamente, o DNA
pode ser eluido em agua deionizada estéril;

. ApoOs a eluicado, o DNA purificado é quantificado no GeneQuant || RNA/DNA

Calculator.



3 RESULTADOS

3.1 SOROLOGIA

De um total de 356 amostras, provenientes de 03 (trés) populagdes
distintas, 140 amostras sao de pacientes HIV positivos; 186 amostras sao de
comunidade Afro descendentes e 30 amostras de pacientes atendidos no
LACEN-AP, encaminhados especificamente para diagnostico de HTLV.
amostras colhidas dos pacientes HIV-1 positivos, nenhuma amostra foi
soropositiva. Entre as amostras colhidas na comunidade afro-descendente
apenas uma amostra foi positiva pelo método de ELISA, sendo negativa no
teste confirmatério de Western blot (WB). Porém, na populagado de pacientes
atendidos no LACEN-AP, detectou-se a presenca de anticorpos em 06 (20%)

amostras séricas, pelo método de ELISA.

Nuumero de casos diagnosticados
de HTLWV pelo metodo de ELISA

HIW -1 Infectados 140
HTLW
Afro - Descendentes 186

HTLW

Populacdes

Atendidos no LACEN

HTLW
t t 1 |
o 50 100 150 200

MNamero de Casos

Figura 7: Niumero de casos diagnosticados de HTLV, em populagdo de HIV/AIDS infectados,
populacgao afro-descendente e pacientes atendidos no LACEN-AP, utilizando o teste de ELISA
Fonte: LACEN-AP

As amostras positivas pelo teste de ELISA foram submetidas ao teste

confirmatorio de WB, sendo que a amostra positiva na populagdo afro-



descendente foi negativa nesse método. E entre os individuos atendidos no
LACEN, das 06 (seis) amostras positivas, apenas uma foi negativa, sendo
portanto, 05 (cinco) amostras positivas pelo método WB, padrdao |, 16,6%

(Figura 8).
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Figura 8 — Numero de casos diagnosticados de HTLV, em individuos de HIV/AIDS
infectados, populagdo afro-descendente e Individuos atendidos no LACEN-AP,
utilizando o teste de Western blot.

Fonte: LACEN/AP

3.1.1 Populagéao de Individuos HIV/AIDS infectado

Na populagdo de individuos HIV-1 positivos, 140 amostras foram
analisadas, sendo que nenhuma apresentou soropositividade para HTLV-1/2.
Dos individuos analisados 71 eram do sexo masculino e 62 do sexo feminino, e
a faixa etaria compreendida foi de 1 a 64 anos, apresentando uma média de

32.5 (conforme Tabela 1).



Tabela 1 — Distribuicdo por sexo e faixa etaria de Individuos HIV/AIDS

infectados — Amapa-Brasil.

Faixa Etaria Sexo
Masculino Positivos Feminino Positivos Total
n % n % n % n % n %

01-10 01 33.3 00 O 02 66.6 00 0 03 19.3
11-20 01 16.6 00 O 05 83.3 00 0 06 26.9
21-30 27 42.3 00 O 36 57.6 00 0 63 17.2
31-40 27 71.4 060 O 10 28.5 00 0 37 11.3
41-50 17 69.5 060 O 07 30.4 00 0 24 9.7
51-60 02 40.0 060 O 03 60.0 00 0 05 7.5

> 60 01 50.0 060 O 01 50.0 00 0 02 8.1

Total 76 64 140 100

3.1.2 Comunidade Afro-descendente de Mazagao-Amapa

Das 186 amostras de individuos afro-descendente analisados 110 eram
do sexo masculino e 76 do sexo feminino, com uma faixa etaria compreendida
entre 8 e 70 anos, com média de 37.5. Sendo que o maior numero de
individuos analisados estava na faixa entre 16 e 25 anos (Tabela 2). Dessas
amostras analisadas, apenas 01(uma) proveniente apresentou soro
positividade pelo método de ELISA (1/186). Porém, quando foi submetida ao
teste confirmatdrio de Western blot, a mesma apresentou reagado negativa para
o teste e também quando submetida a PCR, ndo apresentou positividade,

sendo considerada negativa.

Tabela 2—- Distribuicdo por sexo e faixa etaria de Afro-descendentes testados

para HTLV 1 e 2, provenientes do municipio de Mazagao — Amapa-Brasil.



Faixa Etaria Sexo
Masculino Positivos Feminino Positivos Total
n % n % n % n % n %
05-15 22 61.1 00 O 14 38.9 00 0 36 19.3
16 — 25 28 56.0 060 O 22 44.0 00 0 50 26.9
26 - 35 22 68.8 060 O 10 31.2 00 0 32 17.2
36 — 45 11 52.4 060 O 10 47.6 00 0 21 11.3
46 — 55 10 55.6 060 O 08 44 .4 00 0 18 9.7
56 — 65 08 57.1 00 O 06 429 00 0 14 7.5
> 65 09 60.0 00 O 06 40.0 00 0 15 8.1
Total 110 76 186 100

3.1.3 Pacientes atendidos no LACEN-AP

A presenca de anticorpos anti-HTLV 1/2, também foi pesquisada em 30

amostras de pacientes atendidos no LACEN-AP, sendo 16 do sexo masculino e

14 do sexo feminino e faixa etaria compreendida entre 15 e 61 anos, com idade

média de 38 anos. Dessas amostras 06(20%) foram repetidamente positivas

pelo método de ELISA (Tabela 3 e Figura 7 e 8). Esses 06 (seis) pacientes

soropositivos, foram submetidos a teste confirmatério de Wb, sendo obtido o

seguinte resultado: 05 (16.6%) apresentaram soropositividade para HTLV-1 e

apenas uma amostra foi negativa pelo teste confirmatério (Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 3 — distribuicdo por sexo e faixa etaria dos pacientes, testados para

HTLV-1 e 2, pelo método ELISA, atendidos no LACEN- Amapa-Brasil.

Faixa Etaria

Sexo

Masculino

Positivos

Feminino

Positivos

Total




n % n % n % n % n %
15— 25 02 40 00 O 03 60 01 333 05 179

26 - 35 04 571 PIN888 03 429 00 07 250
36 — 45 05 625 00 O 03 375 00 0 08 286
46 — 55 01 0 0177833 03 100 02ee o4 7.1
56 — 65 02 50 00 O 02 50 01 50 04 14.3
66 — 75 02 100 00 O 00 00 00 0 02 7.1
Total 16 14 30 100

Tabela 4 — distribuicdo por sexo e faixa etaria dos pacientes, testados para

HTLV-1 e 2, pelo método Western blot, atendidos no LACEN— Amapa-Brasil.

Faixa Etéria Sexo
Masculino Positivos  Feminino Positivos Total
n % n % n % n % n %
1525 02 40 00 O 03 60 01 333 05 179
26-35 04 571 00 O 03 42,9 00 0 07 25.0
36 —45 05 625 00 O 03 375 00 0 08 28.6
46 — 55 01 0 0177833 03 100 04 7.1
56 — 65 02 50 00 o0 02 50 04 14.3
66 — 75 02 100 00 O 00 00 00 0 02 7.1
Total 16 14 30 100

Figura 9: Resultados do teste de western blot para HTLV-1/2 de pacientes atendidos no
LACEN-AP
Fonte: LACEN-AP

Portanto, a soroprevaléncia de anticorpos anti-HTLV-1 na populagao de

pacientes atendidos no LACEN, foi de 16.6%, considerando o teste



confirmatorio de Wb (Figura 9). A maior frequéncia foi de individuos do sexo

feminino, 04(13.3%) e 01 do sexo masculino (3.33%) ( Tabela 3)

Tabela 5 — Distribuicdo dos casos positivos de HTLV-1 por faixa etaria —

LACEN/AP
Classes Xi Fi Percentual

15.0 [1-25.0 20.0 20.00%
25,0 [1-35.0 30.0 0 0.00%
35,0 [-45.0 40.0 0 0.00%
55,0 [1-65.0 60.0 1 20.00%
65.0 [-75.0 70.0 0 0.00%
TOTAL 5 100.00%

Tabela 6 — Distribuicdo dos casos positivos de HTLV-1 do sexo feminino por

faixa etaria — LACEN/AP

Classes Xi Fi Percentual
15.0 1-25.0 20.0 1 25.00%
250 1-35.0 30.0 0 0.00%
350 1-45.0 40.0 0 0.00%
55.0 1-65.0 60.0 1 25.00%
65.0 1-75.0 70.0 0 0.00%
TOTAL 5 100.00%

Os cinco individuos soropositivos (HTLV-1), diagnosticados pela técnica
de Western blot, tiveram idades entre 22 e 61 anos, com idade média de 48.6.
Sendo a taxa de positividade mais elevada entre a faixa de 46 a 55 anos

(Tabela 4).



Entre os individuos soropositivos, apenas 02(dois), pertenciam a mesma
familia (marido e mulher). Os filhos desse casal até o momento da pesquisa
ainda nao haviam sido investigados.

Dos soropositivos 03(trés) pacientes do sexo feminino apresentavam
problemas hematolégicos, inclusive com histéria de transfusdo sanguinea, em
01 dos casos. E em 01 caso havia histéria de antecedente de o&bito por
Leucemia na familia. Essa clinica apresentada pelos soropositivos e

antecedentes, necessitam ser melhores investigados a posteriormente.

3.2 CARACTERIZAGAO MOLECULAR

As foram submetidas a amplificagdo génica pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PC). Foi realizada a digestdo enzimatica (regido PX-Taql), onde as
amostras positivas na PCR apresentaram um padrdao de banda caracteristico
de HTLV-1 (figura 6). E foram submetidas a PCR para a regido 5’ LTR-1, e 0
produto foi submetido posteriormente, a digestdo enzimatica pelas
endonucleases Sac | e Dra |, determinando que o subtipo de HTLV-1 circulante

€ do grupo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental (Figura 7)
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Figura 10: PCR
Fonte: LACEN/AP
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Figura 11: Digestdo Enzimatica
Fonte: LACEN/AP

Figura 12: Digestdo Enzimatica pelas endonucleases Sac | e Dra |, das amostras positivas de
individuos atendidos no LACEN-AP
Fonte: LACEN/AP
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Figura 13 — numero de casos de HTLV-1, em pacientes atendidos no LACEN, pelo
método PCR
Fonte: LACEN/AP



4 DISCUSSAO

Pesquisas tem demonstrado que o HTLV apresenta-se endémico em
varias partes do mundo. O virus HTLV-1 apresenta taxas elevadas de
endemicidade em algumas areas geograficas definidas, como: Jap&o, Caribe,
América Central e do Sul, Africa Equatorial, Oriente Médio e Melanésia (Levine
& Blattner, 1987; Blattner, 1990; Santos & Lima, 2005). E o HTLV-2, tem sido
encontrado principalmente entre usuarios de drogas injetaveis nas Ameéricas do
Norte e do Sul, na Europa e entre amerindios (Hall et al, 1994; Maloney et al,
1992; Ishak et al, 1995; Ishak et al, 2001; Vallinoto et al, 2001; Ishak et al,
2003).

No Brasil, o HTLV-1/2, apresenta uma taxa de endemicidade distribuida
em todo territdrio nacional, de acordo com as pesquisas soroepidemiologicas
da populagédo em geral, e em grupos especificos, como: doadores de sangue,
pacientes infectados pelo HIV-1, em grupos amerindios e portadores de
disturbios hematolégicos e neurolégicos (Andrada Serpa et al, 1989; Carneiro-
Proietti et al, 2002; Ishak et al, 2003; Catalan-Soares et al, 2005). Na
Amazdbnia, estudos realizados demonstraram que o HTLV-1/2 possui taxa de
endemicidade elevada.(Ishak et al,1998; Vallinoto et al,1998; Ishak et al, 2001;
Ishak et al, 2002; Ishak et al, 2003; Macedo et al, 2004, Vallinoto et al, 2004,
Laurentino et al, 2005).

No presente estudo realizado no Amapa, estado pertencente a
Amazoénia Brasileira, e que faz fronteira com a Guiana francesa , onde a taxa
de prevaléncia para HTLV-1 é de 13.1%(Talarmin et al, 1997). Das 03 (trés)

populagdes pesquisadas: populagdo de pacientes HIV-1 positivos, populacéo



afro-descendente e pacientes atendidos no LACEN-AP, os resultados obtidos
foram: Entre os individuos HIV-1 positivos a taxa encontrada foi de nula. De
140 pacientes HIV-1 infectados testados para HTLV- 1/2, nenhum apresentou
soropositividade. Esse resultado nao esta de acordo com pesquisas realizadas
no Brasil, que demonstram taxas mais elevadas de co-infecgdo, como na
pesquisa realizada na area urbana de Belém, estado do Par4a, geograficamente
vizinho ao Amapda, onde a taxa de prevaléncia encontrada foi de 7,4%
(Vallinoto et al, 1998). Em Salvador a taxa de prevaléncia de co-infeccdo é de
2.3% (Moreira Jr et al, 1993). A prevaléncia encontrada em S&o Paulo foi de
10% em individuos com AIDS e 1,5% em individuos HIV-1 infectados
assintomaticos (Cortes et al, 1989, Casseb et al, 1997). Porém, a presente
pesquisa encontra-se de acordo com o trabalho caracterizacdo molecular de
coinfec¢cao HIV/HTLV em pacientes da Amazdnia, onde amostras provenientes
do Amapa, de individuos HIV-1 infectados, testadas para HTLV néao
apresentaram positividade (Laurentino et al, 2005).

Na segunda populacdo testada, comunidade afro-descendente de
Mazagéo, nessa populagao apenas uma amostra foi positiva para HTLV, pelo
método de ELISA, porém quando submetida ao teste confirmatério de Western
blot e PCR, a amostra ndo apresentou positividade, sendo, portanto
considerada negativa. A taxa encontrada nessa populagdo também foi nula.
Essa taxa ndo esta de acordo com taxas de populacdo afro-descendente
estudada no Brasil, principalmente na Bahia, onde a taxa de prevaléncia
encontrada é de 2.3% (Moreira Jr et al,1993; Britto et al, 1998; Alcantara et al,

2002). E no Para, em uma pesquisa realizada na llha do Marajé,, em uma



cidade chamada Santana do Arari, uma taxa de 2,06%, e em Ponta de Pedra, a
taxa foi de 1%.Algumas pesquisas indicam que HTLV-1 tenha se originado na
Africa, por transmissao interespécies, a partir de primatas ndo humanos, sendo
levado ao novo mundo (Caribe, estados Unidos e América do Sul) pelos negros
africanos, durante o periodo de trafico de escravos no século 16 (Gallo et al,
1983; Gessain et al, 1992; Saksena et al,1992; Song et al, 1995).

Entre os pacientes atendidos no LACEN-AP, de 30 (trinta), 06 (seis)
amostras, foram positivas pelo método de ELISA.. As 06 amostras foram
submetidas ao teste confirmatorio de Western blot, onde 05 ( cinco) amostras
foram confirmadas, apresentando uma taxa de prevaléncia nessa populacéo de
16,6%. As amostras foram submetidas a andlise molecular e o subtipo
circulante é do grupo cosmopolita, subgrupo transcontinental, esse resultado
esta de acordo com os trabalhos desenvolvidos na Amazonia (Laurentino et al,
2005; Souza et al, 2006).

O numero de resultados falso-positivos pelo ELISA em relacado ao teste
confirmatorio de Western blot foi baixa , onde apenas 01(uma) amostra, nao foi
confirmada. Uma hipétese seria de problemas no teste ou reagao cruzada com
outros anticorpos e também foram descritos resultados falso-positivos para o
HTLV, pelo ELISA, em regides endémicas para a malaria, e o0 Amapa é
altamente endémico para malaria (Lal, 1996; Levine et al, 1988).

Nesse estudo houve a determinagdo molecular do subtipo circulante,
que HTLV-1 do grupo Cosmopolita, do subgrupo Transcontinental. Esse

resultado esta de acordo com outros estudos realizados, que demonstram ser



esse subtipo circulante em areas urbanas do Brasil (Segurado et al, 2002;
Alcantara et al, 2003; Laurentino et al, 2005 ; Souza et al, 2006).

Apesar de varios estudos realizados, a origem desse subtipo no novo
mundo ainda possui controvérsias. Algumas pesquisas sugerem que a
introdugdo desse virus no continente ocorreu pela migracdo de populagao
mongol pelo estreito de Bering (Miura et al, 1997; Yamashita et al,1998; Ohkura

et al, 1999; Ramirez et al, 2002).



5 CONCLUSOES

- As analises moleculares realizadas mostraram que no estado do
Amapa, o tipo circulante é o HTLV-1 do subtipo Cosmopolita,
pertencente ao subgrupo Transcontinental.

- Apesar da taxa de Soroprevaléncia entre os individuos HIV/AIDS
infectados do estado do Amapa, encontrada tenha sido nula. Fazem-se
necessarias pesquisas continuas nessa populacado, devido a presenca
do HTLV-1 circulante no estado.

- Na populagao afro-descendente a taxa de soroprevaléncia foi nula.
Porém novas pesquisas devem ser realizadas, para monitoramento. Isso
porqué a populagdo em estudo, ja ndo permanece totalmente fechada,
com tendéncia para a miscigenagao.

- Na populacao pesquisada de individuos atendidos no LACEN, embora a
amostragem tenha sido baixa( 30 amostras ), a taxa de positividade foi
alta 05( cinco ) individuos infectados pelo HTLV-1, subtipo Cosmopolita
do subgrupo Transcontinental. Sendo a maioria de positivos, mulheres

(80%) e a faixa etaria predominante acima dos 40 anos (80%).
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