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RESUMO

O Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV) foi o primeiro retrovirus identificado em
humanos e posteriormente associado a leucemia/linfoma de células T do adulto (LTA). Podem-
se encontrar quatro tipos: HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4, sendo os dois primeiros de
maior prevaléncia. Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo e 2,5 milhdes no
Brasil, estejam infectadas pelo HTLV. O HTLV-1 possui sete subtipos e o HTLV-2, quatro.
Recentemente, foi identificado o subtipo HTLV-1b no estado do Rio de Janeiro, sendo
anteriormente encontrado somente na Africa Central. A analise dos subtipos é importante em
estudos sobre a origem geografica e disseminagao dos isolados virais. O presente estudo teve
como principal objetivo caracterizar as variantes genotipicas do HTLV em um grupo de
pacientes acompanhados no Hospital Universitario Pedro Ernesto — UERJ. Objetivou também
caracterizar o grupo quanto aos possiveis fatores de risco para infec¢ao pelo HTLV, descrever
a ocorréncia de doengas associadas com HTLV, caracterizar o grupo quanto aos subtipos de
HTLYV, descrevendo-os de acordo com a naturalidade dos pacientes e caracterizar os casos de
pacientes com sorologia de WB indeterminado utilizando técnicas de biologia molecular. Foram
estudados pacientes com a infeccdo pelo HTLV, sintomética ou assintomatica, com sorologia
positiva ou indeterminada. As amostras foram submetidas ao teste confirmatdrio pela PCR. A
infeccdo foi confirmada em 31 dos 33 participantes do estudo. Dentre os positivos, 28 foram
HTLV-1a e os demais HTLV-2b. O género mais frequente foi o feminino. Pacientes adultos,
casados e pardos foram os mais frequentes dentro das varidveis de faixa etaria, estado civil e
grupo étnico, respectivamente. A maioria dos pacientes relatou ndo saber se manteve contato
sexual com portador de HTLV, ndo fazer uso de drogas injetaveis ou ja ter realizado transfusdo
de sangue. Dentre as co-infecgdes detectadas, estiveram HIV e HCV. Apenas 9,7% dos
pacientes apresentou sintomatologia, sendo todos os casos de mielopatia associada ao HTLV-
1. Apenas 29% dos pacientes informaram ter amamentado. Dos seis pacientes com WB
indeterminado, cinco foram confirmados para HTLV-1 e um para HTLV-2. O Unico paciente
usuario de drogas injetaveis era portador de HTLV-2b. Recomenda-se novos estudos com
populagdes abertas do Rio de Janeiro, com maior numero de participantes, afim de determinar

mais precisamente a prevaléncia do HTLV e seus subtipos na regido.

Palavras-chave: HTLV, Subtipos, Epidemiologia e WB Indeterminado



ABSTRACT

The Human T-Cell Lymphotropic Virus (HTLV) was the first human retrovirus
identified and associated to leukemia/lymphoma, adult T-cells (ATL). Can be found four types:
HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 and HTLV-4. The first two are the most prevalent. About 10 million
people around the world and 2.5 million in Brazil, are infected with HTLV. The HTLV-1 type
is subdivided into seven subtypes and HTLV-2 in four. Recently, HTLV-1b was identified in the
state of Rio de Janeiro. This subtype it was found only in Central Africa. The analysis of
subtypes is important in studies of geographical origin and dissemination of viral isolates. The
present study aimed to characterize the genotypic variants of HTLV in a group of patients
treated at University Hospital Pedro Ernesto - UERJ. Aimed to characterize the group as to the
possible risk factors for HTLV infection, describing the occurrence of diseases associated with
HTLYV, characterized the group as to the HTLV subtypes; correlations between subtypes and
local of infection; assess risk factors and confirm or exclude cases of patients with indeterminate
or not typed serology. This study characterized the group as to the possible risk factors for
HTLYV infection, describing the occurrence of diseases associated with HTLV, characterized the
group as the subtypes of HTLV, describing them according to the naturalness of patients and
characterize the cases of patients with serology indeterminate WB using molecular biology
techniques. Patients were studied with HTLV, symptomatic or asymptomatic, with positive or
indeterminate WB serology. The specimens were subjected to confirmatory testing by PCR.
The infection was confirmed in 31 of 33 study participants. Among positives, 28 were HTLV-
la and other HTLV-2b. The most frequent was the female gender. Adult patients, married and
browns were the most frequent within the variables of age, marital status and ethnic group,
respectively. Most patients reported not knowing remained sexual contact with HTLV carrier,
do not use intravenous drugs or have already done blood transfusion. The co-infections detected
were HIV and HCV. Only 9.7% of patients had symptoms, and all cases of myelopathy
associated with HTLV-1. Only 29% of patients reported having breastfed. Of the six patients
with indeterminate WB five were confirmed HTLV-1 and HTLV-2. The only patient injecting
drug user was infected by HTLV-2b. We recommend further studies with open populations of
Rio de Janeiro, with the largest number of participants in order to more precisely determine the

prevalence of HTLV and its subtypes in the region.

Keywords: HTLV, Subtypes, Epidemiology and WB Indeterminate
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1. INTRODUCAO

1.1 Breve Histoérico

O HTLYV, Virus Linfotrépico de Células T Humanas, é responsavel por infeccdo crénica
que pode desencadear diversos processos patogénicos em seus portadores ou permanecer
assintomatica (Martins e Stancioli, 2006). O HTLV é classificado em quatro tipos: HTLV-1,
HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4, sendo os dois ultimos, ainda pouco conhecidos quanto a
transmisséo entre seres humanos e a capacidade de desenvolvimento de doengas (Wolf et al.,
2005). Os HTLV-1 e 2 possuem ampla distribuicdo mundial e o Brasil esta entre os paises com

maior nimero de pessoas infectadas (Gessain e Cassar, 2012).

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus descrito em humanos. Foi isolado no ano de 1979
por Poiesz e colaboradores no laboratério do pesquisador Dr. Robert Gallo, do Instituto
Nacional do Cancer nos Estados Unidos. A partir de culturas de linfocitos extraidos de um
paciente norte-americano de 28 anos com diagnostico de leucemia/linfoma cutaneo de células
T do adulto (LTA), foi possivel identificar o HTLV-1 (Poiesz et al., 1980). Ao mesmo tempo,
pesquisadores japoneses identificaram em linhagens de células humanas um retrovirus, por eles
denominado “virus da leucemia de células T do adulto” (ATLV). Apos essa publicagdo, em
1981, japoneses e norte-americanos iniciaram um trabalho conjunto para analisar e comparar
os isolados de ATLV e HTLV-1. Nessas analises, ficou comprovado que ambos eram o mesmo

virus, permanecendo entdo a denominagdo HTLV-1 (Poiesz et al., 1981).

Em 1982, Gallo e equipe identificaram HTLV-2 em um paciente com tricoleucemia de
células T. Entretanto, pesquisas realizadas na época, ndo relataram associacao entre o virus e
essa leucemia. Em 2005, foram descobertos os HTLV-3 e HTLV-4 na Africa Central, em
amostras de sangue total de individuos assintomaticos que viviam no sudeste de Camardes e

que apresentavam sorologia indeterminada para HTLV (Gessain et al., 2013).

Estudos sugerem que o HTLV-1 teve origem no continente africano a partir do contato
entre primatas humanos e ndo-humanos infectados. Essa hipétese é reforcada por este ser o
unico continente onde sdo encontrados todos os PTLV (Virus Linfotrépico de Células T de
Primatas) (Verdonck et al., 2007). Existem duas hipoteses sobre a disseminagdo do HTLV-1

para as Américas. A primeira sugere que tenha ocorrido através das migragdes de populagdes

1



infectadas pelo Estreito de Bering durante a ultima glaciacdo, chegando e se
disseminando de de 10.000 a 35.000 anos A.C. A segunda, na era P6s-Colombiana, através do
trafico de escravos vindos da Africa e de migragdes de populagdes, principalmente japonesas,
apos a segunda guerra mundial. JA o O HTLV-2, pode ter sido introduzido inicialmente no
continente americano atraves da migracdo de populaces asiaticas pelo Estreito de Bering. Nos
ultimos anos sua disseminacdo pode ter ocorrido pelo contato dos indios americanos com 0s
usuarios de drogas intravenosas (UDIV) e pelo compartilhamento de agulhas contaminadas
(Vandamme et al., 2000).

Apesar do HTLV-1 ser mais frequentemente associado com sintomatologia clinica
quando comparado ao HTLV-2, inimeras sao as manifestagdes decorrentes desses virus. As
doengas associadas ao HTLV podem ser neoplasicas (Leucemia/Linfoma de células T do adulto
- LTA), sindromes inflamatorias (mielopatia, uveite, alveolite, entre outras) e complicagdes
infecciosas (estrongiloidiase, escabiose, dermatite infectiva e tuberculose) (Verdonck et al.,

2007; Steinfort et al., 2008; Desailloud e Hober, 2009).

No Brasil, a infec¢ao pelo HTLV foi relatada pela primeira vez em imigrantes japoneses,
no ano de 1986 (Kitagawa et al., 1986). Posteriormente, em 1989, foram descritos os primeiros
casos da sindrome inflamatdria Mielopatia pelo HTLV-1 em Sao Paulo e no Ceara (Costa et al.,
1989 e Martins-Castro et al., 1989). A leucemia/linfoma de células T do adulto associado ao
HTLV foi diagnosticada pela primeira vez no Brasil em 1990, no Rio de Janeiro (Oliveira et al.,
1990). Atualmente, a infeccdo pelo HTLV esta disseminada por todo o mundo. Estudos de
prevaléncia da infec¢do, indicam que aproximadamente 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas, porém ainda serdo necessarios inimeros estudos, com maior abrangéncia, para que

se tenha melhor conhecimento da infecgdo pelo HTLV na populagao mundial (Gessain e Cassar,
2012).

1.2 O Virus Linfotrépico de Células T Humanas

O HTLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Deltaretrovirus, onde esta inserido o grupo dos Virus Linfotropicos de Células T de Primatas
(PTLV) (ICTV, 2013). Dentro do grupo dos PTLV, temos os HTLV (do tipo 1 ao 4) e seus
correspondentes Simios, STLV (do tipo 1 ao 3). O HTLV-4 é o unico que ainda ndo possuli
STLV equivalente (Goff et al., 2007).



Estrutura Morfologica

A estrutura morfologica do HTLV (Figura 1.1) é semelhante a de outros retrovirus. Sua
estrutura € composta por um envelope arredondado, composto por duas camadas de
proteolipidios (originados da membrana plasmatica da célula do hospedeiro) com
aproximadamente 100nm de didmetro. Na parte externa do envelope estdo inseridas as proteinas
gp46 (de superficie) e gp2l (transmembrana), enquanto que na parte interna, esta a p19
(proteina de matriz). Mais internamente localiza-se o capsideo viral, formado pela proteina p15,
de formato icosaédrico e que protege o material genémico viral e suas enzimas. No
nucleocapsideo encontramos 0 RNA viral e as enzimas transcriptase reversa, integrasse e a
protease funcional (Goff, 2007; Verdonck et al., 2007).
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Figura 1.1: Esquema representativo do HTLV. Modificado de Verdonck et al (2007)

Estrutura Gendmica

O material genético do HTLV é composto por duas fitas simples de RNA com
polaridade positiva e assim como outros retrovirus (Figura 1.2). O HTLV possui 0s genes gag
(grupo antigeno especifico), pol (protease, polimerase, integrase) e env (envelope), além de uma
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sequéncia proxima a extremidade 3°, chamada regido pX, que ndo é observada em outros

retrovirus (Goff, 2007).

- N -; m— orflll

_________________________ T —— orfIV

Figura 1.2. Esquema Gendmico do HTLV-1. Modificado de Dustin et al. (2011)

A regido pX (Figura 1.2) contém quatro open reading frames (ORF): pX-I, pX-II, pX-
IIT e pX-IV que ficam localizados no genoma pro-viral na regido 3'. As pX, ORF IIl e IV
codificam duas proteinas regulatorias, a TAX e a REX, que estdo envolvidas na regulacdo da
expressao viral. As pX, ORF I e II codificam outras proteinas regulatorias e acessorias que
contrinuem para infectividade viral, ativagao das células do hospedeiro e manutengdo de altas

cargas virais (Quadro 1.1) (Dustin et al., 2011).

O genoma possui ainda, em cada extremidade, uma regido chamada LTR (Long
Terminal Repeats), cujas sequéncias sao importantes na producdo de novos virions e na
integracdo do DNA proviral no DNA cromossémico do hospedeiro (Seiki et al., 1983). O DNA
proviral do HTLV-1 possui 9032 pares de base (pb) enquanto o HTLV-2, 8952 pb.

Em 2009, foi descoberto um fator de transcri¢do antisense chamado de HBZ (HTLV-1
basic zipper factor). A agao da proteina HBZ esta relacionada com a patogénese da infec¢ao do
HTLV estimulando a proliferacdo de células infectadas e estaria associada a oncogénese na

infeccdo pelo virus (Matsuoka e Green, 2009).



A similaridade entre HTLV-1 e HTLV-2 € maior na regido dos genes tax ¢ rex, sendo
aproximadamente 75%, e menor na regido LTR, cerca de 30%. A variabilidade genética
observada em amostras tanto de HTLV-1 quanto de HTLV-2, tem levado & descrigdo de
subtipos e subgrupos que podem fornecer maiores informacdes sobre as relacdes evolutivas
entre eles (Rosenblatt et al., 1984).

Quadro 1.1 - Distribui¢ao dos genes pX do HTLYV, suas proteinas e fungdes. Modificado de

Martins et al (2010)
ORFs PROTEINA FUNCAO
pX1 pl2 Ativagdo da STATS, aumentar o célcio
intracelular.
pX II p30epl3 Inibigao da atividade da acetiltransferase e

estabilizacao da p53.

Regular a expressao das proteinas do HTLV;
pX III Rex (p27/p21) estabilizar, modular o processamento € o
transporte do RNAm do nucleo.

pX IV Tax (p40) Transativador dos produtos dos genes virais e
celulares.

Caracterizacdo Génica

Em relagdo a outros retrovirus, o HTLV possui alta estabilidade genética que pode ser
explicada, por exemplo, pela sua forma de replicacdo (expansao clonal de células infectadas).
Aliado a isso, acredita-se que a taxa de mutacdo do HTLV, seja aproximadamente de 1% em
1000 anos, o que pode contribuir para tal condicdo (Gessain et al., 1992). A regido TAX do
HTLV representa a area mais conservada do genoma viral, enquanto a regido LTR representa
a de maior variabilidade. Por apresentar tal variabilidade, as sequéncias dessa regido sdo
favoritas para estudos de caracterizagdo genotipica e analises evolutivas desse virus (Santos e
Lima, 2005).

Baseado em estudos filogenéticos da regido LTR, foi possivel identificar sete subtipos

de HTLV-1: HTLV-1a, HTLV-1b, HTLV-1c, HTLV-1d, HTLV-1e, HTLV-1f e HTLV-1g. O

subtipo HTLV-1a é dividido em cinco subgrupos: A, B, C, D e E, conforme suas distribuicdes

em diferentes regides geograficas (Verdonck et al., 2007). A identificacdo dos subtipos e

subgrupos do HTLV esta diretamente relacionada com a sua origem geografica e ndo a
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patogénese viral. Portanto, o estudo da epidemiologia molecular do HTLV tem possibilitado

um maior conhecimento quanto a origem, evolugdo e disseminacao desse virus.

Ciclo de Replicacédo

O HTLV é um retrovirus e de acordo com a classificacdo de Baltimore (Baltimore,
1971), ele pertence a Classe VI por apresentar RNA de fita simples positiva, com DNA

intermediario no ciclo bioldgico do virus.

Apds penetrar no hospedeiro o HTLV infecta preferencialmente as células TCD4+ por
um processo chamado de fusdo, onde o envelope do virus se funde & membrana da célula
hospedeira para entrada do capsideo viral (Figura 1.3). Ap6s penetrar na célula, ocorre
desnudamento e seu material gendmico (duas fitas simples de RNA positivas) e as enzimas
transcriptase reversa, integrasse e protease, iniciam o processo de replicacdo. Com auxilio da
transcriptase reversa, uma fita € transcrita em RNA-DNA e depois em DNA-DNA, formando
0 pré-virus. A integrase faz a clivagem na extremidade 3’ e o leva para o nucleo, onde sera
integrado ao genoma celular. Apos isso, a célula produz RNA mensageiro e ocorre a producao
de proteinas e enzimas necessarias para novas copias virais. Ocorre a montagem do virus e a

saida da célula é feita através do mecanismo de brotamento (Lairmore e Franchini, 2007).

’:'; Virus

J Receptor de Ligagio

aalon ﬁ

- = Q {

[~ > (S
sy c

Fusiio ¢ entrada J

-
énon\a \’i;

/ / RNA S \ Tradugio

e =

QQ'GO

[} ]
ﬂ DNA I Transcriciio n
lloxpedelro
xooococc |
Transcricio
Reversa Integracio

/ 19& A
V4 Montagem 5
7/ T &

)
T4
Virus o 0 , Cag®
o R 757 Brotamento
:'7 = Maturacio
N Y

Figura 1.3: Ciclo de Replicagdo do HTLV. Modificado de Lairmore et al (2012).
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1.3 Epidemiologia

Em 2012, Gessain e Cassar, estimaram entre 5 a 10 milhdes de pessoas portadoras do
HTLV-1 no mundo. Esse resultado baseou-se em diversos estudos de prevaléncia desse virus
realizados em diferentes regiGes. O nimero de pessoas afetadas pode ser ainda maior, uma vez
que os estudos de prevaléncia sdo realizados em grupos especificos, como doadores de sangue,
usuarios de drogas intravenosas, gestantes e indigenas. Dessa forma, sem estudos populacionais
amplos, determinar a prevaléncia mundial do HTLV torna-se muito dificil e os dados levantados
variam de acordo com a regido geogréfica, fatores de riscos de cada individuo e aspectos sécio
demogréaficos da populacéo estudada (Gessain e Cassar, 2012). Os HTLV-1 e 2 sdo 0s tipos
com maior prevaléncia, tendo o HTLV-1 sete diferentes subtipos identificados e 0 HTLV-2,
quatro subtipos (Eiraku et al., 1996; Salemi et al., 1996; Vandamme et al., 1998).

Estudos demonstraram que o PTLV originou-se em primatas africanos e depois migrou
para a Asia onde evoluiu para 0 STLV-1 (Figura 1.4). O STLV-1 disseminou-se para a india,
Japao, Indonésia e retornou para a Africa. Na Africa, apos inlimeras transmisses interespécies,
0 STLV-1 evoluiu dando origem ao HTLV-1a, HTLV-1b, HTLV-1d, HTLV-le, HTLV-1f ¢
HTLV-1g. O subtipo HTLV-1c teve sua origem a partir do contato entre simios e humanos
indonésios que migravam para a Melanésia. O trafico de escravos e o aumento da mobilidade
populacional, podem ter contribuido para a disseminagdo do HTLV-1a para diferentes areas

como Novo Mundo, Japao e Oriente Médio (Verdonck et al., 2007).

Figura 1.4: Origem e dissemina¢do do HTLV-1 (Verdonck et al., 2007).
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O subtipo HTLV-1a, ou Cosmopolita, é encontrado em diferentes regides geograficas
(Miura et al., 1994; 1997); o HTLV-1b, em populac6es da Africa Central (Hahn et al., 1984;
Vandamme et al., 1994); o HTLV-1c, em populagdes da Papua Nova Guiné e aborigenes
australianos (Gessain et al., 1991; Bastian et al., 1993); o HTLV-1d, identificado no Gabao e
em pigmeus de Camardes (Chen et al., 1995; Mahieux et al., 1998); o HTLV-le, em pigmeus
do Congo; HTLV-1f, identificado no Gabao (Salemi et al., 1998), e o HTLV-1g, descrito na
Africa Central (Wolf et al., 2005).

Areas com maior prevaléncia do HTLV-1 incluem o Japdo, Ilhas do Caribe (Jamaica e
Trinidad e Tobago), Africa Equatorial, Ird, Melanésia e América do Sul (Blattner et al., 1990;
Mueller et al., 1996; Gessain ¢ Cassar, 2012). De acordo com a distribuicdo geografica, o
HTLV-1a possui cinco subgrupos: A ou Transcontinental que esta presente em todo o mundo,
com excecdo da Melanésia e Norte e Oeste da Africa; B ou Japonés encontrado no Jap4o, Brasil,
Peru, Chile e Colémbia; C ou Oeste-africano, presente no oeste da Africa, Caribe e Guiana
Francesa; D ou Norte-africano encontrado somente no norte da Africa (Gasmi et al., 1994;
Miura et al., 1994; Vidal et al., 1994) e E, que foi isolado em negros do Peru (Van Dooren et
al., 1998). Recentemente, foi identificado no Brasil o HTLV-1b pertencente ao clado 1b da
Africa Central (Zanella et al., 2012).

Assim como no HTLV-1, andlises filogenéticas da regido LTR do HTLV-2
possibilitaram a identificagdo de subtipos, sdo eles: HTLV-2a, b, ¢, d. Os subtipos 2b e 2¢
possuem a proteina Tax com tamanhos similares, 356 aminoacidos. O subtipo 2a apresenta Tax

com 25 aminoacidos a menos devido uma mutagao e o 2d codifica Tax com 344 aminoacidos

(Eiraku et al., 1996; Feuer e Green, 2005).

O HTLV-2 ¢ mais prevalente no hemisfério ocidental, endémico em alguns grupos
indigenas das Américas e também entre usuarios de drogas intravenosas dos Estados Unidos e
da Europa. Estudos descreveram elevadas prevaléncias do HTLV-2 em populagdes de
Amerindios das Américas do Norte, Central ¢ do Sul (Carneiro-Proietti et al., 2002). Os
subtipos 2a e 2b sdo prevalentes na Asia e Europa, sendo identificados, principalmente, em
usuarios de drogas intravenosas (Figura 1.5). Esses subtipos também sdo prevalentes em
amerindios e usuarios de drogas nos Estados Unidos e podem ser encontrados esporadicamente
na Africa. O subtipo 2b foi identificado no Rio Grande do Sul em regides de fronteira com
outros paises da América do Sul, como Argentina e Uruguai, onde esse subtipo ¢ prevalente. O

subtipo 2c¢ foi identificado somente no Brasil, tanto em populagdes indigenas da Amazonia
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quanto em doadores de sangue de todo o pais (Ishak et al., 1998). Em populagdes urbanas sua
prevaléncia ¢ menor quando comparado ao HTLV-1, enquanto, em indigenas, a infec¢cdo pode
chegar a 41.2%. O 2d foi isolado em nativos da Africa Central (Roucoux e Murphy, 2004;
Renner et al., 2006).

Figura 1.5: Disseminagao e distribui¢do mundial do HTLV-2. Modificado de Roucoux e

Murphy (2004).

Em 4areas endémicas, fatores epidemiologicos como idade e sexo, por exemplo, sdo
importantes para determinar a prevaléncia dessa infeccdo. Em diferentes estudos, a maior
prevaléncia foi observada em pessoas com faixa etdria mais elevada e do sexo feminino, sendo
esse resultado justificado pela aquisicdo mais tardia da infeccdo por via sexual e maior
eficiéncia na transmissdo do homem para mulher (Chavance et al., 1990; Nakashima et al.,
1995; Kaplan et al., 1996). Ndo foi comprovada relagdo entre subtipos do HTLV e o
desencadeamento de doengas associadas. Até o momento, foi comprovado que o0s
polimorfismos genéticos ndo sao marcadores clinicos dos portadores de HTLV, mas podem ser
utilizados como marcadores para os subgrupos desse virus (Ifiiguez et al., 2010). Logo, subtipos

sdo importantes em estudos sobre origem geografica, distribuicdo e disseminacao dos virus.



O HTLY no Brasil

Estudos filogenéticos sugerem que o HTLV-1 tenha chegado ao Brasil através do trafico
de escravos africanos e sua prevaléncia pode ter aumentado com a chegada da imigrantes
japoneses. Sugerem ainda que o HTLV-2 teria chegado antes, provavelmente, com a imigragao
asiatica ainda no periodo pré-colombiano. Ambos sdao prevalente em todo o pais, porém como
ocorre em outras regidoes do mundo, no Brasil, os estudos de soroprevaléncia de HTLV sao
feitos em grupos populacionais especificos como doadores de sangue, gestantes e grupos

indigenas, ndo havendo estudos em populagdes abertas (Catalan-Soares et al., 2005).

O primeiro estudo de soroprevaléncia do HTLV foi publicado em 1986, onde foi
avaliada prevaléncia de anticorpos para HTLV nas cidades de Sao Paulo e Campo Grande, em
populacdes de emigrantes japoneses da regido de Okinawa e seus descendentes. O resultado
dessa pesquisa, demonstrou prevaléncia de anticorpos positivos em 13% dessas populagdes

(Kitagawa et al., 1986).

O Brasil ¢ considerado a maior area com potencial endémico para o HTLV-1 e doengas
associadas. Isso pode ser explicado devido as propor¢des geograficas do pais € o seu nimero
de habitantes em torno de 200 milhdes (Gessain e Casar, 2012). Além disso, a infeccio pelo
HTLV ja foi relatada em todos os estados brasileiros e a prevaléncia foi estimada em 2,5 milhoes

de individuos portadores (Figura 1.6) (Catalan-Soares et al., 2005).
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Figura 1.6: Soroprevaléncia do HTLV-1 e 2 entre doadores de sangue no Brasil. Catalan-

Soares et al. (2005)
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De modo em geral, estudos realizados em grande populacdo de doadores de sangue
demonstraram soroprevaléncia variando entre 0,4 e 1%, dependendo da localizagdo geografica.
A prevaléncia do HTLV-1 encontra-se maior no Norte e Nordeste do Brasil. Salvador, na Bahia,
onde a maioria dos habitantes sdo descendentes africanos, é considerada a cidade brasileira com
maior prevaléncia global de HTLV-1 no pais (cerca de 1,3% em doadores de sangue e 1,8% na
populagdo geral da cidade). No Rio de Janeiro, um estudo entre 1995 e 2000 evidenciou
prevaléncia de 0,47%. Em mulheres gravidas, a prevaléncia varia de 0,1% a 0,8% dependendo

da area estudada (Figura 1.6) (Catalan e Soares, 2005; Gessain e Cassar, 2012).

1.4 Transmissdo do HTLV

A transmissdo do HTLV ocorre por trés vias principais: 1) via vertical, através do
aleitamento materno, via transplacentaria e no momento do parto; 2) via sexual, através de
relacBes sexuais sem uso de preservativos, principalmente do homem para a mulher; 3) via
parenteral, através de transfusdo de sangue, compartilhamento de agulhas por usuarios de
drogas injetaveis (UDI), ou contato com material perfurocortante com sangue contaminado;
(Figura 1.7) (Paiva e Casseb, 2014).

/ 1) Via Vertical 2) Via Sexual \

e Amamentacdo e Homem para mulher
e Viatransplacentaria e Mulher para 0 homem
e No momento do parto e Homem para 0 homem

3) Via Parenteral
e Transfusdo de sangue
e  Compartilhamento de agulhas por usuérios de drogas

K e Contato com material perfurocortante contaminado /

Figura 1.7: Formas de Transmissdo do HTLV-1 e HTLV-2. Modificado de Paiva e Casseb
(2014).

A transmissdo pela via vertical ocorre principalmente pela amamentagao, porém pode
ocorrer mais raramente por via transplacentaria ou no momento do parto. Isolados de HTLV-1
e HTLV-2 ja foram identificados em amostras de leite materno a partir de maes soropositivas,

através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), onde detectou-se fragmentos do
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gene pro-viral do HTLV-1 e 2. Essa transmisdo ocorre pela ingestdo de células presentes no
leite materno, principalmente linfocitos infectados, durante a amamentagdo. Além disso, o risco
de transmissdo ¢ proporcional ao tempo de amamentagdo, como demonstram alguns estudos
onde 32% das criangas que amamentaram por mais de 12 meses contrairam a infeccdo. Em
contrapartida, 9% das criancas infectadas amamentaram por menos de 12 meses. (Wiktor et al.,

1997)

Pesquisadores sugerem que os anticorpos maternos transmitidos para criangas persistem
em titulos elevados até cerca de 6 meses e isso poderia conferir certo grau de proteg¢do contra a
transmissd@o. Em outro estudo realizado no Japao, 3,9% das criancas que foram amamentadas
por 6 meses ou menos sofreram soroconversao, contra 20,3% que foram amamentadas por um
periodo maior que 6 meses (Takezaki et al., 1997). Cerca de 25% da transmissdo vertical, ocorre
através da amamentagdo e apenas 5% ocorre por via transplacentaria e no momento do parto.
Estudos realizados no Japao, descreveram que 20% das criangas que foram amamentadas no
seio materno contrairam a infec¢do pelo HTLV, em contraste com 3% que amamentaram com
leite artificial (Hino et al., 1994). No Brasil, a gestante portadora de HTLV ¢ orientada a ndo
realizar a amamentagao e encaminhada ao Banco de Leite Humano. A Rede Brasileira de Banco
de Leite Humano disponibiliza, em todo Brasil, leite materno gratuito para maes que ndo podem
amamentar seus filhos. Antes da sua distribuicao, o leite € triado e analisado para a presenca de

anticorpos para HTLV e outras doengas transmissiveis por essa via.

Sendo o HTLV uma doenga cronica que até o momento ndo possui tratamento efetivo,
a amamentacao torna-se a principal forma de controle da infeccdo com grande importancia na
saude publica e a sua prevencdo pode impactar diretamente na redu¢do da incidéncia da
infeccdo. As maes soropositivas que ndo amamentam seus filhos, podem contribuir para a
redu¢do no numero de casos novos ¢ também na reducdo de casos de leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL), uma vez que a infecgdo precoce aumenta o risco de ATL (Furnia et
al., 1999; Maloney et al., 2003). Outro fator importante na transmissao vertical ¢ o antigeno
leucocitario humano de classe 1 (HLA-1). O risco de transmissdo da infec¢do do HTLV pelo
leite materno aumenta quanto maior for a concordancia do HLA-1 da mae e do filho,
independente do tempo de amamentagdo e da carga pro-viral materna. Isso ocorre,
provavelmente, porque os antigenos de células maternas sdo reconhecidos pelas células do

recém-nascido como proprios do organismo (Biggar et al., 2006).

Apesar de ocorrer em menores porcentagens, a transmissao intrauterina ¢ uma realidade
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a ser pesquisada. Apesar do DNA pro-viral ja ter sido isolado em células do corddao umbilical
de recém-nascidos de maes HTLV positivas, um estudo descreveu que a soroconversao nao
ocorreu em um grupo de criangas foi acompanhada pelo periodo de 48 meses. Sendo assim,
isolados de DNA pro-viral no cordao umbilical talvez ndo seja um bom marcador de

transmissao intrauterina (Katamine et al., 1994).

As taxas de infecgao do HTLV-1 através da placenta e no sangue do cordao umbilical
diferem bastante. Um estudo realizado com placentas de nove mulheres observou que a infec¢ao
ocorreu em duas dessas pacientes, sugerindo que exista um sistema de barreira placentéria
contra a transmissao do virus da mae para o filho durante a gestagao. Entretanto, os mecanismos
pelos quais a placenta atuaria como barreira contra a transmissao do HTLV ainda nao foram

totalmente esclarecidos (Fujino e Nagata, 2000).

A transmissdo pela via sexual pode estar associada a varios fatores, como:
comportamento de risco, multiplas parcerias, parceiro sexual de area endémica para HTLV,
certos tipos de préaticas sexuais e historico de outras doengas sexualmente transmissiveis sejam
elas ulcerativas (ex. herpes ou sifilis) ou ndo ulcerativas (ex. uretrite gonococica ou nao
gonococica). Alem disso, estudos observaram outros fatores, como: o tempo prolongado de
contato sexual entre parceiros sorodiscordantes, a alta carga pro-viral no sangue e os altos titulos
de anticorpos para HTLV, possivelmente relacionados ao estado de replicagdo viral induzido
pela tax e mediado indiretamente pelo anticorpo anti-tax. Observou-se ainda que casais
sorodiscordantes nos quais a mulher negativa tem um parceiro positivo com mais de 60 anos
existiria um risco aumentado em 12 vezes de se infectarem (provavelmente pela maior carga
pro-viral encontrada em homens acima dessa idade) e em mulheres na pds-menopausa devido

as mudangas no epitélio da mucosa vaginal (Paiva e Casseb, 2014).

Estudos demonstraram que o HTLV-1 é mais eficientemente transmitido do homem
para a mulher do que da mulher para o0 homem, tendo como fator principal particulas virais
presentes no esperma. Um estudo realizado com cdnjuges no Japéo, em um periodo de 10 anos,
apontou para uma taxa de transmissao do HTLV-1 do homem para a mulher de 60,8% enquanto
a taxa de transmissao da mulher para o homem foi de 0,4% (Kajiyama et al., 1986). Entretanto,
em um estudo mais recente realizado com 30 casais sorodiscordantes, acompanhados num
periodo de 10 anos, ndo foi encontrada diferencas significativas nas taxas de transmisséo entre
HTLV-1. Esse resultado pode significar uma relacdo diferente, as quais as taxas de transmissao

sdo similares entre 0 homem e a mulher. Novos estudos estdo sendo realizados para melhor
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compreensdo nessa dinamica de transmissao, uma vez que nos primeiros estudos ndo haviam
testes com altas taxas de sensibilidade e especificidade como nos mais recentes (Roucoux et
al., 2005). A transmissdo sexual ocorrendo de homem para homem foi demonstrada em um
estudo em Trinidad e Tobago, onde a prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 foi de 15%,

comparada a 2,4% na populacdo geral (Bartholomew et al., 1987).

O HTLV-2 possui os mesmos mecanismos de transmissdo do HTLV-1, porém, o
compartilhamento de agulhas entre usuérios de drogas injetaveis representa o maior risco de
transmissdo para esse virus. Por este motivo, estudos sobre a prevaléncia de transmissdo do
HTLV-2, tornam-se mais dificeis. Em 2005, Roucoux e colaboradores demonstraram em um
estudo com 55 casais sorodiscordantes acompanhados por num periodo de 10 anos, a
soroconversao de dois casos, sendo um deles do homem para mulher e o outro da mulher para
o homem. Nao houve diferenca estatistica significativa quando comparado com a infecg¢ao pelo

HTLV-1 (Roucoux et al., 2005).

Na via parenteral, a transfusdo de sangue significa uma via de grande importancia para
transmissdo do HTLYV. Como a multiplicacdo do HTLV no hospedeiro ocorre, principalmente,
de célula a célula, e muito menos a partir de particulas virais livres, o concentrado de hemacias,
0 sangue total e o concentrado de plaquetas, tornam-se os componentes mais facilitadores de
transmissdo. Em contrapartida, oS hemoderivados acelulares (crioprecipitado e plasma)
representam menor risco de transmissdo. O tempo de estocagem dos hemoderivados também
deve ser considerado um fator que pode reduzir ou aumentar o risco de transmissdo através
dessa via. Estudos demostraram que a estocagem de hemoderivados por mais de 14 dias em
condicBes de refrigeracdo reduz a capacidade de transmissao do virus, provavelmente porque
diminui a viabilidade dos leucdcitos. Por outro lado, o risco pode aumentar em torno de 47%
guando o0s componentes sdo armazenados por um menor periodo. Pacientes com
imunodeficiéncia a partir de qualquer etiologia, também estdo mais susceptiveis a infec¢do por

hemoderivados (Manns et al., 1989).

No Brasil, antes de 1993, a transfuséo de sangue era considerada uma importante via de
infeccdo, a partir desse ano, a realiza¢do do teste imunoenzimético ELISA anti-HTLV tornou-
se obrigatério nas triagens de sangue em hemocentros (Gongalves et al., 2010). Essa
obrigatoriedade estd implantada em diversos paises, principalmente em regifes de
endemicidade. Desde 1986, o Japéo utiliza a triagem do HTLV nos bancos de sangue. Outros

paises como, por exemplo, Estados Unidos, Canada, Caribe, Franca e Austrdlia também
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iniciaram esses testes antes do Brasil. Nos paises com baixa prevaléncia para infeccao pelo
HTLV, essa prética ainda esta sendo discutida por conta da relacdo custo-beneficio, ja que
representam baixo risco de transmisséo (Ureta-Vidal et al.,1999; Namen-Lopes et al., 2009;
Gongcalves et al., 2010).

O compartilhamento de seringas por usudrios de drogas injetaveis € o contato com
material perfurocortante com sangue contaminado, representam importante prevaléncia da
infeccao pelo HTLV. O maior nimero de casos ¢ observado entre usudrios de drogas injetaveis
e muitos estudos evidenciaram a ocorréncia da infec¢ao pelo HTLV-2 nesse grupo na América
do Norte e Europa. No Brasil e em Nova lorque, prevalece a infec¢ao pelo HTLV-1 nesse grupo.
Entretanto, ainda ndo sabemos a real prevaléncia do HTLV em usuarios de drogas no Brasil,
pois faz-se necessarios estudos exclusivos para essa populagao de risco (Lee et al., 1989, 1990;

Murphy et al., 1998).

1.5 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico da infecgdo pelo HTLV é baseado em testes soroldgicos que sdo capazes
de detectar anticorpos especificos contra o virus ou em métodos moleculares, como a reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) (Sabino e Carvalho, 2010). Os exames sorolégicos sdo
classificados em duas categorias: 0s testes de triagem e os confirmatorios. Os exames de
triagem identificam anticorpos contra 0 HTLV, porém, ndo diferenciam entre os seus tipos.
Esses exames, quando utilizados em populagéo de baixo risco, onde o valor preditivo positivo
pode ser muito baixo, necessitam de confirmacdo. Somado a isso, a grande homologia genética
entre 0 HTLV-1 e 0 HTLV-2, faz-se necessario o uso de exames soroldgicos confirmatorios
que séo capazes de diferenciar a infeccdo como sendo provocada pelo HTLV-1, HTLV-2 ou

ainda descartar os casos falso-positivos (Salles et al., 2003).

Ensaio Imunoenzimatico

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) € o exame
mais utilizado em triagens sorologicas, onde anticorpos especificos sao adsorvidos a uma placa
de poliestireno, incubados com o soro em teste € um conjugado marcado com uma enzima

(Wiktor et al., 1990; Cossen et al., 1992). A reacdo ¢ lida como positiva dependendo da
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densidade colorimétrica, medida em densidade otica (OD) gerada pela enzima, a partir de um
valor de corte determinado, ou seja, cut-off (CO). Essa leitura ¢ realizada através de um
espectofotometro. Em alguns casos, os resultados podem ser inconclusivos, necessitando, assim
de outros métodos complementares. Essa técnica ¢ simples e possui alta sensibilidade e
especificidade para o HTLV-1, cerca de 99,5% e 99%, respectivamente. No HTLV-2, a
sensibilidade e especificidade gira em torno de 55 a 90% (Cossen et al., 1992).

Atualmente, nos testes de segunda geracao, utiliza-se peptideos sintéticos do envelope
viral e/ou proteinas recombinantes como antigenos para aumentar a sensibilidade. Alguns testes
utilizam proteinas recombinantes e peptideos sintéticos com a finalidade de melhorar a
especificidade. Para tentar aumentar a sensibilidade para o HTLV-2, proteinas especificas estdo
sendo utilizadas pelos testes mais modernos. Os resultados positivos resultantes dessa técnica,
deverao ser repetidos e a amostras que permenecerem positivas deverao ser submetidas a testes

confirmatorios (Poiesz et al., 2000).

Reacgoes de Aglutinagdo

Esse teste caracteriza-se pela utilizacdo de particulas de gelatina e/ou de latex
sensibilizadas com antigenos virais inativados. Utilizado em alguns paises como teste de
triagem, a reacdo de aglutinagdo baseia-se na ligacdo entre particulas sensibilizadas e anticorpos
anti-HTLV que encontram-se no soro ou plama de portadores dsse virus. Trata-se de uma
técnica de alta sensibilidade (83%) e de facil execucao, porém nao diferencia o tipo de virus
causador da infeccdo. Além disso, os resultados positivos devem ser certificados com testes

confirmatorios (Fujino et al., 1991).

Western blot (WB)

O WB ¢ o ensaio mais utilizado dentre os exames confirmatorios para HTLV, tendo
sensibilidade de 97,1% e especificidade de 92,5%. (Sabino e Carvalho, 2010). Essa técnica ¢
capaz de diferenciar anticorpos para diferentes antigenos virais, obtidos a partir de culturas de
células infectadas, separados eletroforeticamente segundo seu peso molecular e carga elétrica e
aderidos a suporte solido de nitrocelulose. Esse material de nitrocelulose € cortado em tiras e

as mesmas sao incubadas num ensaio imunoenzimatico, onde € possivel observar nos pacientes
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positivos, as bandas correspondentes aos diferentes antigenos virais (Quadro 1.2). Esse teste
tem como vantagem diferenciar as infec¢des pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 e ainda confirmar ou

excluir os casos de pacientes que tiveram o teste de triagem reagente (Yao et al., 2006).

Quadro 1.2 — Proteinas do HTLV usadas no critério de interpretacao do teste de Western blot.

Modificado de Sabino e Carvalho (2010)

Banda Gene Caracteristicas
gp21 env Proteina transmembrana
gp46 env Proteina de superficie
rgp46-1 env Proteina recombinante da gp46 especifica para HTLV-1
rgp46-11 env Proteina recombinante da gp46 especifica para HTLV-2
p24 gag Proteina do capsideo viral
pl19 gag Proteina da matriz viral
gd21 pol Proteina recombinante que corresponde a uma parte da gp21

Para o teste WB, a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) definiu como critério de
positividade a reatividade a proteinas da regido gag (p19 e/ou p24) e proteinas do envelope viral
(gp46 e gp21). A diferenciacdo entre infeccdo pelo HTLV-1 e HTLV-2, ocorre através da
positividade para as proteinas recombinantes rgp46-I e rgp46-11, sendo a infec¢do causada pelo

HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente.

Quando uma amostra apresenta resultado positivo no WB, porém ndo ocorre a
diferenciacdo entre os tipos de HTLV, esse resultado é chamado de WB ndo-tipado. Se uma
amostra apresenta reacdo para uma ou mais proteinas, mas ndo completa o critério de
positividade, o resultado é chamado WB Indeterminado. Nesses casos, o teste molecular PCR é
utilizado como referéncia para distinguir a infeccdo por diferentes tipos de HTLV. A
caracterizagdo das amostras com WB indeterminado é de extrema importancia para
epidemiologia desse virus, porque esse resultado pode representar a presenca de cepas virais
diferentes dos HTLVs ja isolados (Sabino et al., 1999). Em 2005, amostras de sangue total de
individuos que viviam em Camardes, na Africa Central, apresentaram sorologia reagente para

HTLV e WB indeterminado. Essas amostras foram, posteriormente, testadas pela técnica da
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PCR e identificadas como HTLV-3 e HTLV-4, dois tipos que ainda ndo haviam sido isolados
(Mahieux e Gessain, 2005).

O resultado indeterminado pode ocorrer devido:

1) a auséncia de resposta soroldgica completa em pacientes imunodeprimidos ou

portadores do HTLV-2;
2) durante a fase de soroconversao;

3) na presenca de cepas virais diferentes dos ja isolados; e 4) na reagdo cruzada com
outros agentes infecciosos como Plasmodium falciparum em areas endémicas. O WB possui

alto custo e essa pode ser uma de suas maiores desvantagens (Mahieux et al., 2000).

Muito similar ao WB, existe o Imunoblot que tornou-se muito promissor por utilizar
apenas proteinas especificas. Tratam-se de técnicas semelhantes e de alto custo, porém, o
Imunoblot possui alto poder de discriminagdo favorecendo menores nimeros de resultados

indeterminados (Sabino et al., 1999 e Thorstensson et al., 2002).

Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Devido a sua alta sensibilidade e especificidade (ambos de 99%), também pode ser
utilizada como teste confirmatorio para as amostras com resultado ELISA reagente. Como
desvatagem, o resultado dessa técnica necessita da habilidade de leitura do técnico e além disso,
ndo faz a identificagdo de anticorpos contra antigenos virais especificos. Sendo assim, seu
resultado positivo indica apenas a presenca de anticorpos contra o HTLV (Sabino e Carvalho,

2010).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica da PCR ¢ considerado o método mais adequado para a realizagdo do
diagnostico da infeccdo do HTLV pelo método molecular. Isso corre porque essa técnica €
baseada na detecc¢ao do &cido nucléico viral na forma de DNA pro-viral. O HTLV ndo apresenta
viremia plasmatica, ou seja, presenga de RNA viral circulante em grandes quantidade no plasma

ou no soro (Liu et al., 1999).
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Como escrito anteriormente, no momento da infec¢do, o HTLV integra-se ao DNA da
célula hospedeira e passa a ser chamado de DNA pro-viral. Com base nesse comportamento do
virus, o uso de células mononucleares do sangue periférico ¢ o método de escolha para o

diagnostico molecular do HTLV. Logo, ¢ necessaria a utilizagao de sangue total como amostra.

Areacgdo da PCR apresenta alta sensibilidade (99,4%) e especificidade (98,5%) e baseia-
se na amplificacdo exponencial de uma determinada sequéncia genomica de DNA pro-viral
alvo. A técnica ¢ dependente da enzima 7aqg DNA polimerase, dos iniciadores ou primers e das
bases nucleotidicas (A, T, C e G). Os produtos da PCR podem ser visualizados por eletroforese
em gel de agarose ou poliacrilamida. Pode ser empregada também, em amosras que necessitem
da confirmagao da infecgdo, para fazer a diferenciagao entre infecgdes por HTLV-1, HTLV-2 e
pelos novos tipos: HTLV-3 e HTLV-4, através de etapas adicionais: uso de iniciadores
especificos para cada tipo especifico de HTLV e sequenciamento de nucleotideo do genoma

pro-viral (Lee et al., 2004).

Na suspeita de transmissdo vertical, a técnica da PCR ¢ muito utilizada por nao ter
interferéncia dos anticorpos maternos, o que acontece em testes como WB e a IFI. Auxilia
também para o diagnostico da infeccdo precoce, antes do surgimento da soroconversdo, na

detecgdo de novos tipos de HTLYV, e na resolucao de casos de WB indeterminado.

Assim como ocorre no exame da PCR para HTLV, para a detecgdo do DNA pro-viral
em amostras de sangue total, pode-se usar a abordagem nested-PCR. Nessa abordagem ¢
possivel detectar oito copias de pro-virus em 10° células (Yamano et al., 2002). Outra
metodologia derivada da PCR, a PCR em tempo real, utiliza-se de sondas luminescentes para
detectar o produto da PCR no termociclador no momento em que a reagao de amplificagdo esta
acontecendo. Esse método € capaz de detectar e quantificar a carga pro-viral, auxiliando no
acompanhamento do paciente, visto que estudos sugeriram que cargas virais altas possam estar

associadas a progressao da doenca (Yamano et al., 2002).

Algoritmo de Diagndstico

Segundo o Guia de Manejo Clinico do Paciente com HTLV de 2004, o Ministério da
Saude determina como algoritmo para o diagndstico laboratorial da infec¢do pelo HTLYV, trés

etapas:

19



Etapa I — Triagem Soroldgica

1. Amostras ndo reagentes terdo seus resultados definidos como Amostra Negativa para
HTLYV;
2. Amostras reagentes ou inconclusivas devem ser retestadas em duplicata, utilizando o
mesmo conjunto de diagnostico. Na retestagem em duplicata:
2.1 Amostras com dois resultados ndo reagentes terdo seu resultado definido como
Amostra Negativa para HTLV;
2.2 Amostras cujo resultado inicial da triagem foi reagente ou inconclusivo, e que
apresentarem os resultados reagente/reagente, reagente/ndo reagente, nao
reagente/reagente, reagente/inconclusivo, inconclusivo/reagente,
inconclusivo/inconclusivo, inconclusivo/ndo reagente, ndo reagente/inconclusivo,

deverdo ser submetidas ao teste de Western blot.

Etapa II — Confirmacdo Sorologica (teste de Western blot para HTLV)

1. Amostras negativas no teste de Western blot terdo seus resultados definidos como
amostra negativa para HTLV-1 ou HTLV-2;

2. Amostras positivas no teste de Western blot terdo seus resultados definidos como
positiva para HTLV-1 ou HTLV-2, positiva ndo-tipada ou positiva para HTLV-1 e 2.
Nestes dois ultimos casos, recomenda-se que a amostra seja submetida a PCR;

3. Amostras indeterminadas no teste de Western blot terdo seu resultado definido como

“indeterminado para HTLV”. Neste caso, recomenda-se a realizacdo da PCR.

Etapa III — Confirmacdo Molecular (Teste da PCR)

1. Amostras indeterminadas no teste de Western blot e negativas na PCR terdo seus
resultados definidos como “amostra negativa para HTLV-1 e 2”;

2. Amostras indeterminadas no teste de Western blot e positivas na PCR terdo seus
resultados definidos como “amostra positiva para HTLV-1 e/ou HTLV-2";

3. Amostras cujos resultados foram positivos ndo tipados no teste de Western blot e
negativas na PCR terdo seus resultados definidos como “amostra negativa para HTLV-
1/27;

4. Amostras cujos resultados foram positivos nao tipados no teste Western blot e positivas
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na PCR terdo seu resultado definido como “amostra positiva para HTLV-1 e/ou HTLV-

2”.

A figura 1.8 descreve o algoritmo de diagnostico.

[ Teste de Triagem Para anti-HTLV ]

|
[ Retestar em Duplicata * ] _
]

Western Blot
Teste confirmatério

—i%!-——

Diagnéstico molecular

*As amostras reativas devem ser retestadas

em duplicata, utilizando 3 mesma amostra.
**0s pacentes com indicagdo de teste
confirmatdrio deverdo ser encaminhados

para os SAE/Infectologia

Figura 1.8: Algoritmo de Diagndstico para HTLV, conforme Manejo Clinico HTLV.
Fundagdo Hemominas (2013).
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1.6 Doencas Associadas

A infec¢do pelo HTLV nio significa necessariamente que o portador desencadeie um
processo patogénico relacionado a esse virus. A maioria dos portadores, cerca de 95%,
permenece assintomatico por toda a vida e somente uma minoria desenvolve sindromes clinicas

associadas ao HTLV (Verdonck et al., 2007).

Alguns aspectos sobre o desenvolvimento de doengas associadas a infeccao pelo HTLYV,
ainda necessitam de maiores esclarescimentos. Portanto, fatores de risco como a idade, via de
transmissdo e resposta imune do hospedeiro, por exemplo, podem significar uma forma
indicativa para a ocorréncia de algumas doencas associadas. A incidéncia de doencas associadas

varia conforme a regido geografica estudada (Gessain e Cassar, 2012).

Na infec¢do pelo HTLV-1, estima-se que o desenvolvimento da mielopatia seja, em
torno de 0,3 a 4% e de 1 a 5% para o surgimento de Leucemia/linfoma de células T do adulto.
De maneira em geral, aproximadamente 95% dos portadores ndo desenvolvem doencas
associadas. Entretanto, o risco geral para quaisquer doencas associadas como mielopatia,
uveite, leucemia/linfoma de células T do adulto, polimiosite e artropatia, pode chegar aos 10%

(Kaplan et al., 1990; Lairmore et al., 2012).

Diferente do que ¢ observado no HTLV-1, a infec¢do pelo HTLV-2 € considerada de
menor gravidade. Porém, existem relatos de portadores que apresentaram quadro leve de doenga
neurologica ou ainda com maior incidéncia de infec¢des. Logo, torna-se muito importante o
diagnostico confirmatorio e o acompanhamento do paciente com HTLV-2 (Murphy et al., 1998;

Roucoux e Murphy, 2004).

As doengas associadas podem ser divididas em trés categorias: doengas neoplésicas,
doencas inflamatorias e doengas infecciosas. Muitas das doencgas relatadas podem apresentar

diferentes niveis de associagdo com o HTLV.

Doengas Neopldsicas

Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL)

Descrita pela primeira vez no Japdo por Takatsuki em 1977, ap6s observacao de casos
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de leucemia/linfoma que nao se enquadravam nos critérios de diagnosticos das neoplasias até
entdo conhecidas. Logo ap6s a descoberta do HTLV-1, a leucemia/linfoma foi associado ao
virus por alguns critérios, como: 1) todos os pacientes com ATLL tinham anticorpos para
HTLV-1; 2) areas com alta incidéncia de ATLL estavam relacionadas a alta prevaléncia de
infecgdo por HTLV-1; 3) o HTLV-1 infectava os linfocitos T CD4" humanos € o DNA pré-viral
do HTLV-1 foi encontrado em células neoplésicas de ATLL.

Descrita nas diferentes areas endémicas para o HTLV-1, a ATLL ¢ mais prevalente no
sudoeste do Japdo. A faixa etaria mais acometida varia conforme a regido geografica, sendo de
40 a 50 anos na América do Sul e Central e de 60 anos no Japao (Verdonck et al., 2007).
Recentemente, um estudo de soroprevaléncia realizado em doadores de sangue no Japao,
demonstrou uma queda de 10% em relacdo a observada em 1988. O declinio no numero de
portadores do HTLV-1 no Japao deve-se, provavelmente, as politicas de prevencio baseadas
em controle de amamentagdo por maes portadoras do virus. Uma vez que a infeccdo num
momento precoce da vida, como na amamentacdo, pode representar cerca de 3% de chance no
desenvolvimento da ATLL. A infec¢do de células imaturas em criangas pode aumentar o risco

de transformagdo maligna dos linfocitos ao longo da vida (Tsukasaki e Tobinai, 2013).

A ATLL ¢ uma neoplasia das células T CD4" na qual o DNA pro-viral esté integrado. A
associacao do HTLV-1 com a neoplasia ¢ dependente da acdo da sua proteina regulatéria Tax,
que induz, por varias vias, o crescimento/replicacdo anormal da célula hospedeira. Através da
ligacdo da proteina Tax com fatores e cofatores de crescimento e replicagdo celular, a Tax
promove a transcri¢ao do seu genoma pro-viral, porém também promove a transcrigdo de genes

celulares, incluindo citocinas e genes anti-apoptose (Tsukasaki e Tobinai, 2013).

Durante a infec¢do pelo HTLV, apenas uma pequena quantidade de célula expressa Tax,
e essa expressao a torna alvo fécil para destruicdo através da resposta imune do hospedeiro. As
proteinas Rex, HBZ e p30 regulam negativamente a expressdo de Tax, protegendo as células
infectadas da agao dos linfocitos T citotoxicos, porém, auxiliando na manutencao de clones de
células mutadas. A continuidade desse processo por um longo periodo pode levar ao acimulo
de mutacdes num mesmo clone e desencadear a malignizacao dos linfocitos T, caracterizando

assim, a ATLL (Figura 1.8) (Matsuoka e Green, 2009; Yoshida et al., 2010).
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Figura 1.9: Modelo da patogénese ATLL na infec¢cdo pelo HTLV-1. Modificado de Yoshida
et al. (2010).

Sindromes Inflamatorias

Mielopatia ou Paraparesia Espastica Tropical associada ao HTLV-1 (PET/MAH)

Antes da descoberta do HTLV, neurologistas ja haviam descrito a ocorréncia de uma
mielopatia de causa desconhecida. A primeira descrigdo dessa sindrome ocorreu no século XIX
e a sua associacdo com o HTLV-1 foi reconhecida independentemente no Caribe e Japdo em
1985-1986, respectivamente. No Caribe, Gessain e colaboradores, observaram que 10 dos 17
pacientes que estavam sendo acompanhados com paraparesia espastica tropical (PET) possuiam
anticorpos para HTLV-1. Um ano depois, o Japdo relatou a associagdo entre o HTLV-1 e uma
mielopatia cronica (MAH — mielopatia associada ao HTLV-1) (Gessain et al., 1985; Osame et

al., 1986; Verdonk et al., 2007).

A PET/MAH ¢ uma doenca inflamatoria cronica que causa lesdes no sistema nervoso
central e progride para enrijecimento e paralisia de membros inferiores. O risco de evolugdo
para PET/MAH entre os infectados é de 2 a 3 %, ao longo da vida. E mais prevalente em
mulheres por volta dos 40 anos de idade que adquiriram a infec¢@o na idade adulta e pela via
sexual. Para as mulheres, a progressao da sindrome pode ser mais rapida do que para os homens,

principalmente, para as que iniciam a doenca no periodo antes da menopausa. Pacientes que
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possuem alta carga pro-viral no sangue e no liquor e reposta imune aumentada para o HTLV-1,
podem apresentar evolucao mais rapida. E pouco frequente em criangas, porém existem relatos

de casos (Araujo e Silva, 2006).

A indugdo da mielopatia pelo HTLV-1 ainda ndo estd completamente esclarecida. Os
mecanismos que envolvem essa sindrome inflamatoria ainda precisam ser mais estudados. Até
0 momento, trés hipdteses podem explicar a patogénese:

1) da toxicidade direta, onde as células da glia infectadas apresentariam antigenos virais
em sua superficie e linfocitos T CD8" citotoxicos especificos para antigenos do HTLV-1
(principalmente para a proteina Tax) reconheceriam e atacariam estas células, levando a reagao
inflamatoria e a sua morte;

2) da autoimunidade, as células da glia apresentariam uma proteina propria similar a um
antigeno viral. Linfocitos T CD4" atravessariam a barreira hematoencefélica e confundiriam
essas células da glia com células infectadas levando a resposta inflamatoria e a sua destruigao;

3) a teoria da lesdo indireta, sugere que linfocitos T CD4" infectados pelo HTLV-1 no
sistema nervoso central seriam reconhecidos por linfocitos T CD8" o que levaria a reagdo
inflamatoria com liberagdo, pela microglia, de citocinas como TNF-a, que sdo mielotoxicos.
Essa reacdo inflamatoria se perpetuaria com recrutamento de mais células sanguineas
inflamatorias e liberagdo de antigenos virais pelos linfocitos T CD4" infectados, que manteriam

o0 processo cronico de lesdo/inflamagdo (Figura 1.9) (Aratjo e Silva, 2006).
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Figura 1.10: Modelo da patogénese PET/MAH. Adaptado de Cadernos Hemominas HTLV
(2010).
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Segundo Araujo e Silva, 2006, a PET cronica pode se manisfestar com inicio insidioso
ou agudo e o quadro clinico apresentado pode variar de paciente para paciente. A maioria dos

dos individuos apresenta poucos sintomas, sendo as principais manifestagdes neuroldgicas:

1. Paraparesia espastica cronica de progressao lenta;

2. Fraqueza dos membros inferiores;

3. Os disturbios vesicais sdo caracteristicas iniciais; constipa¢ao geralmente
ocorre mais tardiamente; impoténcia e libido diminuida sdo comuns;

4. Sintomas sensitivos como parestesias, queimagao e hiperestesias, sao mais
proeminentes que os sinais fisicos objetivos;

5. Dor lombar baixa com irradia¢do para as pernas;

6. A sensibilidade vibratoria estd frequentemente alterada; a propriocepgao €
menos frequentemente afetada;

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

8. Hiperreflexia dos membros superiores; sinais de Hoffmann e Tromner
positivos sdo frequentes; fraqueza pode estar ausente;

9. Reflexo mandibular exagerado em alguns pacientes;

Uvelte

A uveite engloba um grupo de alteragdes oftalmoldgicos associados ao HTLV-1 que
incluem vasculite, exsudatos, degeneragdo periférica da retina e ceratoconjuntivite sicca

(Verdonck et al., 2007).

Seu destaque deve-se a estudos soroepidemiologicos que apontam a uveite como a
terceira maior entidade clinica associada ao HTLV-1. A uveite pode se apresentar de forma
1solada em pacientes assintomaticos ou estar associada com portadores de doenca neuroldgica.
A sua prevaléncia estd relacionada com a soroprevaléncia do HTLV-1 na regido (Pinheiro,

2010).

A etiopatogenia da uveite ainda ndo esta esclarecida, porém acredita-se que a agressao
tecidual seja de natureza autoimune com uma achado tipico de infiltragdo de tecidos oculares

principalmente no corpo vitreo e vasculite da retina. Clinicamente € caracterizada por

26



dicotomias visuais ou turvacao visual de inicio agudo ou subagudo. A infec¢ao pode cursar de
forma lenta e progressiva com persisténcia de longos periodos, caso o paciente nao seja tratado.
Normalmente, a evolugdo ¢ satisfatdria com 6tima resposta ao uso de corticoides topicos ou
orais, podendo ter remissdao espontanea em algumas semanas se a terapia for interrompida.
Apesar da evolucdo favordvel, mais de 90% dos casos tém recidiva em trés anos, em geral o

intervalo médio ¢ de 16 meses (Verdonck et al., 2007; Pinheiro, 2010).

Artropatia

A associacao entre HTLV-1 e artropatia foi conhecida em 1989. Porém, existem estudos
contraditdorios em relagdo essa ligacdo. Em alguns estudos a maioria dos pacientes com artrite
reumatoide eram negativos para HTLV-1. Entretanto, em um estudo realizado por japoneses e
outro estudo por americanos, foi constatada prevaléncia e a incidéncia de artrite maior nos
pacientes HTLV-1 do que nos ndo infectados. Linfocitos T similares aos linfocitos de pacientes
com ATLL foram encontrados no liquido e no tecido sinovial. Altos titulos de IgM anti-HTLV
foram detectados no liquido sinovial e 0 DNA proé-viral foi detectado em células do liquido e

do tecido sinovial (Yakova et al., 2005).

A artropatia associada ao HTLV ¢ similar a artrite reumatoide, com proliferagao sinovial
e fator reumatoide positivo. Pacientes com leucemia de células T do adulto podem também
apresentar poliartrite com fator reumatoide negativo. O tratamento ¢ empirico e sintomatico,

com a combinag¢do de farmacos anti-inflamatorios e analgésicos (Verdonck et al., 2007).

Sindromes Infecciosas

Escabiose Crostosa ou Sarna Norueguesa

Em pacientes imunodeprimidos, o ectoparasita Sarcoptes scabiei pode produzir uma
intensa infec¢do da pele com grande nimero de acaros, levando a formagao de lesdes crostosas
de grande tamanho. Essa forma de infeccao foi descrita em pacientes em uso de corticoterapia,
com neoplasias, com sindrome de Down, diabéticos, além de HIV e HTLV-1 positivos. Em um
estudo peruano 16 dos 23 pacientes com escabiose crostosa tinham sorologia reagente para

HTLV-1 (Blas et al., 2005). Em outro estudo brasileiro com 91 casos de escabiose, as formas
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mais graves estavam associadas ao HTLV-1 e em menor grau ao HIV (Brites et al., 2002).

Estrongiloidiase

Estima-se que mais de um bilhao de pessoas no mundo estejam infectadas por parasitos
intestinais, entre eles Strongyloides stercoralis. Esse helminto apresenta ciclo de vida complexo
tendo uma fase parasitaria e outra de vida livre no solo, e a infec¢do no homem ocorre através
da penetragdo de larvas filaridides pela pele. Pesquisadores observaram que 60% dos individuos
com estrongiloidiase apresentavam sorologia reagente para HTLV-1 e 21% de positividade em
pacientes sem infec¢do por S. stercoralis (Nakada et al., 1984). Em Sao Paulo, no Brasil, foi
observada frequéncia de estrongiloidiase de 12,1% em doadores de sangue infectados pelo

HTLV-1, em contraste com 1,6% em individuos ndo infectados pelo virus (Chieffi et al, 2000).

A maioria dos infectados apresenta quadro sintomdtico leve com diarreia e dor
abdominal. Em hospedeiros imunodeprimidos, o helminto pode produzir uma infecgao
disseminada, onde larvas filariformes em grande quantidade se movem para outros 6rgaos como
pulmao, figado, rins e sistema nervoso central. O quadro de infecc¢ao sistémica ¢ descrito com
frequéncia em pacientes em uso de corticoides, desnutridos, com neoplasias, em uso de

quimioterapicos, transplantados e HTLV-1 positivos (Hirata et al., 2006).

A relagdo entre a estrongiloidiase e o HTLV-1 apresenta-se de forma muito determinada
em detrimento de alguns fatores: 1) pacientes HTLV-1 positivos apresentariam maior risco de
desenvolver a forma disseminada da doenga; 2) areas endémicas para ambos agentes; 3) taxa

de falha com a terapia anti-helmintica (Verdonck et al., 2007).

Individuos infectados com HTLV-1 tém proliferacao espontanea de células T e altos
niveis de interferon-gama, que estdo associados a funcao imunolodgica do tipo Th-1 com uma
fraca resposta do tipo Th-2 (baixos niveis de interleucina-4, 5 e 13, IgE e eosinodfilos). A redugao
na interleucina-4 e IgE reduzem a eficicia da degranula¢do dos mastdcitos e baixos niveis de
interleucina-5 diminuindo o recrutamento e a atividade dos eosinéfilos contra parasitas, tendo

como resultado uma menor resposta imune ao parasito (Hirata et al., 2006).

28



Dermatite Infecciosa

A primeira descri¢ao de dermatite infecciosa, ocorreu na Jamaica em 1966. Tempos
depois, em 1990, foi descrita a associacdo ao HTLV-1, e tem sido relatada até os dias atuais em
varias regides onde o HTLV-1 ¢ endémico, incluindo Japao, Trinidad e Tobago, Brasil e

Colombia (La Grenade et al., 1990).

A infeccdo (Figura 1.11) caracteriza-se por uma dermatite exsudativa intensa que
acomete o couro cabeludo, regides da orelha, regido paranasal, o pescoco e outras partes do
corpo. Apresenta-se com formagdes crostosas, pustulas, papulas ou fissuras retroauriculares

(Pérez et al., 2007).

Figura 1.11: Foto de crianga com dermatite infecciosa. A — infecgdo anterior ao tratamento;
B — infeccdo apos inicio do tratamento. Modificado de Verdonck et al. (2007).

Na maior parte dos casos, a transmissao ocorre por via vertical com média de 2 anos de
idade para o aparecimento da doenga. Cerca de 60% dos pacientes sdo do sexo feminino e a
patogenia da doenga ainda nao estd bem esclarecida. Um estudo realizado em 2009, descreveu
uma possivel relacdo entre a patogénese da dermatite infecciosa e a exagerada resposta imune

gerada pelo HTLV-1 (Nascimento et al., 2009).

O exame microscopico da biopsia de pele pode revelar um infiltrado inflamatorio
linfocitico, sugerindo uma forte resposta antiviral do hospedeiro. As manifestacdes cutaneas
usualmente se tornam menos graves com o passar da idade, provavelmente pela maturagdo do
sistema imune. Alguns trabalhos sugerem que a dermatite infecciosa pode ser um fator de risco

para o desenvolvimento da paraparesia espastica tropical ou da leucemia/linfoma de células,
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por apresentarem semelhancas em fatores como alta carga pro-viral e resposta imune (Pombo

de Oliveira et al., 2002; Primo et al., 2005; Hanchard, 2005)

O diagnostico diferencial ¢ baseado na dermatite seborreica e na dermatite atopica. O
tratamento ¢ com o uso de antibidticos sistémicos e corticdides topico e oral. Observa-se
frequentemente a ocorréncia de recaidas, podendo ser necessario o uso de antibidticos por

longos periodos (Verdonck et al., 2007).

Tuberculose

Diferentes estudos demonstram associagdo entre HTLV-1 e a tuberculose. Alguns
relatam maior prevaléncia de infec¢ao pelo HTLV-1 em pacientes com tuberculose e outros,
alta prevaléncia de tuberculose em pacientes com infec¢do pelo HTLV-1. Evidéncias apontam
para uma resposta diminuida ao teste com derivado purificado da proteina do bacilo da
tuberculose (PPD), sugerindo que pessoas com HTLV-1 apresentariam um resposta imune

reduzida a tuberculose (Verdonck et al., 2007).

Um estudo realizado no Brasil reforga a associacao entre HTLV-1 e tuberculose. Nesse
estudo, evidenciou-se maior prevaléncia de HTLV-1 em pacientes com tuberculose (cerca de
4,27%) em contraste com o observado no grupo controle (1,32%). Evidenciando assim uma

maior prevaléncia de infec¢ao pelo HTLV-1 em pacientes tuberculosos (Marinho et al., 2005).

Sindromes reumatologicas e doengas autoimunes

Apesar de relatos da associagdo entre HTLV-1 e doengas autoimunes, ainda sio
necessarios mais estudos para a comprovacao da associagdo. Além das patologias de origem
inflamatoriadas citadas anteriormente, outras doencas merecem esclarescimentos quanto a essa

associacao (Quadro 1.3) (Verdonck et al., 2007).
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Quadro 1.3: Outras doencas inflamatorias e niveis de associagdo com HTLV-1

Nivel de evidéncia epidemiologica Evidéncia biolégica
Doencas Relato de caso | Caso controle Estudos de DNA pro- Modelos
Inflamatorias coorte viral na lesdo | animais
Sindrome de Sim Néo Ndo Sim Sim
Sjogren
Polimiosite Sim Nao Nao Sim Sim
Tireoidite Sim Nao Niao Sim Nao
Alveolite Sim Nao Nao Nao Nao

1.7 Prevencgao

A infeccdo pelo HTLV, como j& foi dito anteriormente, pode cursar de forma
assintomatica ou evoluir para manifestacdes diversas. Alguns pacientes sintomaticos podem
apresentar complicagdes do tipo grave e com consequente comprometimento (Verdonck et al.,
2007). Cerca de 95% dos portadores permenecem assintomaticos, o que dificulta o controle
dessa infeccdo, uma vez que o portador sem ter conhecimento da infeccdo pode continuar
transmitindo o virus a outras pessoas. As complicacdes provocadas pela infeccdo pode
comprometer de maneira severa a vida cotidiana do individuo. Cabe ressaltar que além das
manifestagdes fisicas, muitos pacientes necessitam de acompanhamento psicologico para lidar

com a infecc¢ao (Aratjo et al., 2006; Verdonck et al., 2007)

A realizacdo de exame de triagem soroldgica, em candidatos a doagdo de sangue em
hemocentros do pais, faz-se necessaria e obrigatoria desde 1993. Essa triagem para os casos
positivos HTLV nao ¢ realizado em alguns paises, porém os pacientes devem ser orientados a
ndo doarem sangue, s€émen e Orgdos apos resultado positivo para o virus. Muitos estudos

mostraram a necessidade dessa medida como prevengdo mesmo em paises considerados de
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baixa prevaléncia. (Gongalves et al., 2010; Gessain e Cassar, 2012).

A prevencdo da transmissdo vertical provavelmente ¢ a que tem maior impacto no
controle da transmissdo e das doencgas associadas ao HTLV. A triagem durante o pré-natal deve
ser implantada em regides geograficas especificas, combinada ao aconselhamento de maes
positivas a ndo amamentarem (Dal Fabbro et al., 2008). O fornecimento de outras fontes de
alimentagdo para essas criangas, como leite artificial ou leite humano de bancos de leites, devem
ser incrementadas. O bloqueio do aleitamento materno ¢ fundamental, uma vez que essa via ¢

a principal forma de transmissdo vertical do HTLV (Monteiro et al., 2014).

Os usudrios de drogas endovenosas devem ser orientados a ndo compartilhar seringas,
agulhas ou qualquer outro material perfurocortante utilizado. No Brasil, existe a necessidade de
estudos especificos com essa populacao de risco, porém dados provenientes de estudos com
doadores de sangue, ambulatorios de DIP e gestantes demostraram a infecgdo pelo virus em

algumas regides do pais (Murphy et al., 1998; Catalan-Soares et al., 2005)

Os pacientes com infec¢do pelo HTLV devem ser orientados sobre as formas de
transmissdo e como preveni-las. Todos devem ser informados sobre a importancia da utilizagao
de preservativos em todas as relagdes sexuais, assim como acompanhamento médico mesmo
que o portador ndo apresente sintomas. Por se tratar de uma doenga que ainda nao hé tratamento
eficaz ou vacinas, a melhor forma de controle ¢ a atencao e vigilancia no que se refere as suas
vias de transmissdo. Politicas de promocdo e educagdo em saude sdo necessarias,

principalmente, em paises nos quais 0 HTLV ¢ prevalente (Paiva e Casseb, 2014).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Caracterizar as variantes genotipicas do HTLV em um grupo de pacientes
acompanhados no Ambulatoério de Doengas Infecciosas do Hospital Universitario Pedro
Ernesto — HUPE/UERJ.
2.2 Objetivos Especificos
I — Caracterizar o grupo quanto aos possiveis fatores de risco para infec¢do pelo HTLV;
II — Descrever a ocorréncia de doengas associadas com HTLV;

IIT — Caracterizar o grupo quanto aos subtipos de HTLV;

IV — Descrever os subtipos de HTLV de acordo com a naturalidade dos pacientes;

V — Caracterizar os casos de pacientes com sorologia de WB indeterminado utilizando

técnicas de biologia molecular.
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3. METODOLOGIA

O estudo ¢ do tipo estudo de casos, de individuos com sorologia positiva e/ou WB
indeterminado para HTLV, que foram acompanhados no Hospital Universitario Pedro Ernesto

— HUPE.

3.1 Local e grupo de estudo

O estudo foi desenvolvido no ambulatério da Unidade Docente Assistencial (UDA) de
Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE). O
grupo estudado foi selecionado no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014. Durante esse

periodo, 33 pacientes desta unidade foram selecionados para compor esse estudo.

O HUPE ¢ a unidade hospitalar da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e
nele funciona a maioria dos ciclos profissionais dos cursos de graduacdo e pos-graduacio da

area de saude.

O ambulatorio de DIP pertence a Unidade Docente Assistencial de DIP, que congrega a
Disciplina de DIP ligada a Faculdade de Ciéncias Médicas e o Servigo de DIP, situado em Vila
Isabel — RJ. Neste ambulatorio sdo atendidos pacientes com diversas doengas infecciosas,
incluindo infec¢do pelo HTLV. Os pacientes chegam até esse servigo por encaminhamento da
rede do Sistema Unico de Satde (SUS) ou, em alguns casos, por demanda espontanea. A maior
parte dos pacientes com HTLV acompanhados no ambulatorio ¢ encaminhada apds passagem
por bancos de sangue, principalmente pelo Instituto de Hematologia do Rio de Janeiro

(HEMORIO) e pelo Banco de Sangue do Hospital Universitario Pedro Ernesto.

Nos bancos de sangue sdo realizadas sorologias de triagem para diversos agravos de
importancia em saude publica, incluindo o teste para HTLV (ELISA anti-HTLV). As amostras
dos candidatos a doacdo de sangue que possuem resultado reagente no teste de triagem, sdo
posteriormente confirmadas pela técnica de WB. Os candidatos com sorologia positiva para

HTLV sao encaminhados para acompanhamento no servico DIP-HUPE/UERJ.

O grupo estudado foi selecionada conforme os critérios a seguir.
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Critérios de Inclusio

v Individuos sintomaticos e assintomaticos atendidos no ambulatério durante o

periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014;
v Sorologia de Triagem Elisa Anti-HTLV reagente + WB Indeterminado.

Critérios de Exclusdo

v Pacientes que ndo aceitaram participar do estudo.

3.2 Entrevista e coleta de sangue

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos através de questionario (ANEXO 8.1),
preenchido em entrevista com o paciente durante a consulta médica e através de revisdo de

prontuario.

O questionério teve a finalidade de levantar dados sobre 0s aspectos epidemiologicos
como idade, sexo, raca, naturalidade, manifestacdes clinicas, presen¢a de possiveis contactantes
(parceiros sexuais, filhos e amamentagdo cruzada), comportamentos de risco para infecgdo
como, por exemplo, transfusdo sanguinea antes de 1993 e uso de drogas endovenosas. Além
disso, foi utilizado para informacdes sobre os resultados de exames complementares para

determinar possiveis co-infecgoes.

Foram colhidas amostras de 10 ml de sangue total, retiradas por pun¢do venosa
periférica em um dos membros superiores, adicionadas em tubos com anticoagulante (EDTA).
Os tubos utilizados para coleta foram datados e identificados com nome e niimero do registro
do paciente no HUPE. Apds a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Genética
Molecular de Microorganismos (LGMM-IOC/FIOCRUZ), onde permaneceram armazenadas a

-20°C para posterior analise molecular pela técnica da PCR.

Os exames sorologicos de triagem (ELISA anti-HTLV e WB) foram realizados pelo
Laboratorio Central do HUPE. O exame ELISA ¢ solicitado na rotina do ambulatorio DIP e o

WB somente quando existe a necessidade de confirmacao da infec¢do. A colaboracdo realizada
com o LGMM-IOC/FIOCRUZ sob responsabilidade da Dra. Ana Carolina Paulo Vicente, foi

fundamental para a realizagdo do presente trabalho, uma vez que nesse laboratério foram
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realizados os exames confirmatorios da PCR, servico esse que nao ¢ prestado pelo HUPE. No
laboratorio, a analise molecular foi realizada através de técnica desenvolvida “in house”, devido
a ndo disponibilidade de kits comerciais no mercado para deteccdo do DNA pré-viral do HTLV

por PCR.

Todos os pacientes com sorologia prévia positiva ou indeterminada provenientes de
bancos de sangue ou de qualquer outro centro, tiveram novas amostras de sangue coletadas e

submetidas a novos exames diagnosticos.

Aspectos éticos

Todos os pacientes foram convidados a participar do estudo e s6 participaram apos
leitura, total entendimento, esclarecimento e assinatura do TCLE - Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Nos casos dos pacientes menores de 18 anos, o consentimento para

participacao e a assinatura do TCLE foram fornecidos pelo seu responsavel.

O presente estudo esté inserido no projeto “Transmissao do Virus Linfotrépico Humano
de Células T (HTLV): analise clinica, epidemiologica e caracterizacdo molecular” submetido e
aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, com

numero de registro 2428-CEP/HUPE em 19 de agosto de 2009.

3.3 Teste Sorologico de Triagem (ELISA)

No Laboratorio Central do HUPE, foram realizados os testes sorologicos de triagem
com a finalidade de pesquisa de anticorpos para HTLV-1 e 2. O teste utilizado foi o ensaio
imunoenzimatico ELISA qualitativo de terceira geracao (HTLV-1&2Ab DIA. PRO — Enzyme
Immunoassay, DIA. PRO. Diagnostic Bioprobes Srl, ITALY), utilizando trés antigenos
recombinantes: gp46-1, gp46-11 e p21-1.

O teste soroldgico foi realizado em todos os pacientes, sendo eles encaminhados de
banco de sangue ou de outros centros, com resultado prévio de ELISA reagente e ou sorologia

de WB indeterminado.

Os pacientes que tiveram resultado reagente para o teste ELISA, foram submetidos a
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nova coleta de amostra e as mesmas encaminhadas ao LGMM/IOC para realizacao de exame

confirmatorio pela técnica da PCR.

3.4 Teste Sorologico Confirmatorio (WB)

ApOs o teste de triagem sorologica anti-ELISA, as amostras positivas que nao possuiam
exame prévio sorologico de WB, foram testadas no Laboratério Central HUPE utilizando o teste
e depois encaminhadas para 0 LGMM/IOC para analise molecular pela PCR. A maior parte dos
pacientes foram encaminhados pelo HEMORIO e ja possuiam sorologia prévia de WB, porém

alguns com resultados de WB indeterminado necessitando confirmacdo através da PCR.

3.5 Teste de Analise Molecular (PCR)
Extracdo do DNA

No Laboratorio de Genética Molecular de Microorganismos do Instituto Oswaldo Cruz
(LGMM/I0OC), as amostras de sangue total com EDTA de pacientes com teste sorologico
(ELISA reagente e ou WB indeterminado, foram submetidas a extracdo do DNA. Para tal, foram
utilizados reagentes comerciais QI4damp DNA Blood (Qiagen Inc., Chatswoth, CA, USA),

conforme as orientagdes do fabricante e com algumas modifica¢des utilizadas pelo laboratério.

Da amostra total, foi adicionado a um tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml, 400ul de sangue
total e 40pl de Proteinase K do kit (20mg/ml). Acrescentou-se entdo 400ul do reagente Buffer
AL (Tampao de lise), a solug@o foi homogenizada no vortex por 15 segundos e incubada a 50°C
por 1 hora. Apds a incubagao, foi realizada a centrifugacao e logo adicionado 400ul de Etanol
a 100% e homogeneizado no vortex por 15 segundos. Apos, realizou-se nova centrifugacdo. A
solucdo foi coletada no tubo de 1,5ml e transferida para o dispositivo coluna, centrifugada a
8000 rpm por 1 minuto. O tubo coletor foi descartado, substituido por um novo e adicionado
ao dispositivo coluna 500ul do tampao de lavagem 1 (AW1). Nova centrifugacao a 8000 rpm
por 1 minuto foi realizada. Apos, o tubo coletor foi descartado com o filtrado e adicionado
500ul da solucao de lavagem 2 (AW2) ao dispositivo coluna. Em seguida, centrifugado a 14.000
rpm por 3 minutos. Para retirada dos residuos do tampao de lavagem, o dispositivo coluna foi

centrifugado por 1 minuto em rotacdo maxima.
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Em um novo tubo Eppendorf de 1,5ml foi colocado um dispositivo coluna e adicionado
200ul do tampao de elui¢do (Buffer AE) e encubado em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apds, foi centrifugado a 8000rpm por 1 minuto. Os tubos de 1,5ml foram marcados como
primeira eluigdo. O dispositivo coluna foi colocado em um novo tubo de 1,5ml e o processo de
eluicdo foi repetido. Esses, foram marcados como tubos de segunda elui¢do. Por fim, cada
amostra obteve 2 tubos no processo de eluicdo e os mesmos foram armazenados em freezer

com temperatura de -20°C.

O DNA obtido foi utilizado como molde para amplificacdo de segmento do gene
mitocondrial humano pela PCR. Esse controle foi realizado com o objetivo de certificar a

qualidade do processo de extragao.

Reacido em Cadeia da Polimerase

O DNA proé-viral foi amplificado através de Nested PCR. As amostras foram testadas
para amplificagdo da regido Tax, utilizando iniciadores genéricos. As amostras que
amplificaram para essa regido foram testadas para a regido LTR, através de iniciadores
especificos para HTLV-1 e HTLV-2. As reagdes de amplificacdo de cada segmento genomico

foram realizadas no termociclador Eppendorf Mastercycler®.

Amplificagdo da regiao Tax

Todas as amostras foram testadas para amplificacao da regidao Tax do HTLV. Dentro do
genoma viral, essa ¢ a regido considerada mais conservada, por este motivo foi utilizada para

confirmar se todas as amostras eram positivas para HTLV, porém sem distinguir os tipos virais.

Para amplificag@o dessa regido (218pb) foram utilizados, na primeira etapa da PCR (1°
round) um volume total de 50ul, sendo: 500ng de DNA extraido, dNTP’s (deoxinucleotideos
trifosfatados) em 10mM de cada dNTP, tampao 1x, MgCl: (cloreto de magnésio) 2,0mM, Tag
DNA polimerase (Promega) 1,8U e 100ng de cada iniciador (Quadro 3.1). Além das amostras,
foram utilizados na reagdo, controles positivo e negativo. O termociclador foi programado da
seguinte forma: 96°C durante 3 minutos por 1 ciclo (Desnaturacdo inicial), 96°C por 30

segundos (Desnaturacao), 45°C por 30 segundos (Anelamento) e 72°C por 1 minuto (Extensao)
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em 40 ciclos. Na segunda etapa da PCR (2° round), foram utilizados, em um volume total de
50ul: 5ul do produto da primeira reagdo, 10mM de cada ANTP, 2,0mM de MgCl, tampao 1x,
Tag DNA polimerase (Promega) 1,8U e 100ng de cada iniciador (Quadro 3.1). Nessa etapa,
como na primeira reagdo, foram utilizados controles positivo e negativo. O termociclador foi
programado para: 96°C por 3 minutos em 1 ciclo (Desnaturacao inicial), 96°C por 30 segundos
(Desnaturagdo), 50°C por 30 segundos (Anelamento) e 72°C por 1 minuto (Extensdo) em 40

ciclos.

Quadro 3.1: Iniciadores genéricos para HTLYV, regido Tax (218 pb). Adaptado de GenBank
ATK-1 (2014)

Iniciadores (Primers) Sentido GenBank ATK-1* Sequéncia 5°- 3’

1° Round AVA4SF Sense 7501 GGACGCGTTATCGGCTC
AV46R Antisense 7803 TACCTCTACCAGCTTTCC

2° Round AV42F Sense 7543 CTCCCCTCCTTCCCCAC
AV43R Antisense 7741 CAAAACCTGTACACC

* corresponde a posi¢cdo no genoma.

Amplificacgdo da regido LTR

Para amplificacdo da regido LTR foi utilizado o mesmo protocolo utilizado na
amplificagdo da regido Tax, porém com ajustes na programa¢do do termociclador e os
iniciadores indicados no Quadro 3.2. O termociclador foi programado da seguinte forma: 96°C
por 5 minutos por 1 ciclo (Desnaturacao inicial), 96°C por 50 segundos (desnaturagdo), 45°C
por 50 segundos (Anelamento) e 72°C por 1 minuto (Extensdao) em 40 ciclos. Na segunda etapa
da PCR (2° round), a programacao foi: 96°C por 5 minutos em 1 ciclo, 96°C por 50 segundos,
45°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, em 40 ciclos.
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Quadro 3.2: Iniciadores especificos para regido LTR do HTLV-1 (678 pb). Adaptado de
GenBank ATK-1 (2014)

Iniciadores (Primers) Sentido  GenBank ATK-1* Sequéncia 5°- 3’
1° Round HFLI Sense 24 GACAATGACCATGAGC
HFL6 Antisense 881 GTTAAGCCAGTGATGAGCGGC
2° Round HFL9 Sense 124 AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC
HFL10  Antisense 779 TCCCGGACGAGCCCCCAA

* corresponde a posi¢cao no genoma.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da segunda reacdo da PCR, incluindo os controles positivo e negativo, e
um marcador de peso molecular foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampao TAE (Tris-Acetato EDTA) (60V/40minutos). Os géis foram posteriormente corados
com brometo de etidio por 30 segundos e visualizados e fotografados no equipamento Gel Logic

112 Kodak.

3.6 Purificacao do Produto da PCR

Os produtos da PCR foram purificados com o Kit comercial illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit da GE Healthcare. Para a purificagao foram adicionados
200ul do tampao de captura em 40ul do produto da segunda reacdo da PCR em um tubo
eppendorf e homogeneizado. Essa solugdo foi transferida para um dispositivo coluna e
centrifugar por um 1 minuto em 13.000rpm. Ap6s centrifugacao, o liquido precipitado no tubo
coletor foi descartado. No dispositivo coluna foi adicionado 500ul do tampao de lavagem e
centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm. Logo apds, repetiu-se a centrifugagdo com o objetivo
de extrair ao maximo qualquer solugdo restante no dispositivo coluna. O dispositivo coluna foi
transferido para um tubo tipo Eppendorf de 2ml, adicionado 30ul do tampao de eluicdo e
mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. Apos esse tempo, o dispositivo coluna foi
centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm. Por fim, o produto coletado no tubo tipo Eppendorf

foi armazenado para sequenciamento nucleotidico.
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Com a finalidade de confirmar se ocorreu purificagdio adequada, antes do
sequénciamento, adicionou-se 5ul do produto de purificagdo em Sul de azul de bromofenol e
xileno cianol. Essa solugdo foi aplicada em gel de agarose com um marcador de peso molecular
para realizagao da eletroforese (60V/40minutos). Em seguida, o gel foi corado com brometo de

etidio e visualizado e fotografado no Gel Logic 112 Kodak.

3.7 Sequenciamento dos Produtos da PCR

Os produtos purificados da regido Tax e LTR foram sequenciados utilizando-se o kit Big
Dye Terminator V- 3.1, seguindo-se o protocolo dos fabricantes. O sequenciamento foi realizado
no sequenciador ABI 3730 DNA Analyser (4pplied Biosystems). No termociclador a ciclagem
da reacdo foi de 96°C por 15 segundos (Desnaturagao); 50°C por 10 segundos (Anelamento) e
60°C por 4 minutos (Extensdo) num total de 25 ciclos. Os iniciadores usados na reacdo de

sequenciamento foram os mesmos utilizados na reagao da PCR.

3.8 Analise de Dados

Os quadros com os dados dos possiveis fatores de risco para a infec¢do foram gerados

diretamente no programa EPI-INFO-7 (vers&o 7.1.2.0).

As sequéncias obtidas através da PCR foram comparadas ao GenBank utilizando o
programa BLAST. As sequéncias foram lidas e editadas usando os programas Chromas Lite
versao 2.01 (Griffith University), DNA Star Lasergene SeqMan (versdao 7.0) e BioEdit
Sequence Alignment Editor (versao 7.2.5.0).
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4. RESULTADOS

Todos os pacientes do grupo de estudo (n=33) apresentaram resultado reagente na
triagem sorologica ELISA anti-HTLV. Nesse grupo, além dos pacientes com sorologia WB
positiva (n=25), dois individuos apresentaram sorologia WB negativa e seis WB indeterminado.
No resultado final, dois pacientes apresentaram resultado negativo para a infec¢do pelo HTLV.
Logo, nos dados de caracterizacdo do grupo de estudo ndo constam suas informacdes (n=31).

A sequir, estes resultados séo detalhados.

4.1 Caracterizacao do grupo de estudo

O grupo foi caracterizado quanto aos possives fatores de risco para infeccdo pelo HTLV.

4.1.1 Sexo

Houve predominio de pacientes do sexo feminino, com aproximadamente 58% da

frequéncia (Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Frequéncia e percentual dos géneros no grupo de estudo (n=31).

Sexo \ Frequéncia Percentual
Feminino 18 58,06
Masculino 13 41,94

4.1.2 ldade

A idade dos pacientes variou entre 4 e 69 anos. Mais da metade dos pacientes pertenceu
a faixa etaria adulta, tendo a maioria idades entre 41 e 50 anos (Quadro 4.2).

4.1.3 Grupo Etnico

Os grupos étnicos encontrados foram negros, brancos e pardos. Os dois primeiros

apresentaram as maiores frequéncias (Quadro 4.3).
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Quadro 4.2: Frequéncia e percentual de idade do grupo de estudo (n=31).

Faixa Etéaria

Idade

(IBGE) Frequéncia Percentual
<10 anos 1 3,2

Jovem

10 a 19 anos 3 9,7

20 a 30 anos 2 6,5

31 a 40 anos 6 19,4
Adulto

41 a 50 anos 11 35,5

51 a 59 anos 5 16

60 a 70 anos Idoso 3 9,7

Quadro 4.3: Frequéncia e percentual de grupos étnicos no grupo de estudo (n=31).

Grupo Etnico Frequéncia Percentual
Pardo 13 42
Branco 12 39
Negro 6 19

4.1.4 Naturalidade

A maioria da populacéo de estudo foi natural do estado do Rio de Janeiro, havendo

apenas trés pacientes naturais de outros estados (Quadro 4.4).

Quadro 4.4: Frequéncia e percentual da naturalidade do grupo de estudo (n=31).

Naturalidade Frequéncia Percentual
RJ 28 90,3
MG 1 32
CE 1 32
PA 1 3,2
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4.1.5 Estado Civil

Em relacdo ao estado civil, as categorias solteiro(a) e casado(a) apresentaram as maiores

frequéncias, sendo o grupo casado com 45,16% e o solteiro com 38,71% (Quadro 4.5).

Quadro 4.5: Frequéncia e percentual de estados civis no grupo de estudo (n=31).

Estado Civil Freqguéncia Percentual
Casado (a) 14 45,16
Solteiro (a) 12 38,71

Unido estavel 2 6,45

Viavo(a) 2 6,45

Divorciado(a) 1 3,23

4.1.6 Aleitamento Materno

A maior parte dos pacientes ndo soube informar sobre amamentacéo na infancia. Apenas
9 afirmaram ter conhecimento que foram amamentados, sendo um deles através de
amamentacdo cruzada (Quadro 4.6). Esse tipo de amamentacdo é aquele onde o paciente é
amamentado por outra mulher diferente da mae, popularmente conhecido por “ama de leite”.

Nenhum paciente soube relatar se foi amamentado por portador de HTLV.

Quadro 4.6: Frequéncia e percentual de aleitamente materno nos pacientes (n=31)

Aleitamento Frequéncia Percentual
Nao soube dizer 22 71
Amamen_tagao 8 258
convencional
Amamentacgao 1 3.2
cruzada
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4.1.7 Contactante Sexual HTLV+

Em relacdo ao contato sexual, 16% (n=5) da populacéo de estudo relatou que manteve
relagdes com portadores de HTLV (Quadro 4.7). O restante ndo soube informar ou néo

manteve.

Quadro 4.7: Frequéncia e percentual de relacdes sexuais de pacientes com portadores de

HTLV (n=31).
Contactante ..
Sexual HTLV+ | reduencia Percentual
Néao sat?em / Nao 26 o
mantiveram
Sim 5 16

4.1.8 Uso de Drogas Injetaveis

Em relacdo ao uso de drogas injetaveis, apenas um paciente relatou ter feito uso (n=31).

4.1.9 Transfusédo de Sangue

A maioria do grupo de estudo relatou nunca ter feito transfusdo de sangue (90,3%)
(Quadro 4.8).

Quadro 4.8: Frequéncia e percentual de pacientes que ja realizaram transfusdo de sangue

(n=31).
Tranfuséo de Frequéncia Percentual
Sangue
Néo 28 90,3
Sim 3 9,7
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4.1.10 Co-infeccao

Entre os pacientes positivos para 0 HTLV, 27 ndo apresentaram nenhum tipo de co-
infeccdo. Apenas quatro pacientes apresentaram exames positivos para outros patégenos, sendo
trés co-infectados com HIV e um reagente para o virus da hepatite C (Quadro 4.9).

Quadro 4.9: Frequéncia e percentual de co-infecgdo (n=31).

Co-infecgéo Frequéncia Percentual
Sem co-infeccéo 27 87,1
HTLV + HIV 3 9,7
HTLV + HCV 1 3,2

4.1.11 Estagio Clinico

Em relacdo a manifestacdo clinica, 90,3% dos pacientes foram clinicamente
diagnosticados como assintomaticos, enquanto 9,7% apresentaram sintomatologia associada ao

HTLV (Quadro 4.10). Os sintomaticos apresentaram mielopatia associada ao HTLV-1.

Quadro 4.10: Frequéncia e percentual de manifestacéo clinica (n=31).

Estagio Clinico Frequéncia Percentual

Assintomatico 28 90,3

Mielopatia associada ao HTLV-1 3 9,7

4.2 Analises Moleculares

As analises através da PCR, demonstraram prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 em
28 individuos (84,8%). O HTLV-2 foi detectado em apenas trés pacientes e em outros dois o
resultado foi negativo (Quadro 4.11). Os pacientes com sorologia WB indeterminado, foram
confirmados como portadores do HTLV, sendo cinco positivos para HTLV-1 e um HTLV-2.
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Quadro 4.11: Frequéncia e percentual de diagndstico final no grupo de estudo (n=33).

Diagndstico Frequéncia Percentual
HTLV-1 28 84,8 %
HTLV-2 3 9,1%
Negativo 2 6,1 %

4.2.1 Andlise da Regido Tax do HTLV

A regido Tax foi amplificada pela PCR em 33 pacientes (Figura 4.1). A andlise de
sequenciamento desses isolados demonstrou DNA pré-viral do HTLV em 31 amostras, sendo
2 isolados considerados negativos. Novos testes foram realizados para confirmacgéo. A anélise
demonstrou ainda que 18 isolados apresentaram 99% de similaridade com a sequéncia
referéncia HAM116 (HTLV1aA) (GenBank KF797912) (Figura 4.3). Em trés isolados, a
analise demonstrou 99% de similaridade com a sequéncia referéncia MA_VMM (HTLV-2b)
(GenBank GU591304) (Figura 4.4). Nas demais amostras (n=10) o sequenciamento detectou

baixa similaridade com cepas referéncia.

< < < 4
S Amostras & &

Amostras

&

Amostras F v & &
| o e & controle ()

Figura 4.1: PCR da Regido Tax em 33 amostras (identificadas por um nimero seguido da
letra U), demonstrando amplificacdo em todas as amostras. Primer: AV42F e AV43R (218pb)
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Devido a alta similaridade entre as regides Tax do subtipo HTLV-2b e HTLV-2c,
comparamos 0s nossos isolados com a sequéncia referéncia BRLO02 (HTLV2c) (GenBank
HM770414) (Figura 4.5).

4.2.2 Anélise da Regido LTR do HTLV-1

Nesse estudo, em 21 amostras ndo foi possivel a amplificagdo da regido LTR, pois
durante a realizacdo da PCR essa regido ndo amplificou. Por este motivo a analise de
sequenciamento desses isolados ficou restrita a regido Tax. Nas demais amostras (n=10) foi

possivel a amplificacdo e o sequenciamento dessa regido (Figura 4.2).

Amost| 9 e® %\X\ \zO
mostras WO 6°\ x‘°\ Amostras o e\ &‘0
| Y s““ c°° S
- pm—-“ - — oy l‘- "
b 4 =i il
LU ELIM
s T4
-
o e — —
- - » - --.......... .

Figura 4.2: PCR da Regi&o LTR do HTLV-1, com destaque para 10 amostras com
amplificacdo (identificadas por um nimero seguido da letra U). Primer: HFL9 e HFL10
(675pb)

A comparacéo das sequéncias obtidas (n=10) no presente estudo demonstrou 99% de
similaridade com a sequéncia referéncia 1L1451 (HTLV-1aA) (GenBank KF202311) (Figura
4.6). Em relacdo a andlise de assinaturas genéticas da regido LTR, os pacientes apresentaram
poucas mudancas de nucleotideos em relacdo a sequéncia referéncia 1L1451 (HTLV-1aA).
Dentre as mudancas, as que chamaram mais atencdo foram as que apresentaram 0 mesmo
carater em todos os pacientes, sendo observadas nas seguintes posi¢cdes do genoma: 8, 9, 12,
30, 93, 130, 192, 202, 366, 467, 498 e 607. Em trés posicdes do genoma observou-se 0 mesmo
carater para sete pacientes, sendo elas 365, 414 e 541. Entende-se como “mesmo carater” a

mudanc¢a do mesmo nucleotideo, numa mesma posic¢ao no genoma. (Figura 4.6, continuacao).
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Figura 4.3: Alinhamento das sequéncias da regido Tax de dezoito pacientes,

demonstrando similaridade entre as mesmas e as cepa referéncias HAM116 (HTLV-1aA) e

ATK (HTLV-1aB). Os intervalos entre as posi¢des 10 e 40; 80 e 90 ndo apresentaram

polimorfismos. As amostras marcadas com quadrado referem-se aos pacientes WB

indeterminado.
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Figura 4.4: Alinhamento das sequéncias da regido Tax de trés pacientes, demonstrando
similaridade entre as mesmas e as cepas referéncias MAVMM (HTLV-2b) e BRL038
(HTLV-2b). O intervalo entre a posi¢do 130 e 180 ndo apresentou polimorfismo. As amostras
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Figura 4.5: Alinhamento das sequéncias da regido Tax de trés pacientes, demonstrando

(HTLV-2b) e

BRLOO02 (HTLV-2c). As amostras marcadas com quadrado referem-se aos pacientes WB

MA_VMM

similaridade entre as mesmas e as cepas referéncias padrbes

indeterminado.
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Figura 4.6: Alinhamento das sequéncias da regido LTR de dez pacientes, demonstrando
similaridade entre as mesmas. As amostras marcadas com quadrado referem-se aos pacientes

WB indeterminado.
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Figura 4.6 (continuacdo): Alinhamento das sequéncias da regido LTR de dez pacientes,
demonstrando similaridade entre as mesmas. As amostras marcadas com quadrado referem-se

aos pacientes WB indeterminado.
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4.2.3 Analise de Subtipos

As sequéncias obtidas a partir da regido Tax, apds inser¢do no BLAST, demonstraram
prevaléncia do subtipo HTLV-1a (n=18) e HTLV-2b (n=3). Na anélise de sequéncia dos isolados
de LTR foi possivel observar além do subtipo, o subgrupo, HTLV-1aA (n=10). (Figura 4.7).

10%

HTLV-1aA mHTLV-la mHTLV-2b

Figura 4.7: Percentual dos subtipos de HTLV no grupo de estudo (n=31).

Os resultados do presente estudo foram sintetizados no Quadro 4.12.
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Quadro 4.12: Dados epidemiologicos € moleculares, com resultados confirmatorios para

HTLV em pacientes do HUPE-UERJ.

Cédigo Sexo Idade Natural Etnia  Sintomas  Aleitam. Contact . Co- Transfus. ELISA WB PCR  Subtipo
HTLV infecgéo sangue
1U F 48 RJ Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 laA
2U F 64 RJ Pardo - Né&o sabe - - - Sim  Positivo Positivo  HTLV-1 laA
3U M 46 RJ Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
4U M 41 RJ Negro Mielopatia N&o sabe - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
5U F 18 RJ Pardo - Sim - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
6U M 47 RJ Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo Negativo Negativo -
7U M 34 RJ Pardo - Né&o sabe Sim - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 laA
8u M 50 RJ Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
9U F 4 RJ Negro - Néo sabe - HIV - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
10U M 36 RJ Negro - Néo sabe - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
11U F 59 RJ Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
12U F 61 PA Pardo  Mielopatia Sim - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 1laA
13U F 42 RJ Negro  Mielopatia N&o sabe - HIV - Sim  Positivo Positivo  HTLV-1 1laA
14U M 50 RJ Branco - Sim - HCV  Sim - Positivo  Positivo ~ HTLV-2 2b
15U F 53 RJ Negro - Né&o sabe - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
16 U F 69 PB Branco Mielopatia Sim - - - - Positivo Negativo Negativo -
17U M 50 RJ Pardo - Sim - - - - Positivo Indeterm. HTLV-1 la
18U M 39 CE Branco - Né&o sabe - - - - Positivo Indeterm.  HTLV-1 1aA
19U M 60 RJ Pardo - Sim - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 1laA
20U F 64 RJ Branco - Né&o sabe - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
201U M 30 RJ Pardo - Sim, Cruzada  Sim - - - Positivo Positivo  HTLV-1 la
202U F 32 RJ Branco - N&o sabe Sim - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
21U F 47 RJ Branco - Sim - - - Sim  Positivo Indeterm. HTLV-1 la
211U F 16 RJ Branco - Sim - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
22U F 48 RJ Pardo - Né&o sabe Sim - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 1laA
21U M 48 RJ Negro - Né&o sabe Sim - - - Positivo Positivo  HTLV-1 1laA
23U F 26 RJ Branco - N&o sabe - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-1 la
24U F 47 MG Pardo - Né&o sabe - - - - Positivo Indeterm. HTLV-1 la
25U F 52 RJ Branco - Sim - - - - Positivo  Positivo ~ HTLV-2 2b
26U M 37 RJ Branco - Sim - - - - Positivo Positivo ~ HTLV-1 la
21U M 35 RJ Branco - Né&o sabe - HIV - Positivo Indeterm. HTLV-1 laA
28U F 54 RJ Branco - Né&o sabe - - - - Positivo Indeterm.  HTLV-2 2b
29U F 16 RJ Branco - N&o sabe - - - - Positivo _Positivo  HTLV-1 la

[ ] Pacientes com WB indeterminado
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5. DISCUSSAO

Apesar da maior parte dos portadores de HTLV ndo apresentar sintomatologia associada
ao virus, é importante que todos os individuos sejam acompanhados por servi¢cos médicos logo
apos o diagnostico. Além disso, por se tratar de um agente etioldgico para o qual ainda néo
existe tratamento ou vacina, medidas profilaticas sdo necessarias para a epidemiologia e

controle dessa infeccéo.

A confirmacao da infeccdo através de exames que subtipam o virus é importante para o
acompanhamento da evolucdo clinica do paciente, uma vez que o HTLV-1, diferente do
HTLV2, foi descrito associado as manifestagdes clinicas mais graves. Nao foi relatado a
interferéncia do subtipo viral com doencas associadas ao HTLV, porém os subtipos auxiliam

nos estudos epidemioldgicos contribuindo para ampliar o conhecimento desse virus.

5.1 — Caracterizacdo do Grupo de Estudo Quanto Aos Possiveis Fatores de Risco

Analisados

No presente estudo, houve maior frequéncia de pacientes do sexo feminino, com
aproximadamente 58 % do total de participantes. Dentre o grupo de pacientes mulheres,
somente uma teve resultado da PCR negativo para o DNA pré-viral do HTLV. As demais
pacientes apresentaram resultado positivo, sendo 17 confirmados para HTLV-1 e um para
HTLV-2. Apesar do nimero amostral desse estudo, a diferenca de 16% entre 0s sexos dos
portadores sdo condizentes com estudos anteriores, nos quais se verificou maior prevaléncia da

infeccdo pelo HTLV em mulheres (Kajiyma et al., 1986).

Ao analisar a idade dos pacientes do presente estudo, observou-se variacdo entre 4 e 69
anos. De acordo com a classificacdo etaria proposta pelo IBGE, a maior parte dos pacientes,
cerca de 77,4% eram adultos entre 20 e 59 anos, com maior nimero de pessoas com idades
entre 41 e 50 anos. Ao relacionar a faixa etaria com os resultados de sintomatologia associada
ao HTLV-1, observou-se que dois pacientes eram adultos (41 e 42 anos) e um pertencia ao
grupo de idosos (61 anos). A média de idade entre os sintomaticos foi de 48 anos. Assim como
relatado na literatura, a idade avancada pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
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doencgas associadas a0 HTLV-1. Nesse estudo, devido ao tamanho da amostra estudada nao

podemos afirmar esse fato, mas vale como atengéo aos fatores de risco (Araujo e Silva, 2006).

Dentre os participantes com resultado confirmatdrio negativo para infecgdo pelo HTLV,
um paciente era adulto, com 47 anos, e 0 outro era idoso, com 69 anos. Ou seja, as faixas etarias
dos individuos com exame positivo e dos que tiveram resultado negativo sdo proximas. Em
conformidade com a literatura, observou-se maior frequéncia no grupo de adultos. Tal
tendéncia pode ser parcialmente explicada pela maior exposicdo dos adultos aos
comportamentos de risco, incluindo os relacionados a via de transmisséo sexual (Roucoux et
al., 2005).

Quanto as caracteristicas étnicas, a maioria dos pacientes do presente estudo declarou
ser pardo (42 %) e branco (39 %), e a minoria, negro (19 %). A diferenca entre as frequéncias
das classes étnicas ndo foi suficiente para afirmar se houve predominancia do HTLV em alguma
das classes. Em estudos epidemioldgicos com grupos populacionais selecionados com
aleatoriedade, tal como o encaminhamento por hemocentros ou demanda esponténea, pode
haver dificuldades de associacdo da prevaléncia com grupos étnicos ou outros fatores
descritores da populacdo. Além disso, 0 HTLV € mais encontrado em regides com populacdes

etnicamente distintas, tais como Japdo, América do Sul e Africa Central (Verdonck et al., 2007).

A naturalidade dos pacientes, conforme o esperado, refletiu a localizagdo do
ambulatério, sendo a maioria (90,3%) natural do estado do Rio de Janeiro. Os demais pacientes
eram naturais dos estados de Minas Gerais, Ceara e Para. Dentre os pacientes com resultado
negativo ara HTLV, um era natural do RJ e o outro do estado da Paraiba. Estes estados
apresentaram altas taxas de prevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1/2, de acordo com estudo
realizado com doadores de sangue em suas capitais. Este mesmo estudo apontou prevaléncias
de 0,47 % no Rio de Janeiro, 0,58 % no Ceard, 0,66 % em Minas Gerais e 0,91 % no Para
(Catalan-Soares et al., 2005). Os trés pacientes portadores de HTLV-2b, identificados no
presente estudo, eram naturais do estado do Rio de Janeiro, sendo um homem e duas mulheres,

com idade entre 50 e 54 anos.

Em relacdo ao estado civil, os percentuais de casados e solteiros portadores de HTLV
foram proximos, sendo 45,16% e 38,71%, respectivamente. Paiva e Casseb (2014) relataram a
transmisséo sexual como uma importante via para a infeccdo pelo HTLV e sendo mais eficiente

a transmissdo do homem para a mulher. Estudos anteriores revelaram altas taxas de converséo
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em casais sorodiscodantes, principalmente quando o homem era o caso indice. Nesse caso,
acredita-se que a justificativa esteja na transmisséo facilitada por particulas virais presentes no
esperma. Dentro desse contexto, 16 % dos pacientes relataram saber que o parceiro é portador
de HTLV. Todos os participantes receberam orientacbes quanto a importancia do uso de
preservativos nas relagbes sexuais. Por este motivo, todos os pacientes com resultado
confirmatdrio positivo para HTLV, foram orientados quanto a possibilidade de infeccéo do seu
parceiro. Foi recomendado a estes pacientes que conduzam seus parceiros ao ambulatorio para

realizar testes soroldgicos.

No presente trabalho, 29% dos pacientes disseram ter conhecimento que foram
amamentados por sua mae durante a infancia, porém ndo souberam dizer por quanto tempo.
Apenas um paciente disse ter sido amamentado por uma “ama de leite” (amamentacao cruzada).
A maioria, cercade 71 % relatou ndo saber sobre sua amamentacao. Sabe-se que aamamentacéo
¢, em areas endémicas, uma das principais vias de transmissao do HTLV, sendo responsavel de
10 a 25 % das transmissdes entre mée e filho (Pique e Jones, 2012). Recentemente, Monteiro e
colaboraboradores (2014) observaram prevaléncia de 0,66% em um estudo realizado com
gestantes da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Esse resultado alerta para a necessidade
da realizacdo de triagem soroldgica para HTLV nas redes de atendimento em saude. Assim
como orientacao para que as maes-portadoras nao amamentem seus filhos e busque outra forma
de alimentagdo, como a retirada de leite materno nos bancos de leite humano. Cabe ressaltar
que nesse grupo, nenhum paciente soube informar se foi amamentado por portadora de HTLV

e todos os pacientes positivos foram esclarecidos quanto aos risco da amamentacdo.

Dentro do grupo estudado, apenas um paciente relatou ja ter feito uso de drogas
injetaveis e o resultado do sequenciamento de sua amostra, demonstrou infeccdo pelo HTLV-
2. A associacdo entre a infeccdo pelo HTLV e o uso de drogas dessa categoria ja foi relatada
em estudos de prevaléncia tanto do HTLV-1 quanto do HTLV-2. A prevaléncia do HTLV-2
esté relacionada aos usuarios de drogas injetaveis nos Estados Unidos e na Europa, mas no
Brasil esse virus é mais frequentemente encontrado em populagdes que vivem em regides de
fronteiras com paises onde 0 HTLV-2 é endémico e em populagdo de amerindios (Roucoux e
Murphy, 2004; Renner et al., 2006). O uso de drogas injetaveis pode ter sido a principal via de
infeccdo nesse caso, mas outros fatores devem ser considerados também, como o fato do

paciente ter sido amamentado pela mae durante a infancia.
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Os pacientes foram questionados se ja haviam recebido transfuséo de sangue e em que
ano teria ocorrido. Apenas 9,7% responderam ja ter realizado o processo, que 0 mesmo teria
ocorrido antes do ano de 1993 e a transfusdo foi de concentrado de hemécias (Manns et al.,
1989). Todos os hemotransfundidos foram positivos para HTLV-1, sendo um deles sintomatico,
portador de mielopatia associada ao HTLV, e dois assintomaticos. O processo de transfusao de
sangue antes do ano de 1993, quando o Brasil passou a realizar triagem em bancos de sangue,
representava uma importante via de transmissdo nesses pacientes. Entretanto, ndo podemos
afirmar que a infeccdo possa ter ocorrido por tal via, porque eles compartilham outros fatores
de risco, tais como amamentacdo na infancia e co-infeccdo com outra DST (Gongalves et al.,
2010; Paiva e Casseb, 2014).

A maioria dos pacientes (87,1%) nédo apresentou co-infec¢des. Dentre 0s pacientes co-
infectados, 9,7% apresentaram anticorpos para HIV e 3,2% para HCV. Nao houve nenhum caso
de DSTs nos pacientes com resultado negativo para HTLV, demonstrando que a presenca de
DST pode também ser considerada um fator de risco para a aquisi¢do da infeccdo pelo HTLV.
Essa relagdo pode ser observada, principalmente, por esses patégenos compartilnarem as
mesmas vias de transmissdo (Paiva e Casseb, 2014).

Em relacdo as manifestagdes clinicas, 90,3% dos pacientes foram assintomaticos. Todos
0s pacientes sintomaticos (n=3) foram diagnosticados com mielopatia associada ao HTLV-1,
sendo essa a Unica manifestacdo clinica observada. O risco para o desenvolvimento de doencas
associadas ao HTLV-1 ¢ estimado em torno de 10%, sendo considerado as vias de transmissdo

e fatores genéticos do paciente (Aratjo e Silva, 2006).

No caso da mielopatia associada ao HTLV-1, o risco de evolugdo para tal manifestagao
entre os infectados ¢ de 2 a 3 %, ao longo da vida. E mais prevalente em mulheres em torno de
40 anos de idade que adquiriram a infec¢do na idade adulta e pela via sexual (Aratjo e Silva,
2006). Um dos pacientes com resultado negativo para infecgdo, havia sido diagnosticado com
mielopatia associada ao HTLV-1. Apesar do resultado de triagem ELISA reagente para HTLV,
o resultado da busca do DNA pro-viral atraves da PCR foi negativo. O teste da PCR foi
realizado em triplicata e em todos os sequenciamentos da amostra ndo foi detectado o DNA
pré-viral do HTLV-1. Nesse caso especifico, existe a necessidade de um estudo mais detalhado,
com novas amostras para realizacdo de testes moleculares e exames clinicos para confirmacéo
ou excluséo da infeccdo pelo HTLV. Os pacientes confirmados com infec¢éo pelo HTLV-2 néo

apresentaram manifestagdes clinicas.
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5.2 — Caracteristicas Moleculares — Tipagem e Subtipagem do HTLV

Os resultados dos testes moleculares apresentaram maior frequéncia da infeccdo pelo
HTLV-1, 90,3% dos pacientes. Quando analisou-se o subtipo do HTLV dentro desse grupo, 0
resultado foi 100% para o subtipo HTLV-1a Cosmopolita. Ao amplificar a regido LTR foi
possivel observar o subgrupo HTLV-1aA Transcontinental. A confirmacdo do subgrupo foi
possivel somente em 10 destes pacientes (Figura 4.6), nos demais nao ocorreu amplificacdo da
regido especifica para essa determinacdo. No alinhamento de sequéncias das amostras HTLV-
13, foi utilizado a cepa referéncia com maior similaridade aos nossos isolados (1L1451 HTLV-
1aA). Para melhor observacdo de similaridade utilizamos também uma cepa referéncia de
HTLV-1aB (ATK HTLV1aB). Nesse contexto foi possivel observar poucos polimorfismos

entre as sequéncias de cepas referéncias e das nossas amostras (Figura 4.6).

Em 18 amostras, nas quais nao foi possivel a amplificacdo da regido LTR, o alinhamento
da regido Tax demonstrou 99% de similaridade com a cepa referéncia HAM116 HTLV-1aA.
Para melhor observacéo de similaridade foi utilizado também uma cepa referéncia de HTLV-
1laB (ATK HTLV1aB). Nesse resultado foi observada poucos polimorfismos e alguns se
manifestaram somente em amostras de pacientes com Wb indeterminado (Figura 4.3). Esses
polimorfismos podem estar relacionados com a indeterminacdo nesse exame, porém para
confirmacgédo existe a necessidade de sequenciamento da regido LTR da amostra. Nossos
resultados sdo concordantes com estudos anteriores que demonstram prevaléncia desse subtipo
no Rio de Janeiro e em outras regides do Brasil (Van Dooren et al., 1998; Verdonck et al.,
2007). Em 2012, Gessain e Cassar confirmaram o que ha havia sido observado em estudos

anteriores, que o subtipo HTLV-1a é prevalente em diferentes areas endémicas no mundo.

A infeccdo pelo HTLV-2 foi observada em 9,7% dos pacientes - subtipo HTLV-2b. No
alinhamento de sequéncias de HTLV-2a, foi utilizado a cepa referéncia que mostrou maior
similaridade com as nossas amostras (MAVMM HTLV-2b) e outra cepa referéncia de HTLV-
2b (BRLOO038 HTLV-2b) (Figura 4.4). Como resultado foi possivel observar poucos
polimorfismos entre as sequéncias de cepas referéncias e as nossas amostras. Conforme ja
observado em outros estudos, a regido Tax do HTLV-2b e 2c possuem alta similaridade, por
este motivo foi realizado o alinhamento das amostras com uma cepa refereréncia de HTLV-2c
(BRLO02 HTLVZ2c) e observamos alta similaridade entre as sequéncias (Figura 4.5) (Ifiiguez
et al., 2010). Logo, ndo podemos afirmar que as nossas amostras séo definitivamente HTLV-

2D.
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No Brasil, o subtipo mais encontrado é o 2c em populacdo de amerindios, porém estudos
tém relatado a presenca do HTLV-2b em regides brasileiras que fazem fronteiras com outros
paises onde esse subtipo € endémico (Roucoux e Murphy, 2004; Renner et al., 2006). Esse ndo
¢ 0 caso do Rio de Janeiro, por este motivo faz-se necessario mais estudos sobre o subtipo de

HTLV-2 circulante na nossa populacéo.

Quando comparamos as sequéncias dos nossos isolados com sequéncias referéncias no
Genbank, observamos 99% de similaridade com HTLV-1a (n=18) e HTLV-2b (n=3). Existe
grande similaridade entre as sequéncias obtidas pelas regides Tax do HTLV-2b e as do HTLV-
2¢ (Magri et al., 2013). Portanto, somente através do estudo da regido LTR do HTLV-2
poderiamos afirmar qual o subtipo dos nossos isolados. Por fim, ao analisarmos o total de
participantes desse estudo, 6,1% apresentaram resultado negativo para a deteccdo do DNA pro-
viral do HTLV.

A confirmagdo da infec¢do pelo HTLV nos pacientes que possuiam sorologia prévia de
WB indeterminado, resultou em 100%. Dos seis pacientes com sorologia WB indeterminado,
cinco foram confirmados como positivos para infeccao pelo HTLV-1 e um para o HTLV-2. A
resolugdo dos casos de WB indeterminado ¢ muito importante do ponto de vista clinico e
epidemioldgico. O paciente pode ser informado do tipo viral responsavel pela infecc¢do e inferir
sobre possiveis vias de contagio. Além disso, as formas mais graves de doencgas associadas estao
relacionadas ao HTLV-1, o que pode levar a uma ateng¢do especial do servigo de satide onde o

paciente ¢ acompanhado quanto as manifestagdes clinicas.

Do ponto de vista epidemioldgico, a confirmagdo de uma amostra indeterminada ¢
importante porque pode significar interferéncia de outros patdgenos ou até mesmo de um novo
tipo viral circulante. Em 2005, na Africa Central, Gessain e colaboradores identificaram em
amostras positivas com WB indeterminado, dois novos tipos de virus que ainda ndo haviam sido
isolados no mundo, o HTLV-3 e o HTLV-4. Por este motivo, faz-se necessario um estudo em
populagdo aberta e com abordagem mais ampla, o que pode resultar em maior conhecimento
sobre os casos de WB indeterminado e determinar futuras mudancas nos testes sorologicos de

confirmacao.

Esse estudo pretendeu caracterizar um grupo de portadores de HTLV que sao
acompanhados no ambulatorio DIP-UERJ. Baseado no nimero de amostras analisadas, nao foi

possivel inferir sobre prevaléncia dos fatores de risco para infec¢do ou a relagdo entre o subtipo
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do HTLV e as manifestagdes clinicas associadas a esse virus nesse populagao. Além disso, com
as analises realizadas conseguimos caracterizar o grupo quanto a alguns possiveis fatores de
risco para infec¢do e a confirmacdo dos pacientes caracterizados com Wb indeterminado. Por
este motivo, um estudo de maior amplitude e com maior nimero de participantes, no qual seja
possivel a construcao de uma arvore filogenética, faz-se necessario para determinar os subtipos
de HTLV circulantes e suas possiveis origens geograficas. Além disso, novos estudos com
populagdes abertas do Rio de Janeiro, poderiam contribuir para determinar mais precisamente

a prevaléncia do HTLV e seus subtipos na regiao.
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6. CONCLUSOES

e A infecgdo pelo HTLV-1, subtipo 1a, foi mais frequente no grupo de estudo (n=28).
Dentre os isolados de HTLV-1a, 10 pertenciam ao subgrupo Transcontinental (HTLV-
laA). O HTLV-2 foi confirmado em 3 pacientes.

e Os casos de WB indeterminado foram confirmados como HTLV-1a ou HTLV-2.
e Dois pacientes foram negativos para a infec¢ao pelo HTLV.

e Em relagdo aos fatores de risco no grupo de estudo a maioria ndo soube informar sobre
aleitamento, relatou ndo ter contato sexual com portador de HTLV, e nao realizou

transfusdo de sangue. Apenas um paciente afirmou fazer uso de drogas injetaveis.

e Co-infecgdes e doengas associadas ao HTLV foram pouco frequentes no grupo de

estudo.

e Os pacientes portadores de HTLV-2 eram naturais do Estado do Rio de Janeiro.
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8

. ANEXOS

8. 1 — Questionario - Dados Clinicos e Epidemioldgicos
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