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RESUMO

O virus linfotrépico de células T humanas 1 (HTLV-1) infecta humanos ha
milhares de anos, entretanto o conhecimento acerca da infeccdo emergiu
recentemente. O virus pode ser transmitido de maes para filhos, pelo contato
sexual e por produtos sanguineos contaminados. A Africa Sub-Saariana e a
América do Sul apresentam areas endémicas para a infeccdo. Os africanos
chegaram ao Brasil como escravos. Alguns deles fugiram para locais de dificil
acesso e fundaram os quilombos. Até os dias atuais, sua histéria e tradicdes sao
mantidas por remanescentes de quilombos. O status sorolégico da infecgdo pelo
HTLV nessas comunidades permanece desconhecido. O presente estudo teve
como objetivo investigar o perfil epidemiolégico e molecular da infec¢cao pelo
HTLV em remanescentes de quilombos no Brasil Central. Este estudo incluiu
1.837 individuos de 13 comunidades remanescentes de quilombos dos Estados
de Goias e Mato Grosso do Sul. Os individuos foram entrevistados sobre dados
sécio-demograficos e caracteristicas associadas a transmissdo do HTLV.
Amostras sanguineas foram coletadas de todos os individuos e triadas por ELISA
para a presenga de anticorpos para HTLV-1/2. As amostras positivas foram
testadas para confirmagao por western blot e/ou PCR, sendo caracterizadas por
sequenciamento e analise filogenética. Dos 1.837 individuos, nove foram reativos
pelo ELISA. Desses, todos foram confirmados como sendo positivos para HTLV-
1, resultando em uma prevaléncia de 0,5% (IC 95%: 0,2 — 1,0). A idade dos
individuos infectados variou de 11 a 82 anos. Sete eram mulheres e dois homens.
Quanto as caracteristicas de risco, historia de aleitamento materno (9/9),
transfusdo de sangue (2/9), multiplos parceiros sexuais (2/9) e antecedente de
doengas sexualmente transmissiveis (1/9) foram relatadas pelos individuos
infectados. Os isolados virais foram classificados como do subtipo Cosmopolita
(HTLV-1a), subgrupo Transcontinental (A). A analise filogenética associada aos
dados epidemiologicos sugere a transmissao intrafamiliar do HTLV-1 por trés
geragdes de uma familia na comunidade de Boa Sorte — Mato Grosso do Sul. Os
achados deste estudo mostram uma baixa endemicidade para o HTLV-1 e a
circulagao do subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental nas comunidades

remanescentes de quilombos no Brasil Central.
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SUMMARY

Human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) has infected human beings for thousands
of years, but knowledge about the infection is only recently emerging. The virus
can be transmitted from mother to child, through sexual contact, and contaminated
blood products. There are endemic areas for this infection in sub-Saharan Africa
and South America. African individuals were introduced in Brazil by slave trade.
Some of them escaped to remote valleys and stayed in communities, called
quilombos. Nowadays, their history and tradition allows them to be identified as
remnants of quilombos. The epidemiological status of HTLV infection of these
communities remains unknown. The aim of this study was to investigate the
epidemiological and molecular profile of HTLV infection among remnant
communities in Central Brazil. This study included 1,837 individuals from 13
quilombo remnant communities in the States of Goias and Mato Grosso do Sul.
They were interviewed about demographic and risk characteristics known to be
associated with HTLV transmission. Blood samples were collected from all
individuals and screened by ELISA for the presence of antibodies to HTLV 1/2.
Positive samples were tested for confirmation by western blot and/or PCR. Also,
they were submitted to sequencing and phylogenetic analyses. Of the 1,837
individuals, nine were found to be positive by ELISA. All of them were confirmed
as being positive for HTLV-1, resulting in an anti-HTLV prevalence of 0.5% (Cl
95%: 0.2-1.0). The HTLV-1 infected individuals ranged in age from 11 to 82 years.
Seven were females and two were male. Regarding risk characteristics, history of
breastfeeding (9/9), blood transfusion (2/9), multiple sexual partners (2/9) and
history of sexually transmitted diseases (1/9) were reported by the infected
individuals. The virus isolates were classified as Transcontinental subgroup of the
HTLV-1 Cosmopolitan subtype. The association of phylogenetic analysis and
epidemiological data suggests the intrafamilial transmission of the HTLV-1 among
three generations of one family in Boa Sorte — Mato Grosso do Sul community.
These findings show a low endemicity for HTLV-1 infection and the circulation of
the Transcontinental subgroup of the HTLV-1 Cosmopolitan subtype in quilombo

remnant communities in Central Brazil.



1. INTRODUGAO

1.1. Breve historico

Os retrovirus estdo dentre os primeiros virus descritos, sendo que, na
década de 70, ja se conhecia o envolvimento desse na patogénese de neoplasias
em diversas espécies animais, porém, o isolamento e a identificacido do virus em

humanos ainda constituia desafios (Gallo 2005a).

O desenvolvimento de técnicas sensiveis para deteccdo da transcriptase
reversa dos retrovirus, bem como a utilizacdo da interleucina-2 (IL-2) no
crescimento das células T em culturas celulares, possibilitaram, em 1979, o
isolamento do primeiro retrovirus humano, o virus linfotropico de células T
humanas 1 (HTLV-1), a partir da cultura de linfécitos de um paciente portador de
linfoma cuténeo de células T, nos Estados Unidos (Poiesz et al. 1980, Gallo 2002,
Gallo 2005b).

Estudos realizados no Japao verificaram antigenos associados a linhagem
de células T de um paciente com leucemia de células T do adulto (ATL), doenga
cuja descricdo havia sido realizada por Uchiyama et al. (1977),
predominantemente em nativos de Kyushu. A reatividade desses antigenos com
soros de outros pacientes com ATL sugeriu a etiologia viral da patologia (Hinuma
et al. 1981).

Popovic et al. (1982) demonstraram a similaridade dos retrovirus descritos
pelos dois grupos e, entdo, o termo HTLV-1 foi estabelecido. Estudos
epidemioldgicos subsequéntes verificaram que, além do Japao (Uchiyama et al.
1977), o HTLV-1 estava presente nas ilhas do Caribe (Catovsky et al. 1982,
Blattner et al. 1983, Clark et al. 1985), América do Norte (Blayney et al. 1983) e,

posteriormente, no continente africano (Biggar et al. 1984, Williams et al. 1984).

O neurotropismo do HTLV-1 e sua patogénese na desordem neuroldgica,
denominada de paraparesia espastica tropical (TSP), foram sugeridos por um

estudo realizado por Gessain et al. (1985).

A introdugdo do HTLV-1 no novo mundo ainda permanece controversa.

Gallo (1985) sugeriu a origem africana do virus, que por meio do comércio de



escravos teria se disseminado mundialmente. Tal hipétese pdde ser formulada
devido a deteccao frequente do HTLV-1 em individuos afro-descendentes.
Entretanto, outro estudo mostrou alta prevaléncia do virus em dois grupos no
Japdo considerados descendentes de antigas populacdes mongdis da Asia,
indicando a presenca do HTLV-1 desde tempos remotos naquela regido, o que
sugere a origem asiatica do virus (Ishida et al. 1985).

Um segundo retrovirus humano, denominado de virus linfotrépico de
células T humanas 2 (HTLV-2), foi descrito em 1982, proveniente de um paciente
com leucemia de células T pilosas (Kalyanaraman et al. 1982). Entretanto,
estudos posteriores ndo demonstraram sua associagao com a leucemia (Gallo,
1985, Murphy 1996, Montanheiro et al. 2008).

Mais recentemente, foram descritos o HTLV-3 e HTLV-4, provenientes de
nativos de comunidades rurais da Africa Central que mantinham estreito contato
com primatas ndo-humanos (Calattini et al. 2005, Wolfe et al. 2005, Mahieux &
Gessain 2008).

1.2. Virus linfotrépico de células T humanas
1.2.1. Classificagao

Os HTLVs, juntamente com os virus correspondentes em primatas n&o-
humanos (STLVs), compdem o grupo de virus linfotrépicos de células T em
primatas (PTLVs), os quais séo divididos nos grupos PTLV-1, PTLV-2 e PTLV-3,
que incluem HTLV-1, HTLV-2 e HTLV-3, respectivamente, e seus analogos que
infectam macacos. Ja o grupo PTLV-4 possui, até o momento, apenas o HTLV-4
(Calattini et al. 2005, Wolfe et al. 2005, Mahieux & Gessain 2008). Os PTLVs sao
classificados na familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, dentro do
género Deltaretrovirus (ICTV 2006).



1.2.2. Estrutura do HTLV-1

Os virus linfotrépicos de células T humanas tém morfologia esférica, com
diametro de 80 a 100 nanémetros (nm). As particulas virais sao constituidas de
envelope lipoprotéico, capsideo icosaédrico e genoma de RNA. O envelope viral é
uma bicamada lipidica, derivada da membrana da célula hospedeira, com
proteinas virais de superficie (SU), transmembrana (TM) e matriz (MA). O
complexo ribonucleoprotéico com as enzimas protease (PR), transcriptase
reversa (RT) e integrase (IN) encontra-se associado ao capsideo (Figura 1) (Van
Dooren 2005).

LI7) e S
-i—TI"u'I

Envelope
lipidico

Figura 1 - Representagdo esquematica do virus linfotrépico de células T em primatas (pré-virus)
Fonte: Van Dooren 2005 (modificada)

1.2.3. Organizagao gendmica e proteinas do HTLV-1

O HTLV-1 é um retrovirus complexo, cujo genoma consiste em uma
estrutura dimera de RNA fita simples com polaridade positiva (ICTV 2006). O
genoma pro-viral possui aproximadamente 9 quilobases (Kb), flanqueado nas
extremidades 5’ e 3’, por duas terminagbes longas de sequéncias repetidas

(LTRs - long terminal repeats) que contém a mesma organizagao estrutural de
3



outros retrovirus, sendo subdivididas nas regides U3, R e U5. Apesar de nao
codificantes, as LTRs desempenham fungédo promotora na integragcéo do proé-virus
e regulatéria na transcricdo do genoma pro-viral (Seiki et al. 1982, Seiki et al.
1983, Johnson et al. 2001). Ja os principais genes codificantes gag, pol e env dao
origem as proteinas estruturais e enzimas importantes no processo de infecgéo

da célula hospedeira (Figura 2) (Azran et al. 2004).

5-LTR ... Pro...... ... env...... 3'-LTR
DNA Viral R E_ I I q R |U5
gag ___________________ s .
pOI /’/ px \\
R A S
.ORE:L
LORFAL....
....... OREAN ...
e OREV....

Figura 2 - Estrutura genémica dos HTLVs (proé-virus)

Fonte: Azran et al. 2004 (modificada)

Apds a integragao do pré-virus em sitios aleatérios do genoma da célula
hospedeira, 0os genes virais sao transcritos em trés RNA mensageiros (mMRNA). O
mRNA gendmico, correspondente ao genoma completo, codifica os produtos dos
genes gag e pol, enquanto o mRNA subgenémico, apdés o processamento
(splicings) simples, codifica a proteina env, e o terceiro mMmRNA, apds

processamento duplo, origina as proteinas regulatérias (Smith & Greene 1991).

A poliproteina precursora Gag, com peso molecular de 53 quilodaltons
(KDa), se liga a membrana lipidica e, mediante auto-ativagdo da protease viral, é
clivada por essa, gerando as proteinas da matriz (p19), do capsideo (p24) e
nucleocapsideo (p15) (Hattori et al. 1984, Hatanaka & Nam 1989, Le Blanc et al.
2001).

A protease viral, é codificada pela regido pro, localizada entre os genes

gag e pol do genoma viral (Nam & Hatanaka 1986, Hiramatsu et al. 1987). Essa
4



enzima € capaz de realizar a primeira clivagem para sua liberacido do precursor
Gag-Pol e, assim, participar do processamento da poliproteina codificada por gag
(Nam et al. 1988).

As demais proteinas virais, transcriptase reversa e integrase, séao
codificadas pelo gene pol e originadas mediante a clivagem da proteina
precursora Gag-Pol pela protease (Seiki et al. 1983, Ferreira-Junior et al. 1997). A
transcriptase reversa exerce funcao no processo de replicacdo dos retrovirus,
realizando atividade de DNA polimerase RNA-dependente, ribonuclease H e DNA
polimerase DNA-dependente, sintetizando assim, a fita dupla de DNA a partir do
RNA de polaridade positiva do genoma viral. Ja a integracdo do DNA viral com o

da célula hospedeira é catalisada pela enzima integrase (Katz & Skalka 1994).

A glicoproteina com peso molecular de 61 KDa (gp61), codificada pelo
gene env, é precursora das glicoproteinas do envelope viral, denominadas de
superficie (gp46) e transmembrana (gp21) (Hattori et al. 1984). A glicoproteina de
superficie € a mais externa, sendo responsavel pela interagdo entre o envelope
viral e a célula hospedeira, ao passo que a glicoproteina transmembrana
possibilita a entrada do virus na célula por fusdo das membranas (Pique et al.
1992, Delamarre et al. 1996, Le Blanc et al. 2001).

Adicionalmente aos genes principais, € encontrada na porgdo 3 do
genoma viral a regido conhecida como pX, importante na sintese de proteinas
acessorias e regulatérias (Figura 2) (Seiki et al. 1983, Smith & Greene 1991,
Ferreira-Junior et al. 1997). Essa regidao apresenta 1,6 Kb, com quatro fases de
leitura aberta (ORFs — open reading frames) (Wachsman et al. 1985). As
proteinas acessoérias sintetizadas a partir das ORFs | e |l sdao formadas por
processamentos (splicing) alternativos, enquanto as proteinas regulatérias das
ORFs lll e IV sao originadas apds o processamento duplo do RNA viral (Koralnik
et al. 1992, Azran et al. 2004). Além disso, o fator HBZ “basic zipper factor’,
recentemente identificado, gera produtos por processamentos alternativos que

estdo relacionados ao processo de carcinogénese (Usui et al. 2008).

O Quadro 1 apresenta as proteinas codificadas pelas quatro regides
abertas de leitura da regidao pX do genoma viral (Koralnik et al. 1992). Varios

estudos ainda investigam o papel exato dessas proteinas acessorias, porém,
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sabe-se que elas desempenham fungdes na infectividade do virus e manutencao
da carga viral, além de regular a transcricdo de genes (Albrecht & Lairmore 2002,
Azran et al. 2004, Franchini et al. 2005).

Quadro 1- Proteinas codificadas pela regido pX

Regiao Proteinas Classificagao
ORF | p12/p27

proteinas acessorias
ORF I p30/p13
OREF Il p27" [ p21™

proteinas regulatérias
ORF IV p40'®

As proteinas regulatorias sao essenciais para o processo de replicagao. A
fosfoproteina nuclear tax de 40 KDa interage com elementos localizados na
regido U3 da LTR pré-viral, ativando, assim a transcricdo dos genes virais. Além
disso, pode interagir indiretamente com fatores transcricionais, promovendo a
divisdo descontrolada da célula (Fujisawa et al. 1985, Franchini 1995, Johnson et
al. 2001, Azran et al. 2004). Adicionalmente, essa fosfoproteina tem efeito
repressivo na enzima B-polimerase, que atua no reparo do DNA, levando a
instabilidade genética (Azran et al. 2004), bem como previne a apoptose celular,
ocasionando a imortalizacido das células T primarias, o que culmina com a
proliferacédo e transformagéao celular (Fujisawa et al. 1985, Yoshida 2001, Feuer &
Green 2005). Desta forma, a proteina tax contribui diretamente para o processo
oncogénico celular, por meio das multiplas interferéncias no ciclo celular (Azran et
al. 2004). Essa proteina é transativadora de varios genes celulares, o que poderia
também ocasionar as sindromes associadas (Smith & Greene 1991, Azran et al.
2004).

O gene rex, localizado na ORF lll da regido pX, codifica duas proteinas. A
proteina menor (p21™), tem sua fungéo desconhecida, ja a proteina p27™ exerce
papel fundamental na regulagdo dos genes virais (Kiyokawa et al. 1985, Seiki et

al. 1986). A fosfoproteina rex de 27 KDa, localizada no nucleo, regula o
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processamento dos RNAs mensageiros, exportando o mRNA gag/pol e env do
nucleo para o citoplasma. Consequentemente, ha o aumento da producédo de
proteinas estruturais e enzimaticas, com reducéo das regulatorias e acessorias, 0
que pode proporcionar a laténcia viral (Hidaka et al. 1988, Smith & Greene 1991,
Franchini 1995, Johnson et al. 2001).

1.3. Variabilidade genética e origem do HTLV-1

A respeito da diversidade genética, o HTLV-1 pode ser considerado
excecao dentre os retrovirus, por apresentar sequéncias conservadas de DNA
pré-viral com taxa de evolucdo entre 3,44 x 107 e 6,55 x 107 substituicdes por
sitio por ano para env e LTR, respectivamente (Lemey et al. 2005). Além disso,
varios estudos confirmam a estabilidade genética do virus e demonstram maior
relacao filogenética de acordo com a origem geografica dos isolados (Gray et al.
1990, Ratner et al. 1991, Komurian et al. 1991, Lemey et al. 2005).

As regides mais variaveis do genoma viral sdo LTR e env, porém as
mutagbes ocorridas no envelope podem gerar particulas nao funcionais,
diminuindo a heterogeneidade do mesmo (Pique et al. 1990, Miura et al. 1994). A
variabilidade da LTR difere de acordo com o fragmento estudado, sendo o
fragmento U3, a regido de maior diversidade (Komurian-Pradel et al. 1992). Por
outro lado, o fragmento R e as regides fax e rex do genoma sido bastante
conservados (Komurian-Pradel et al. 1992, Ratner et al. 1991, Vandamme et al.
1994).

De acordo com a variabilidade genética da regido LTR, estudos
moleculares classificam o HTLV-1, filogeneticamente, em sete subtipos,
denominados de a-g, cujas sequéncias variam em até 11% (Hahn et al. 1984,
Ratner et al. 1991, Komurian-Pradel et al. 1992, Gessain et al. 1993, Miura et al.
1994, Mahieux et al. 1997, Salemi et al. 1998, Cassar et al. 2005, Wolfe et al.
2005, Rego et al. 2008). O subtipo a, pode ainda, ser classificado em subgrupos
(A, B, C, D e E) de acordo com sua localizagao geografica (Miura et al. 1994, Van

Dooren et al. 1998, Rego et al. 2008). Alguns estudos indicam que a taxa de
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variagdo genética intra-subtipo e de quasispecies no individuo € menor que 0,5%
(Daenke et al. 1990, Gessain et al. 1992, Gessain et al. 1996).

A notavel conservacido genémica do virus ao longo do processo evolutivo e
a detecgdo em populagbes remotas tém gerado investigagdes moleculares
pautadas no movimento das antigas civilizagdes, objetivando elucidar o
surgimento do HTLV-1 (Gessain et al. 1992). Filogeneticamente, HTLV e STLV
possuem estreita relacdo, o que demonstra a ocorréncia de repetidas
transmissdes interespéecies, porem o local de origem de seu ascendente comum
(PTLV) n&o foi totalmente esclarecido (Saksena et al. 1992, Miura et al. 1994,
Ibrahim et al. 1995, Salemi et al. 2000).

A Africa foi proposta como local de surgimento desse virus devido a
diversidade de PTLVs, além do registro de STLVs divergentes presentes no
continente (Vandamme et al. 1994, Verdonck et al. 2007). Sua chegada ao Caribe
e Japao se deveria aos escravos africanos e a tripulagao africana dos navios
portugueses (Catalan-Soares et al. 2001). Ja a origem asiatica do HTLV-1 foi
sugerida inicialmente por Saksena et al. (1992). O virus teria chegado
posteriormente ao continente africano por antigos contatos da espécie hospedeira

em Madagascar e entdo se disseminado nesse continente (Song et al. 1994).

A diversidade de subtipos do HTLV-1 é consequéncia de independentes
transmissdes interespécies de STLVs a primatas humanos. O subtipo 1c australo-
melanésico € o mais heterogéneo, o que indica longo periodo de evolugao.
Analises filogenéticas sugerem que essa variante emergiu de uma uUnica
transmissao interespécies de STLV-1 asiatico, provavelmente durante o primeiro
processo migratério humano da Indonésia em dire¢cao a Melanésia e Australia ha
50.000 anos (lbrahim et al. 1995, Vandamme et al. 1998, Van Dooren et al. 2001).

Por outro lado, os seis subtipos restantes originaram-se, mais
recentemente, na Africa, sendo provenientes de contatos entre diversas espécies
de primatas, incluindo humanos. Estima-se que a recente transmissdo do subtipo
f tenha ocorrido nos ultimos 3.000 anos (Vandamme et al. 1998, Van Dooren et al.
2001).



A disseminacdo do HTLV-1 no novo mundo pode ter sido resultado de
introdu¢cdes multiplas resultantes do processo migratério. A populacido de
amerindios € considerada descendente de mongois, que durante o periodo glacial
atravessaram o Estreito de Bering chegando a América do Norte ha 12.000 anos
(Miura et al. 1994). A deteccdo de DNA pré-viral do HTLV-1 em mumias dos
Andes de aproximadamente 1.500 anos reforga a hipétese da introdugao carreada
por civilizagdes remotas (Sonoda et al. 2000), enquanto outros estudos
evidenciam a introdugdo de linhagens africanas do virus durante o comércio de
escravos ocorrido no século XVI (Gessain et al. 1992, Vandamme et al. 1994, Van
Dooren et al. 2004).

1.4. Aspectos clinicos da infec¢ao pelo HTLV-1

A maioria dos individuos infectados pelo HTLV-1 permanece assintomatica
ao longo da vida, entretanto, aproximadamente 5% desses individuos podem
desenvolver doengas graves como a leucemial/linfoma de células T do adulto e
mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) (de
Thé & Kazanji 1996, Proietti et al. 2005).

Verdonck et al. (2007) sugerem a classificagdo das doengas associadas
ao HTLV-1 em sindromes inflamatdrias, complicagdes infecciosas e doencgas

malignas (Quadro 2).



Quadro 2- Doengas associadas ao HTLV-1

Sindromes Complicagées Doencas Malignas
Inflamatérias Infecciosas
HAM/TSP Estrongiléide ATL
Uveites Escabiose Crostosa Linfoma de células T cutaneo
Artropatias Dermatite Infecciosa

Sindrome de Sjégren

Polimiosites

Tuberculose

Hanseniase

Tireoidites
Pneumopatias

Aveolite linfocitaria T

Fonte: Verdonck et al. 2007 (modificada)

A ATL é uma doencga caracterizada pela proliferacédo maligna de linfécitos T
1997, 2004).

desenvolvimento da leucemia nos individuos infectados seja de 2% a 5%, sendo

maduros (Uchiyama Brasil Estima-se que o risco de
que o tempo entre a infecgédo e o aparecimento dos sintomas é longo, variando de

30 a 50 anos (Tokudome et al. 1989, Franchini 1995).

Ao investigar a influéncia da via de transmissédo do HTLV-1 e o
desenvolvimento da leucemia, alguns autores evidenciaram que individuos
infectados ainda na infancia, principalmente pelo aleitamento materno, tém alto
risco de desenvolver ATL (Murphy et al. 1989a, Maguer-Satta et al. 1995, Pombo-
de-Oliveira et al. 2001). A integracdo do genoma do virus ao da célula, a
transativacdo da proteina tax e co-fatores virais induzem a instabilidade
cromossOmica, imortalizacdo e transformacao do linfécito infectado; no entanto,
fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro, além da carga viral parecem ser
determinantes no surgimento e evolugdo da leucemia (Bangham 2003, Yoshida

2001, Proietti et al. 2005).
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Em geral, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, lesdes persistente de
pele, desconforto abdominal, diarréia e tosse sao sinais e sintomas
frequentemente associados a ATL, sendo a hipercalcemia uma complicagéo
comum (Yamaguchi & Takatsuki 1993, Brasil 2004). A hipercalcemia é frequénte,
ocorrendo em fungéo da proliferacdo desordenada de osteoclastos (Borducchi et
al. 1999).

Shimoyama (1991) estabeleceu critérios diagndsticos para a classificagéo
da leucemia em quatro subtipos clinicos, sendo as formas aguda e linfomatosa
mais agressivas com sobrevida estimada em duas semanas a um ano. A primeira
se apresenta de forma leucémica com sindrome tumoral, ao passo que a
linfomatosa € semelhante ao linfoma com auséncia de células malignas. Nas
formas crénica e smoldering, os sintomas sdo mais brandos, com sobrevida
maior. Entretanto, podem evoluir para a forma aguda a qualquer momento. A
forma que mais acomete os individuos infectados é a aguda (55%), seguida da
linfomatosa (20%), crénica (20%) e smoldering (5%) (Uchiyama 1997). Nessas, as
infecgdes oportunistas, principalmente por Pneumocystis jirovecii € Strongyloides
stercoralis, ocorrem em decorréncia da imunodeficiéncia (Brasil 2004, Ohshima
2007, Verdonck et al. 2007).

A mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical foi
reconhecida em 1988, pela Organizagao Mundial de Saude (OMS), como uma
doenga neurologica progressiva lenta com sinais piramidais e espasticidade
associada a disturbios sensitivos (formigamento e dorméncia nos membros) e
esfincterianos (alteragbes urinarias, intestinas e sexuais) (WHO 1989, Brasil
2004).

O risco estimado de desenvolvimento da paraparesia nos pacientes
infectados pelo HTLV-1 € menor que 5%, sendo superior no sexo feminino, o que
sugere a transmissao sexual como fator de desenvolvimento tardio da HAM/TSP
(Kaplan et al. 1990, Maloney et al. 1998). Além disso, Lima et al. (2005) sugerem
progressao acelerada da doenga nas mulheres, principalmente com inicio anterior
a quinta década de vida devido a influéncia dos horménios sexuais. Geralmente, o
inicio dos sintomas e consequentemente o diagnostico ocorrem a partir dos 40
anos de idade, sugerindo longo periodo de incubagado. Entretanto, os sintomas

apos infecgéo por transfusdo de sangue ocorrem apos curto periodo (Osame et
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al. 1990). A coexisténcia de ATL e HAM/TSP no mesmo individuo apesar de

reportada, permanece incomum (Kawai et al. 1989, Gongalves et al. 1999).

O conhecimento sobre a patogénese da paraparesia permanece
incompleto. Atualmente sao propostos os modelos citotdxico e autoimune para o
desenvolvimento dos sintomas. A regido pX do genoma pro-viral induz a
proliferacdo de células T. Os linfécitos T CD4+ e CD8+ ativados migram e se
acumulam no liquor produzindo citocinas que irdo mediar o processo inflamatério,
que a longo prazo sera substituido por degeneragcdo da substancia branca e
reagao gliomesenquimal (Biddison et al. 1997, Brasil 2004, Santos et al. 2004,
Guerreiro et al. 2006).

O primeiro modelo (citotdxico) sugere que, nos estagios mais avancados
da doencga, haja predominio de linfécitos T CD8+ reativos a tax, havendo
liberagdo de citocinas. Ja o segundo modelo (autoimune) esta relacionado a
infiltracdo de linfécitos T CD4+ HTLV-1-infectados auto-reativos na medula
espinhal. Dessa forma, os dois modelos propostos parecem contribuir para a
patogénese da HAM/TSP (Kubota et al. 1994, ljichi & Osame 1995, Moore et al.
1989, Ferreira Jr et al. 1997, Taylor 1998).

1.5. Diagnéstico laboratorial da infecgao pelo HTLV-1

Rotineiramente, o diagndstico laboratorial da infeccao pelo HTLV-1 é
realizado pela detec¢ao de anticorpos especificos no soro ou plasma. Cerca de
dois meses apos o inicio da infecgdo, ha o aparecimento de anticorpos, cujos
titulos sao diretamente relacionados a carga pro-viral. Os niveis se mantém
baixos até o terceiro més, com gradual aumento no decorrer da infecgao e,
mantendo-se constante apds o 14° més (Manns et al. 1999a, Thorstensson et al.
2002).

As técnicas disponiveis sdo classificadas em ensaios de triagem e
confirmatdrios, sendo que as amostras repetidamente reagentes ao primeiro
devem ser submetidas a confirmacgao (Williams et al. 2000, Brasil 2004). Na
triagem, o ensaio imunoenzimatico (ELISA — enzyme-linked immunosorbent

assay) € o mais utilizado para detecgao de anticorpos presentes no soro
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(Borducchi et al. 1999, Brasil 2004). Inicialmente, o antigeno empregado na
reagcao consistia apenas do lisado viral (1° geragdo), resultando em grande
namero de falso-positivos, posteriormente, foram adicionados antigenos

recombinantes (22 e 32 geragao) (Andersson et al. 1999, Thortensson et al. 2002).

Atualmente, os testes de ELISA de terceira geragao possuem sensibilidade
superior a 96,5% e, especificidade maior que 92,9% para deteccao de HTLV-1/2,
ja que utilizam peptideos sintéticos além de antigenos HTLV-2 especificos. Desta
forma, o método de ELISA nao distingue a infecgao por HTLV-1 ou HTLV-2 (Liu et
al. 1999, Williams et al. 2000, Berini et al. 2008, Jacob et al. 2007).

Testes de aglutinagcdo sdo também ensaios sorolégicos utilizados para a
triagem, sendo sua sensibilidade de 94 a 100%, e especificidade superior a 99,5%
(Karopoulos et al. 1993, Fujiyama et al. 1995). Os antigenos virais ligados as
particulas de gelatina ou latex sdo capazes de se aglutinarem na presenga de
anticorpos especificos (Borducchi et al. 1999, Brasil 2004).

O teste confirmatdrio western blot consiste na detecgdo de anticorpos
especificos no soro ou plasma por antigenos virais separados eletroforeticamente
em fita de nitrocelulose (Borducchi et al. 1999, Brasil 2004). Essa técnica é
frequentemente utilizada para confirmacdo da infeccdo por HTLV-1/2,
apresentando lisado viral, polipeptideos recombinantes do envelope e/ou
glicoproteina recombinante externa, o que possibilita a diferenciagcédo da infecgao
por HTLV-1 e HTLV-2 (Lillehoj et al. 1990, Brodine et al. 1993, Roberts et al.
1993, Varma et al. 1995).

O uso da tecnologia recombinante aumentou a taxa de especificidade dos
testes western blot, cujo indice de confirmacao da infecgdo por HTLV-1 e HTLV-2
€ de 95,7% (Williams et al. 2000). Entretanto, uma limitagdo relevante é a
ocorréncia de resultados indeterminados, devido a reagdo cruzada com outros
antigenos, evidenciada pela detecgdo de bandas inespecificas. Nesses casos, €
necessario o emprego de testes moleculares para esclarecimento do diagnéstico
(Zaaijer et al. 1994). A reacao cruzada com outros retrovirus de primatas ainda
ndo caracterizados também deve ser considerada diante da evidéncia de

transmissao interespécie do HTLV (Busch et al. 2000).
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Os testes moleculares detectam o &cido nucléico viral extraido de células
mononucleares do sangue periférico na forma de DNA pro-viral, uma vez que ha
pequena circulagcdo de RNA do virus no plasma. As sequéncias especificas do
DNA, selecionadas por iniciadores, sdo amplificadas pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR — polymerase chain reation) (Matsumoto et al. 1990, Tuke et al.
1992, Catalan-Soares et al. 2001).

A técnica molecular apresenta alta sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da infecgao por HTLV, além disso, a detecgdo do DNA pro-viral pode
ser realizada precocemente, pois ndo depende da producdo de anticorpos
especificos, eliminando assim, resultados falso-negativos decorrentes do periodo

de janela imunoldgica (Poiesz et al. 2000, Catalan-Soares et al. 2001).

A deteccdo do DNA pro-viral é indicada para diferenciagdao de HTLV-1 e
HTLV-2, que compartiiham 60% de homologia nas sequéncias de acido nucléico,
bem como para esclarecer os resultados indeterminados no teste confirmatério, ja
que em populacdes de baixo risco, parte dos indeterminados revela-se como
negativo nos testes moleculares (Seiki et al. 1983, Kwok et al. 1990, Zaaijer et al.
1994, Vandamme et al. 1997, Thorstensson et al. 2002). Adicionalmente, o uso da
biologia molecular tem se mostrado ferramenta fundamental no diagndstico
precoce de recém-nascidos infectados por transmissao vertical, uma vez que os
anticorpos maternos sao transferidos passivamente via placenta (Fujino & Nagata
2000).

Como citado, a detecgdo do acido nucleico viral permite diferenciar o
HTLV-1 e 2. Para tal, o mesmo é amplificado por nested-PCR, utilizando
iniciadores de sequéncias conservadas da regiao tax/rex do genoma viral, cujo
produto pode ser submetido a analise do polimorfismo de restricdo dos
fragmentos amplificados (RFLP, restrict fragment Ilength polymorphism)
(Matsumoto et al. 1990, Tuke et al. 1992, Gallego et al. 2004).

A técnica de nested-PCR é capaz de detectar oito copias de pro-virus em
10° células, sendo bastante eficiente na deteccdo da infecgdo, que para se
estabelecer é necessaria carga viral minima de 10 cépias por 150.000 células
(Busch et al. 2000, Gallego et al. 2004). Além disso, a carga pré-viral tem sido

considerada importante na patogénese de doengas associadas ao HTLV-1.
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Estudos mostram diferencas entre os niveis do DNA pré-viral de individuos
assintomaticos e de pacientes com doengas neuroldgicas. Assim, a quantificagao
da carga pré-viral em tempo real pelo sistema TagMan, que detecta o aumento da
intensidade de fluorescéncia proporcionalmente ao do produto de amplificagdo da
PCR, pode indicar o curso da infeccdo em individuos assintomaticos, além de
servir como monitoramento nos individuos em tratamento (Manns et al. 1999b,
Montanheiro et al. 2005).

O sequenciamento de nucleotideos do genoma viral ou das regides env e
LTR é importante na investigagdo molecular da infecgdo, tendo em vista a
elucidagdo dos mecanismos de transmissio e variabilidade do HTLV-1, uma vez
que essa Ultima regido é utilizada para a classificacdo dos virus em subtipos
(Nerurkar et al. 1993, Kashima et al. 2006).

1.6. Epidemiologia da infecgao pelo HTLV-1
1.6.1. Transmissao

O estabelecimento da infecgéo pelo HTLV-1 é, principalmente, dependente
do contato célula a célula, apresentando, assim, menor infecciosidade que outros
agentes virais encontrados livremente no plasma (Manns et al. 1999a). O HTLV-1,
apesar de infectar in vitro uma variedade de células, in vivo tem tropismo
preferencialmente para células T CD4", infectando também células T CD8"
(Richardson et al. 1990, Nagai et al. 2001). A infeccdo € estabelecida pela
integracdo do genoma viral ao da célula hospedeira, com subsequente transcri¢ao
limitada, havendo disseminagao por meio da expansao clonal da célula T HTLV-1
infectada (Wattel et al. 1995, Tanaka et al. 2005).

A transmissdo do HTLV-1 pode ocorrer pelas vias vertical, sexual e
parenteral (Kaplan et al. 1996, Sullivan et al. 1991, Fujino & Nagata 2000). A
transmissao vertical de maes HTLV-1 infectadas aos seus filhos é responsavel
pela manutengéo da infeccdo em areas endémicas. Nessas areas, a taxa média
de transmisséo é cerca de 20%, sendo o aleitamento materno prolongado o
principal fator de risco para a transmissao do virus, cujo tempo médio estimado

para infecgao € de 12 meses (Hino et al. 1995, Nyambi et al. 1996, Wiktor et al.
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1997, Houinato et al. 1998, Hisada et al. 2002). Estudos associam ainda, os niveis
altos de anticorpos e da carga pro-viral sanguinea e no leite materno ao risco

elevado de transmissao (Hino et al. 1987, Li et al. 2004).

Estudos realizados no Japao revelam que, mesmo na auséncia do
aleitamento, a taxa de transmissao vertical é cerca de 3% (Hino et al. 1995, Fujino
& Nagata 2000). Linfécitos HTLV-1-infectados, detectados no corddo umbilical de
filhos de méaes portadoras, sugerem a infec¢ao pela via transplacentaria, apesar
de nao evidenciar a infecgao fetal, provavelmente devido a apoptose das células
placentarias. A contaminacdo pelo canal de parto é considerada uma via
alternativa de transmissao relacionada a quebra da barreira placentaria e ruptura
das membranas, entretanto, n&o ha indicacédo de parto cesario nas portadoras de
HTLV-1. Portanto, tais vias constituem formas menos eficientes de transmisséo
vertical do HTLV-1 (Bittencourt et al. 2002, Figueiré-Filho et al. 2005).

A via sexual como fonte de transmissao do HTLV-1 ocorre por meio de
linfocitos infectados presentes no sémen e secregao vaginal, com maior eficiéncia
do homem para mulher (Nakano et al. 1984, Murphy et al. 1989b, Kaplan et al.
1996, Moriuchi et al. 2004) e, segundo Kajiyama et al. (1986), a possibilidade de
transmissao apos dez anos de relacionamento € de 60,8% do homem para a
mulher e, de apenas 0,4% para o inverso. Contudo, investigacdo recente
demonstrou maior relevancia da transmissdo mulher-homem (Roucoux et al.
2005). Assim como o HIV, entretanto com menor eficiéncia, a relagdo homosexual

¢é fonte de infecgao para o HTLV-1 (Bartholomew et al. 1987).

Fatores considerados de risco para a transmissao sexual da infecgédo sao:
relacdo sexual precoce, provavelmente devido a imaturidade dos epitélios do trato
reprodutivo; promiscuidade sexual; tempo de duragdo do relacionamento;
presenca de outras doengas sexualmente transmissiveis (DSTs), principalmente
ulcerativas, havendo maior concentragado de linfocitos, o que facilita a infecgao;
além de titulos de anticorpos e carga viral (Murphy et al. 1989b, Figueroa et al.
1995, Kaplan et al. 1996, Figueroa et al. 1997, Giuliani et al. 2000).

No passado, a transfusdo de sangue, ou de outros componentes
sanguineos como plaquetas, constituiu a principal fonte de infecgdo devido a sua

eficiéncia, com taxa de soroconversdo de 60%, no Japao (Okochi et al. 1984,
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Sullivan et al. 1991, Manns et al. 1992). Além disso, essa via de infec¢ao esta
ligada ao desenvolvimento das doencas associadas ao HTLV-1 apdés curto
periodo de incubacao (Chen et al. 1989, Osame et al. 1990). Em 1986, o Japao
adotou a triagem para o virus nos bancos de sangue, reduzindo

consideravelmente a taxa de infec¢do (Kamihira et al. 1987, Osame et al. 1990).

A via parenteral tem adquirido relevancia na transmissao do HTLV-1 pelo
compartilhamento de seringas e agulhas contaminadas, principalmente, entre os
usuarios de drogas injetaveis. Adicionalmente, esses usuarios apresentam
comportamentos sexuais de risco, tornando-os um grupo vulneravel para esta

infecgéo (Lee et al. 1990, Barcellos et al. 2006).
1.6.2 Prevaléncia

Estima-se que 15 a 25 milhdes de individuos estejam infectados pelo HTLV
em todo o mundo, sendo que 5% desses podem desenvolver doengas graves
como ATL e HAM/TSP. A prevaléncia do HTLV varia consideravelmente de
acordo com a regido geografica e grupo étnico. Além disso, observa-se o
aumento da prevaléncia com a idade, sendo maior em mulheres, o que evidencia
a maior eficiéncia de transmissao homem-mulher (de Thé & Kazanji 1996, Manns
et al. 1999a, Edlich et al. 2000, Brasil 2004, Proietti et al. 2005).

Inicialmente, o sudoeste do Japéao foi identificado como area de maior
endemicidade para o HTLV-1 no mundo, com indices proximos a 30% (Mueller et
al. 1996). Entretanto, a implantacdo de medidas de prevengao favoreceu o
declinio da prevaléncia (Yamaguchi 2001). Outras regides geograficas foram
também identificadas como de endemicidade elevada, como a Melanésia (14%)
(Yanagihara et al. 1990), alguns paises africanos (superior a 5%) (Andersson et
al. 1997, Proietti et al. 2005, Forbi et al. 2007), areas do Caribe (cerca de 5%)
(Reeves et al. 1988) e paises da América do Sul (1% a 3%) (Leon et al. 2003,
Sanchez-Palacios et al. 2003, Gastaldello et al. 2004).

Regibdes de baixa endemicidade apresentam taxas inferiores a 1%, como a
Europa, América do Norte, restante da Asia e outras regides do mundo.
Entretanto, a caréncia de inquéritos populacionais dificulta a estimativa da real
positividade para infeccdo pelo HTLV-1 (Catalan-Soares et al. 2001, Vrielink &

Reesink 2004, Proietti et al. 2005, Carneiro-Proietti et al. 2006).
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Estima-se que o Brasil seja 0 pais com maior numero absoluto de casos de
infeccao por HTLV-1, com cerca de dois milhées de portadores (Carneiro-Proietti
et al. 2002, Catalan-Soares et al. 2005). Estudos identificaram a cidade de
Salvador, Bahia, como a de maior prevaléncia para o HTLV-1 no Pais (1,7%)
(Galvao-Castro et al 1997, Dourado et al. 2003). Fato que fortalece a hipotese de
introducdo do HTLV no Brasil por escravos africanos, ja que a populagdo de
Salvador é constituida predominantemente por individuos afro-descendentes
(Britto et al.1998).

No inquérito populacional realizado nas 26 capitais do Brasil, além do
Distrito Federal, verificou-se uma distribuicdo heterogénea do virus em doadores
de sangue. A prevaléncia observada variou de 0,04% a 1%, sendo superior nas

Regides Norte e Nordeste do territério nacional (Catalan-Soares et al. 2005).

No Quadro 3, estdo listados os estudos sobre HTLV-1/2 realizados no
Brasil nos ultimos 10 anos. A prevaléncia varia de acordo com o grupo estudado,
evidenciando o gradual aumento nas taxas de acordo com os fatores de risco da
populagdo. Na Regido Centro-Oeste, a prevaléncia verificada em doadores de
sangue variou de 0,2% a 0,7% (Catalan-Soares et al. 2005), enquanto que em
gestantes em Goias e Mato Grosso do Sul foi de 0,1% (Oliveira & Avelino 2006,
Figueiro-Filho et al. 2007).
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Quadro 3 — Estudos de prevaléncia do HTLV-1/2 no Brasil, publicados no periodo de

1998 a 2008.

Populagao N % Referéncia
Populagao do interior da Bahia (BA) 1.536 0,3* Britto et al. (1998)
Familiares de pacientes com ATL 66 21,2* Borducchi et al. (1998)
(Regido Sudeste)

Hemofilicos (MG) 226 4,9 Carneiro-Proietti et al. (1998)
Pacientes HIV positivos (PA) 149 2,7* Vallinoto et al.(1998)
Usuarios de drogas injetaveis (BA) 216 35,2 Dourado et al. (1999)
Pacientes neurolégicos (BA) 320 20,9 Gomes et al. (1999)
Presidiarios (MG) 63 1,6 Catalan-Soares et al. (2000)
Pacientes HIV positivos (SP) 499 6,0* Etzel et al. (2001)
Usuarios de drogas injetaveis (RJ) 175 12,6* Guimaraes et al. (2001)
Gestantes (BA) 6.754 0,8* Bittencourt et al. (2001)
Populagao Indigena (Regido Norte) 1.004 0,2* Shindo et al. (2002)
Populagao geral (BA) 1.385 1,7* Dourado et al. (2003)
Doadores de sangue (AC) 11.121 0,7* Colin et al. (2003)
Doadores de sangue (CE) 264.593 0,6 Souza et al. (2003)
Gestantes (SP) 913 0,1 Olbrich Neto & Meira (2004)
Pacientes neuroldgicos (PA) 190 5,3* Macédo et al. (2004)
Imigrantes japoneses (AM) 168 2,3* Vallinoto et al. (2004)
Pacientes HIV positivos (PR) 784 0,8* Morimoto et al. (2005)
Pacientes testados para HIV (RS) 2.985 1,4* Barcellos et al. (2006)
Profissionais do sexo (SC) 90 1,1* Caterino-de-Araujo et al. (2006)
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Gestantes (GO) 15.485 0,1* Oliveira & Avelino (2006)
Doadores de sangue (BA) 104.835 0,5 Mota et al. (2006)
Doadores de sangue (PR) 28.194 0,7 Veit et al. (2006)
Quilombos afro-brasileiros semi- 259 1,6* Vallinoto et al. (2006)
isolados (PA)

Pacientes com linfoma (SP) 77 4,0 Silva et al. (2007)
Gestantes (MS) 35512 0,1 Figueiro-Filho et al. (2007)
Pacientes dermatolégicos (MG) 1.229 0,7* Nobre et al. (2007)
Usuarios de drogas (BA) 125 4,0 Nunes et al. (2007)
Populagao de alto risco (SP) 2.312 5,8* Jacob et al. (2008)
Gestantes (BA) 408 1,0* Magalhées et al. (2008)
Doadores de sangue (AC) 219 0,5* Mota-Miranda et al. (2008)
Mulheres lactantes (PB) 1.033 0,7* Pimenta et al. (2008)

*HTLV-1

1.6.3 Distribuicdo dos subtipos

O subtipo HTLV-1a ou Cosmopolita esta distribuido mundialmente (Figura
3), sendo encontrado em areas endémicas e ndo endémicas para a infecgao. Por
analise filogenética, verificou-se a ocorréncia de agrupamentos de isolados de
acordo com a regiao geografica, dando origem a subgrupos (Miura et al. 1994,
Vandamme et al. 1994). O subgrupo A ou Transcontinental circula em diversas
regides do mundo. Por outro lado, o subgrupo B foi encontrado no Japao e india,
o C no oeste da Africa e Caribe, o D no norte da Africa e o subgrupo E no Peru
(Miura et al. 1994, Yamashita et al. 1996, Carneiro-Proietti et al. 2006).

Os demais subtipos (b-g) encontram-se distribuidos em areas ou grupos
restritos. A Africa é o continente com maior diversidade de subtipos, sendo
encontrado o 1b na Africa Central, 1d e 1g em Camardes, 1e em pigmeus do
Congo e 1f de Gabao (Vandamme et al. 1994, Mahieux et al. 1997, Salemi et al.
1998, Rego et al. 2008). A estreita relagao de subtipos do HTLV-1 e STLVs, bem
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como a proximidade da populagdo africana com espécies de macacos por meio
da caca sugerem a sucessao de transmissodes interespécie de PTLVs (Salemi et
al. 1998).

O subtipo ¢ ou Melanésico é o mais divergente com heterogeneidade
superior a 11% nas suas sequéncias de nucleotideos. E restrito a areas da
Melanésia e Australia. Foi isolado de habitantes da Papua Nova Guiné e llhas
Salomao (Yamashita et al. 1996, Cassar et al. 2005).

Na América do Sul, inclusive no Brasil, o subtipo 1a, subgrupo
Transcontinental, é predominante (Balcazar et al. 2003, Carneiro-Proietti et al.
2006, Mota et al. 2007, Zehender et al. 2007). Tal distribuicdo €&, provavelmente,
resultante da extensa migragao de africanos devido ao comércio de escravos no
Novo Mundo por volta dos séculos XVII e XVIII (Rego et al. 2008), apesar de
estudos indicarem prévia introdugao do retrovirus por asiaticos que atravessaram

o estreito de Bering (Yamashita et al. 1998, Kashima et al. 2006). Adicionalmente,

o subgrupo B chegou a América Latina por imigragao japonesa no inicio do século
XX (Vallinoto et al. 2004, de Queiroz et al. 2007).

Figura 3 — Distribuicdo geografica dos subtipos de HTLV-1
Fonte: Lima 2006 (modificada)
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1.7 Prevencao e controle da infecgao pelo HTLV-1

A baixa variabilidade gend6mica do HTLV-1 apresenta-se como principal
ponto favoravel para elaboracdo de vacinas contra a infecgdo. No entanto, o
desenvolvimento desse imunobiolégico ainda enfrenta alguns obstaculos. Os
estudos utilizam peptideos com epitopos recombinantes de regidées do genoma
para inducao de anticorpos neutralizantes contra env e imunidade celular contra
gag. Contudo, a definigdo da composi¢cao dos epitopos e a ndo disponibilidade de
um modelo animal adequado séo fatores limitantes para o desenvolvimento da
vacina (de Thé & Kazanji 1996, Kazanji et al. 2006).

A implantac&o da triagem para o HTLV nos bancos de sangue representa a
principal medida de prevengdo da infeccdo. O Japao foi o primeiro pais a
implantar a triagem para o virus, seguido dos Estados Unidos em 1988 (Kamihira
et al. 1987, Osame et al. 1990, Sullivan et al. 1991). Atualmente, diversos paises
utilizam a metodologia de ELISA para testagem do sangue e seus componentes
(Carneiro-Proietti et al. 2006). No Brasil, a portaria n° 1.376 de 19 de novembro de
1993 torna obrigatoria a triagem para HTLV-1/2 em todos os bancos de sangue

do territorio nacional (Brasil 1993).

A transmissao vertical representa a principal fonte de manutencido da
infeccdo em areas endémicas. Assim, as gestantes podem ser consideradas
importantes elementos na cadeia de transmissdo do virus. A triagem das
gestantes, a suspensdo do aleitamento materno ou a redugcdo no tempo de
amamentacdo das criangas de maes positivas sdo medidas que reduzem
consideravelmente o risco de transmissdo do HTLV por essa via (Kashiwagi et al.
2004). No Brasil, Programas de Protecao a Gestante estao sendo implantados em
alguns estados (Goias, Mato Grosso do Sul e Alagoas), para conhecimento do
status sorolégico da mae e adequado aconselhamento pré e pdés-parto (Dal
Fabbro et al. 2008).

Além disso, medidas relacionadas ao sexo seguro devem ser tomadas
considerando a eficiéncia da transmissao por essa via. O conhecimento do status
sorolégico do individuo, estratégias de aconselhamento, o uso de preservativo

regularmente e a diminuicdo do numero de parceiros sexuais sao estratégias
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fundamentais para o controle do HTLV-1 (Figueroa et al. 1997, Carneiro-Prietti et
al. 2006).

Outras medidas devem ser tomadas como o nao compartilhamento de
seringas e agulhas, principalmente por usuarios de drogas, e o esclarecimento
dos profissionais de saude reforcando a necessidade do uso das Precaucdes-
Padréo instituidas (Lee et al. 1990, Edlich et al. 2000).

Considerando a distribuicdo mundial do virus, a relevante morbi-
mortalidade das doengas associadas a infeccdo pelo HTLV-1 e a falta de
tratamento eficaz e vacina, ressalta-se a importancia de estratégias de saude
publica que visem a diminuicdo da transmissdo do virus e esclarecimento da
populagdo a respeito da infecgdo (Carneiro-Poietti et al. 2006, Verdonck et al.
2007).

1.8 Remanescentes de quilombos no Brasil Central

A partir de 1500, a colonizagdo do Brasil foi iniciada pela chegada de
portugueses que utilizaram a abundancia da terra para o plantio da cana-de-
acucar, principal mercadoria de exportagao do Pais. Esse cultivo e a consequente
necessidade de mao-de-obra impulsionaram o comércio de escravos da Africa

para o Brasil (Ministério da Educacgéo 2001).

No século XVI, os africanos chegaram ao Brasil em navios negreiros
provenientes da costa ocidental, oriental e noroeste do continente africano. Ao
desembarcarem nos portos, eram levados aos mercados de escravos € assim
distribuidos por todo litoral para trabalharem nos engenhos e fazendas de gado
(Ministério da Educagéo 2001).

A escravatura no Brasil Central se efetivou no inicio do século XVIII pelo
“trafico interno”, com a atividade de bandeirantes e aventureiros na exploracao de
minérios. Nessa regido, houve predominancia de povos bantos, procedentes do
Zaire, Angola, Congo e Mogambique, além de Sudaneses da Nigéria, Costa do
Ouro e Gambia (Figura 4) (Silva 2003).
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Figura 4 - Rota do trafico de escravos da Africa para o Brasil

Fonte: Baiocchi 1999 (modificada)

O ciclo do ouro e, posteriormente a pecuaria, promoveram a ocupagao
desordenada do interior do Pais em busca de riquezas conquistadas pelo trabalho
arduo de escravos. Os castigos impiedosos, as condigbes desumanas de
alimentacgao, trabalho e moradia, associados a falta de liberdade levaram os
escravos a promoverem movimentos de resisténcia (Ministério da Educagao
2001, Silva 2003).

A caracteristica do relevo regional, formado por vales, serras e extensa
rede fluvial, favoreceu a unido de escravos fugidos em locais de dificil acesso.
Esses agrupamentos se organizaram em sociedades alternativas conhecidas
como “quilombos” que, além da liberdade, buscavam o resgate dos valores
culturais africanos (Leite 2000, Silva 2003, Seppir 2005).

24



A Associagcao Brasileira de Antropologia define quilombo como: “toda
comunidade negra rural que agrupe descendentes de escravos vivendo da
agricultura de subsisténcia e onde as manifestagdes culturais tém forte vinculo

com o passado” (Silva 2003).

O surgimento de quilombos significou a luta para a sobrevivéncia fisica e
cultural de escravos fugidos e a preservagao da dignidade de seus descendentes.
Mesmo apéds a aboligdo da escravatura (1888), muitas comunidades permanecem
agregadas até os dias atuais, afastadas de centros urbanos com manutencéo de
praticas de resisténcia e identidade étnica singular, sendo denominadas de
remanescentes de quilombos (Seppir 2005).

Segundo levantamento realizado pela Fundagdo Cultural Palmares, do
Ministério da Cultura, existem comunidades remanescentes de quilombos em
praticamente todos os estados brasileiros, sendo que 3.524 foram mapeadas. O
Governo Federal vem intensificando estratégias e agdes desde a Constituicao
Federal de 1988 com o objetivo de assegurar o direito a preservagao da cultura,

identidade e titulagdo das terras dos quilombolas (Seppir 2008).
1.8.1 Remanescentes de quilombos em Goias

Na regiao nordeste do Estado de Goias, a 600 quildmetros (Km) da capital,
situa-se a maior comunidade quilombola do Brasil. A populagdo Kalunga,
composta por aproximadamente 3.000 habitantes, ocupa area de 237.000
hectares nos municipios de Cavalcante, Teresina de Goias e Monte Alegre
(Figura 5) (Baiocchi 1999).

A origem bantu africana da palavra Kalunga nos remete ao significado de
divindade do culto bantu ou campo sagrado para repouso dos ancestrais. Para os
moradores locais, Kalunga é “um lugar sagrado que n&o pode pertencer a uma so

pessoa ou familia” (Baiocchi 1999).

Escravos africanos, trazidos do nordeste do Pais para as minas de Goyas
e Tocantins, durante o ciclo do ouro, refugiaram-se as margens do rio Parana, nas
regides de vaos e serras e, por volta de 1722, foi fundada a comunidade afr-
descentente Kalunga (Baiocchi 1999, Silva 2003). Os Kalungas se estabeleceram

em propriedades mais ou menos isoladas do vasto territério, formando quatro
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nucleos principais de populacdo: a regiao da Contenda, Vao do Kalunga, Vao de
Almas, Vao do Moleque e Ribeirdo dos Bois (Ministério da Educacao 2001).
Desde 1962, sabia-se da existéncia da comunidade, porém somente em 1982 foi
possivel sua descricdo por estudos antropolégicos apoiados pela Universidade
Federal de Goias, sendo que em 1991, a lei n° 11.469 instituiu-se o “Sitio
Histérico e Patriménio Cultural Kalunga” (Baiocchi 1999).

@
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01 - Alto Paraiso de Goias
02 - Campos Belos

03 - Cavalcanti

04 - Colinas do Sul

05 - Monte Alegre de Goias
06 - Mova Roma

07 - Sa0 Joao d'Alianga

08 - Teresina de Goias

[ )r s

Figura 5 - Localizagédo geografica da comunidade Kalunga

Fonte: http://www.agdr.goias.gov.br/prog desenv nordeste.htm

Cerca de 90% do territorio Kalunga permanece intacto (Céntia & Boloni
2004). A populacédo é preservada até os dias atuais devido ao dificil acesso, bem
como ao fortalecimento dos lagos de parentesco promovido por casamentos entre
primos de segundo e terceiro graus e a preservagao da cultura, tradigdes e festas
(Ministério da Educacao 2001).

1.8.2 Remanescentes de quilombos em Mato Grosso do Sul

No Estado de Mato Grosso do Sul, diversas comunidades menores
remanescentes de quilombos foram identificadas tendo como atividade basica a
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agricultura de subsisténcia, com preservagao da cultura, tradi¢cdes e rituais de
seus antepassados africanos. Essas comunidades foram formadas a partir do ano

de 1820, periodo da pecuaria extensiva, onde se intensificou a migracao de

escravos para a regiao (Silva 2003) (Figura 6).

01 -QUINTINGS
02 -MALAQUIAS

03 -OROLANDIA

04 -FURNAS DA BOA SORTE
05 -FURNAS DOS BAIANOS
06 -FURNAS DOS DIONISIOS
07 -JERONIMOS

08 -MORRO DO LIMAO

08 - SAO BENEDITO

10 - SAO MIGUEL (MARACAJU)
11 -SAO MIGLEL (NIOAQUE)
12 - AMARELINHOS

Figura 6 - Distribuicdo geografica das comunidades quilombolas de Mato Grosso
do Sul Fonte: Motta-Castro et al. 2005 (modificada)

“Furnas da Boa Sorte” € uma das principais comunidades que conservam
as caracteristicas de seus ancestrais. Os escravos libertos ou fugidos de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Goias se estabeleceram, no final do século XIX, nas
furnas da serra de Maracaju a 24 km do municipio de Corguinhos. Hoje, cerca de

250 pessoas vivem na comunidade (Silva 2003).

Estima-se que “Furnas dos Dionisios”, situada no municipio de Jaraguari, a
50 km da capital, Campo Grande, que abriga mais de 100 familias, tenha cerca de

140 anos de existéncia (Silva 2003).
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No norte de Mato Grosso do Sul, no municipio de Aquidauana, a 240 km de
Campo Grande, cerca de 17 familias descendentes de escravos procedentes de
Minas Gerais constituem a comunidade “Furnas dos Baianos”. Ja no centro do
Estado, no municipio de Camapua, a 200 km da capital, 30 familias divididas em

dois nucleos populacionais constituem a comunidade de “Malaquias” (Silva 2003).

A populagao rural de “Sao Miguel”’, também conhecida como “Vista Alegre”,
constituida por 11 familias, pertence ao municipio de Maracaju a sudoeste de
Campo Grande, enquanto que a urbana pertence a Nioaque a 180 km da capital

(Silva 2003, Motta-Castro, comunicagao pessoal).

Situada no perimetro urbano de Campo Grande “Sao Benedito” é a
principal comunidade negra da capital do Estado, fundada no inicio do século XIX
por escravos procedentes do sudoeste de Goias. Ainda nesse perimetro urbano,
“Morro do Limao” abriga 10 familias afro-brasileiras (Silva 2003, Motta-Castro,

comunicagao pessoal).

A comunidade “Quintinos”, localizada no municipio de Pedro Gomes, a 450
km de Campo Grande, é formada por cerca de 50 pessoas distribuidas em 10

familias (Motta-Castro, comunicagao pessoal).

As comunidades quilombolas “Amarelinhos”, “Jerénimos” e “Orolandia”
estdo localizadas nos municipios de Sidrolandia, Terenos e Rio Negro,
respectivamente, sendo a ultima constituida por familiares provenientes da Bahia

(Motta-Castro, comunicagao pessoal).
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1.9 Justificativa

Estima-se que 15 a 25 milhdes de individuos estejam infectados pelo
HTLV, sendo que a prevaléncia varia consideravelmente com a regidao geografica
e grupo étnico. Estudos tém mostrado o continente africano como area endémica
com ampla diversidade genética de isolados virais (Edlich et al. 2000, Proietti et
al. 2005, Diop et al. 2006, Etenna et al. 2008).

O Brasil pode ser considerado o pais com maior niumero absoluto de casos
de infeccdo pelo HTLV-1, sendo a cidade de Salvador, constituida
predominantemente por afro-brasileiros, a que apresenta a maior prevaléncia
dessa infecgcdo no Pais (Dourado et al. 2003, Catalan-Soares et al. 2005). No
Brasil Central, sdo raros os estudos epidemiolégicos para essa infecgao (Oliveira
& Avelino 2006, Figueiro-Filho et al. 2007).

Investigacdes de variabilidade gendmica do virus tém revelado informagdes
epidemioldgicas importantes a respeito da migragéo de populagdes humanas e da
transmissao viral, sendo os mesmos escassos no Brasil (Vallinoto et al. 2004,

Azran et al. 2004) e, inexistentes em nossa regiao.

Considerando a possivel origem africana do HTLV-1 e que varias
comunidades remanescentes de quilombos no Brasil Central permanecem como
isoladas ou semi-isoladas, bem como a inexisténcia de estudos epidemiolégicos e
moleculares para o HTLV nessas comunidades, a presente dissertacdo foi
desenvolvida com o intuito de conhecer o perfil epidemiolégico e molecular dessa
infeccdo em remanescentes de quilombos do Brasil Central, além de investigar a
variabilidade genética das amostras virais circulantes nestas comunidades,
possibilitando elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na disseminagao
deste virus, para que acdes de saude visando a prevencéo e controle desta virose

sejam adequadamente planejadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar o perfil
epidemiolégico e molecular da infecgdo pelo HTLV em remanescentes de
quilombos no Brasil Central, visando proporcionar informacbdes para

prevencao e controle dessa infeccdo na populacao estudada.

2.2 Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia da infeccao pelo HTLV em remanescentes de

quilombos no Brasil Central;

Verificar as caracteristicas de risco nos individuos infectados;

Identificar os subtipos virais circulantes nestas comunidades;

Associar a variabilidade genémica dos isolados virais obtidos com

possiveis mecanismos de transmissdo desta infeccdo na populacao

estudada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento

Estudo observacional, de corte transversal realizado em remanescentes de

quilombos no Brasil Central.

3.2 Populagao-alvo e amostra

Em Goias, os Kalungas, ocupam uma area de 237 mil hectares nos
municipios de Cavalcante, Teresina de Goias e Monte Alegre de Goias. Em Mato
Grosso do Sul, sdo doze as comunidades de afro-descendentes: Furnas dos
Dionisios (municipio de Jaguari); Furnas da Boa Sorte (municipio de Corguinho);
Quintinos (municipio de Pedro Gomes); Malaquias (municipio de Camapud);
Orolandia (municipio de Rio Negro); Furnas dos Baianos (municipio Aquidauana);
Jerénimos (municipio de Terenos); Morro do Lim&o (municipio de Campo
Grande); Sao Benedito (municipio de Campo Grande); Sdo Miguel (municipio de
Maracaju); Sdo Miguel (municipio de Nioaque) e Amarelinho (municipio de
Sidrolandia). A populagdo total € constituida por aproximadamente 4.500

individuos.

Para obter uma prevaléncia estimada de 0,3%, com uma precisao de 0,2%,
fez-se necessario estudar o minimo de 1.757 individuos, considerando um poder
estatistico de 80% (B=0,20) e nivel de significancia de 95% (a=0,05). Assim

sendo, a amostra deste estudo foi constituida de 1.837 individuos.

Inicialmente foram realizadas visitas as comunidades com o objetivo de
conhecer a realidade local e divulgar a importancia do estudo junto a populagao-
alvo. Nesta ocasido, foram agendados os locais (escolas e centros comunitarios)
e o periodo para coleta de dados e amostras sanguineas. Todos os
remanescentes de quilombos que compareceram aos locais previamente
definidos foram recrutados de forma sucessiva de acordo com a ordem de

chegada (amostra de conveniéncia).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Materno Infantil (Protocolo CEPHA — HMI n° 025/05).
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3.3 Entrevista e coleta de sangue

As entrevistas foram realizadas, de julho de 2004 a julho de 2005, aos
finais de semana, apos informacgado prévia da populagdo sobre os objetivos,
metodologia da pesquisa e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, ou da coleta de impressao digital dos individuos analfabetos. Para
menores de idade, o referido termo foi assinado pelos pais ou responsaveis. Foi
utilizado um questionario padronizado para obtencdo de dados sdcio-
demograficos (idade, sexo, estado civil, grau de instrugdo, ocupagao e renda
familiar) e possiveis fatores associados a infeccdo pelo HTLV (aleitamento
materno, numeros de parceiros sexuais, relato de doengas sexualmente

transmissiveis, transfusdo de sangue e uso de drogas injetaveis).

Em seguida, foram obtidas as amostras de sangue (10 ml) de cada
participante por puncdo da veia cubital. As amostras sanguineas foram
centrifugadas, sendo os soros separados em duas aliquotas, identificados com o
namero do registro de cada participante e congelados a -20°C. As amostras de
soro foram transportadas para o Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), onde foram armazenadas nas

mesmas condi¢des, até a realizagao dos testes soroldgicos.

Posteriormente, retornamos as comunidades para coletar uma segunda
amostra dos individuos soro reagentes visando a confirmagéo por western blot,
bem como a realizagédo dos testes moleculares. As amostras sanguineas obtidas
foram distribuidas em dois tubos, sendo um sem anticoagulante, cujo conteudo foi
centrifugado e o soro separado em duas aliquotas identificadas e, em outro tubo
contendo anticoagulante (etilenodiaminotetra cético -EDTA), resultando em mais
duas aliquotas de sangue total. Todas as aliquotas foram armazenadas a -20°C

até a realizagao dos ensaios.
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3.4 Testes Sorologicos
3.4.1 Ensaio de triagem

Inicialmente, todas as amostras de soro foram testadas para a deteccéo de
anticorpos contra HTLV-l e HTLV-2 pelo ensaio imunoenzmatico (ELISA),
empregando-se reagentes comerciais (Murex HTLV-I+ll, GE80/81, Murex
Diagnostics, UK). Este teste consiste em um ELISA qualitativo de terceira

geracao.

Em microplaca, as amostras e controles foram incubados em camaras
revestidas com proteinas transmembrana e peptideos sintéticos do envelope de
ambos os virus, além de uma proteina transmembrana recombinante do HTLV-2.
Apods a lavagem, o conjugado (antigenos de HTLV marcados com peroxidase) foi
adicionado e, novo procedimento de incubacdo, seguido de lavagem foram
realizados. A solugado cromdgena de tetrametilbenzidina (TMB) juntamente com o
substrato da enzima (peroxido de hidrogéneo) foram adicionados, resultando na
cor purpura nas camaras que apresentavam anticorpos especificos (controle
positivo e amostras soro reagentes). A reagao foi interrompida pela adigdo de
acido sulfurico, sendo a intensidade da coloragdo laranja final diretamente

relacionada a concentracio de anticorpos detectados.

Conforme as instrugdes do fabricante, a leitura espectrofotométrica da
reacao foi realizada utilizando um filtro de 450 nm. Foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram absorbancias maiores ou igual ao valor do cut-off,

obtido pela média das absorbéancias dos controles negativos + 0,200.
3.4.2 Ensaio confirmatdrio

A segunda amostra obtida dos individuos soro reagentes por ELISA foi
testada pelo ensaio confirmatério western blot, empregando-se reagentes
comerciais (HTLV Blot 2.4, Genelabs, Cingapura). Esse ensaio utiliza fitas
individuais de nitrocelulose contendo proteinas virais nativas e recombinantes das
regides gag e env do HTLV-1 e 2, para confirmar e diferenciar a reatividade para
os virus. A diferenciacéo é feita por meio das proteinas recombinantes MTA-1 e

K55, exclusivas do HTLV-1 (rgp-l) e HTLV-2 (rgd-Il), respectivamente.
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As amostras e controles foram adicionados as fitas re-hidratadas com

solucdo tampé&o. Apds incubacao, procedeu-se a lavagem de cada tira e a adigao

do conjugado (anticorpo caprino anti-lgG humana conjugado a fosfatase alcalina).

Apds nova incubacgao e lavagem, foi adicionado o substrato (5 bromo - 4 cloro - 3

indolil - fosfato - BCIP e azul de nitrotetrazélio —NBT) e, sob agitagéo, observou-se

o0 aparecimento de bandas nas tiras reagentes. A reagao foi interrompida pela

remogao do substrato e enxague das fitas. Os resultados foram interpretados

conforme as instrugdes do fabricante (Quadro 4)

Quadro 4 - Interpretagao dos resultados no teste Western Blot

Interpretacao

Padrao

Soronegativo

Auséncia de reatividade as proteinas especificas do
HTLV

Soropositivo para
HTLV-1

Reatividade as proteinas codificadas pelo gene gag
(p19 e/ou p24) e env (GD21 e rgp46-I)

Soropositivo para
HTLV-2

Reatividade as proteinas codificadas por gag (p19 e/ou
p24) e env (GD21 e rgp46-Il)

Soropositivo para HTLV

Reatividade as proteinas codificadas por gag (p19 e
p24) e env (GD21)

Indeterminado

Reatividade com bandas especificas para o HTLV,
mas que ndo preenchem os critérios de
soropositividade para HTLV-1, HTLV-2 ou HTLV
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3.5 Testes Moleculares
3.5.1 Extragdo do DNA

Amostras de sangue total dos individuos, com resultados soro reagentes
ou indeterminados no teste confirmatério, foram submetidas a extragdo do DNA
utilizando os reagentes da Qiagen (QlAamp DNA Minikit, Qiagen, Hilden), de

acordo com as instrugdes do fabricante.

As amostras de sangue total dos pacientes foram adicionadas nos tubos
contendo proteinase K e tampao de lise, procedendo a homogeneizacdo das
mesmas e incubagdo. Em seguida, adicionou-se o etanol e efetuou-se uma breve
centrifugacédo. A solugdo foi transferida para o dispositivo da coluna e, apos
centrifugacédo e troca de sua base, foi acrescentado o tampao de lavagem 1,
sendo entdo, centrifugada. Novo procedimento de lavagem, entretanto com o

tampéo de lavagem 2, foi realizado seguido de centrifugacéo.

O DNA retido na coluna foi eluido, em duas etapas, pela adicao do tampao
de eluicao e, posterior incubagdo em temperatura ambiente e centrifugagéo,

resultando em duas séries de tubos armazenados a - 20° C.

O DNA obtido foi amplificado com iniciadores do gene mitocondrial
(mtDNA) humano pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para avaliar a

qualidade da extragao e certificar a presenga do DNA humano.
3.5.2 Nested-PCR

O DNA viral foi amplificado por nested-PCR com iniciadores para as
regides tax (Quadro 5) e LTR (Quadro 6) do genoma do HTLV-1.
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Quadro 5 - Iniciadores especificos para a regiéo tax do HTLV-1

Iniciadores Sentido Localizagao Seqiiéncia 5’-3’

» | Taxhtivifl | Sense 7280 - 7299 | TCGAAACAGCCCTGCAGATA
o

Eﬁ Taxhtlvir2 | Antisense | 8397 -8416 | AGACGTCAGAGCCTTAGTCT
)

o Taxhtlv1f2 | Sense 7297 - 7316 | ATACAAAGTTAACCATGCTT
;E: Taxhtlvir1 | Antisense | 8470-8490 | TGAGCTTATGATTTGTCTTCA
=

Quadro 6 - Iniciadores para a regido LTR do HTLV-1

Iniciadores Sentido Localizagao Sequéncia 5’-3’
2 Hfl1 Sense 24 - 39 GACAATGACCATGAGC
{LE: Hfl6 Antisense | 881 - 901 GTTAAGCCAGTGATGAGCGGC
o
w Hfl9 Sense 124 - 144 AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC
*% Hfl10 Antisense | 779 - 796 TCCCGGACGACGAGCCCCCAA

Na primeira PCR, além dos iniciadores externos, as reagbes de
amplificacédo (fax e LTR) foram constituidas de dNTP’s (deoxinucleotideos
trifosfatados), tampao, MgCl, (cloreto de magnésio), Tag DNA polimerase
(Promega) e agua miliQ, resultando no volume de 46 pl. Quatro ul do DNA de
cada amostra, bem como os controles negativo e positivo, foram adicionados a
mistura da reagdo e, em seguida, levados ao termociclador (MasterCycler
Eppendorf AG 22331 Hamburg) com o seguinte programa: 96°C por 3 minutos
(desnaturacéo inicial), 40 ciclos de 96°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos
e 72°C por 1 minuto e 30 segundos (desnaturagdo, anelamento e extensao,

respectivamente).
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A segunda PCR foi realizada empregando-se os iniciadores internos
correspondentes as regides selecionadas e os demais reagentes descritos
anteriormente, substituindo a adicdo do DNA extraido pelo produto final da
primeira etapa. No termociclador, foi utilizado o mesmo programa descrito na

primeira etapa.
3.5.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da segunda PCR foram submetidos a eletroforese e,
visualizados em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE (Tris-Acetato EDTA),
corado com brometo de etideo, sob luz ultravioleta com auxilio de um
transluminador, e comparados aos controles positivos (1.194 pb e 673 pb para as

regides tax e LTR, respectivamente).
3.5.4 Sequenciamento e analise filogenética

Inicialmente, os produtos da PCR para a regidao LTR foram purificados
utilizando-se o Kit Montage PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore), conforme
as instrucdes do fabricante. Os produtos purificados foram diretamente
sequenciados utilizando-se os iniciadores para a regido LTR e o Kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems Foster
City, CA, USA). No termociclador, foram programados 25 ciclos de 96°C por 10

segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.

As sequéncias obtidas foram lidas e editadas pelo programa CHROMAS
versao 1.45 (Griffith University). Em seguida, as mesmas foram alinhadas usando
o programa Clustal W. Para analise filogenética, foi construida uma arvore pelo
método de Neighbor-joining, usando o programa Paup v.1.4. Os subtipos das
amostras do HTLV-1 deste estudo foram determinados acrescentando-se
sequéncias de referéncia representativas dos principais subtipos do virus,

disponiveis no GenBank.
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3.6 Processamento e analise dos dados

Os dados das entrevistas e os resultados dos testes sorologicos e
moleculares foram digitados em microcomputador e analisados no programa “Epi
Info 6”7 versao 3.04 (2007), desenvolvido pelo “Centers for Disease and Control”,
Estados Unidos da América. A prevaléncia foi calculada com intervalo de
confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacao estudada

Em relagdo aos dados sécio-demograficos da populagédo remanescente de
quilombos estudada, observou-se que a idade variou de 1 a 108 anos, com média
de 29 anos (desvio padrao: 20,1) e a distribuicdo por faixa etaria € mostrada na
Tabela 1. A maioria era do sexo feminino (56,3%).

Quanto ao estado civil, 42,1% eram casados ou unidos consensualmente,

34,8% solteiros e 23,1% eram separados ou viuvos.

A maior parte dos individuos estudados (62,6%) cursou ou estava cursando
o ensino fundamental, 13,6% o ensino médio e apenas 1,8% o0 ensino superior.

Outrossim, 22% nao apresentavam qualquer grau de instrugao.

Quanto a ocupacdo, 45,6% eram lavradores, 20,3% do lar, 13,2%
estudantes e 20,9% relataram outra ocupagdo como aposentados, professores,
dentre outras. Com relacdo a renda familiar, 55% dos individuos referiram renda

menor que um salario minimo.
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Tabela 1 - Caracteristicas s6cio-demograficas dos 1.837 remanescentes de quilombos estudados no
Brasil Central

Caracteristica N %

Média de Idade (dp) 29 anos (20,1)

Faixa etaria (anos)

<10 380 20,7
11-20 408 22,2
21-30 269 14,7
31-40 267 14,5
41 -50 201 10,9
51-60 160 8,7
>60 152 8,3
Sexo

Feminino 1035 56,3

Masculino 802 43,7
Estado Civil*

Solteiro 471 34,8

Casado / Unidao Consensual 569 421

Separado / Viuvo 312 23,1

Grau de instrugao**

Nenhum 361 22,0
Ensino Fundamental 1026 62,6
Ensino Médio 222 13,6
Ensino Superior 29 1,8
Ocupagao***
Lavrador 578 45,6
Do Lar 258 20,3
Estudante 168 13,2
Outra 265 20,9

Renda Familiar
< 1 salario minimo 1010 55,0

2 1 salario minimo 827 45,0

dp = desvio padréo *Foram considerados individuos acima de 12 anos (n=1352) **Foram considerados
apenas individuos acima de 6 anos (n=1638) ***Foram considerados apenas individuos acima de 14 anos
(n=1269)
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Quanto as caracteristicas de risco para a infecgéo pelo HTLV na populagao
estudada, verificou-se que 28,7% relataram multiplos parceiros sexuais, 12,9%
antecedentes de DST e 7,5% transfuséo de sangue (Tabela 2). Além disso, todos
os entrevistados referiram historia de aleitamento materno. Por outro lado, ndo se
observou relato de uso de drogas injetaveis nesta populagdo (dados néo

mostrados).

Tabela 2 - Caracteristicas de risco para infeccdao pelo HTLV relatadas pelos

remanescentes de quilombos estudados no Brasil Central

Caracteristica N %

N° de parceiros sexuais*

Nenhum 201 14,9
<5 763 56,4
>5 388 28,7

Doencga Sexualmente Transmissivel**
Nao 1003 87,1
Sim 148 12,9

Transfusao de sangue

Nao 1698 92,4
Sim 138 7,5
S/inf 1 0,1

*Foram consideradas apenas individuos acima de 12 anos (n=1352) **Foram considerados

apenas individuos que relataram atividade sexual (n=1151)
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4.2 Deteccgao de anticorpos anti-HTLV e do DNA viral

Inicialmente, as 1.837 amostras da populacdao remanescente de quilombos
foram triadas para deteccao de anticorpos para HTLV-1 e HTLV-2, sendo nove
reagentes pelo ELISA. Em seguida, coletou-se uma segunda amostra dos
individuos soro reagentes visando a confirmagédo por western blot. Das nove
amostras anti-HTLV reagentes pelo ELISA, oito (88,9%) foram positivas para o
HTLV-1 e uma (11,1%) indeterminada para HTLV1/2 no western blot (Figura 7).

ELISA
(n=1.837)

7N

Amostras Positivas Amostras Negativas
(n=9) (n=1.828)

Western Blot
(n=9)

Amostras a_n_ti- HTLV-1 Amostra Indeterminada
Positivas (n=1)
(n=8)

Figura 7 — Fluxograma dos testes soroldgicos realizados para anti-HTLV

Na Tabela 3, observa-se que as nove amostras anti-HTLV reagentes
(ELISA) apresentaram reatividade com as proteinas codificadas por gag (p19 e
p24) no western blot, bem como para as proteinas codificadas por env, exceto a
amostra K-245 (indeterminada). Verificou-se que as oito amostras positivas foram
classificadas como HTLV-1, tendo em vista a reatividade para GD21 e rgp-46l.
Nenhuma amostra apresentou anticorpos para a proteina rgp-46ll, que é
especifica para o HTLV-2
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Tabela 3 — Reatividade sorolégica das amostras ELISA soro reagentes para as proteinas
do HTLV pelo western blot

Proteinas Amostras
do HTLV
K-245 K-344 K-535 K-710 BS-1 BS-71 BS-130 BS-131 BS-132

p19 + + + + + + + + +
p24 + + + + + + + + +
GD21 - + + + + + + + +
rgp-46l - + + + + + + + +
rgp-46ll - - - - - - - - -

Conclusao Ind. HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLVA1

Ind: Indeterminado

As amostras ELISA reagentes para HTLV foram submetidas também a
deteccdo do HTLV-DNA para as regides tax e LTR (Tabela 4). Das oito amostras
testadas para o DNA viral, sete foram positivas para as duas regides. A amostra
K-245, com padrao indeterminado no western blot, foi positiva para a regido tax e
negativa para LTR. Assim, nove amostras foram positivas nos testes
confirmatorios (western blot e/ou PCR), resultando em uma prevaléncia de 0,5%
(IC 95% 0,2-1,0) para a infecgao pelo HTLV-1.
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Tabela 4 — Detecc¢ao de anticorpos anti-HTLV por western blot e do DNA viral
pela PCR nas nove amostras ELISA soro reagentes

Amostras Anti-HTLV-1 (western blot) HTLV- DNA
Tax LTR
K-245 Ind. + -
K-344 + + +
K-535 + + +
K-710 + + +
BS-1 + + +
BS-71 + + +
BS-130 + NT NT
BS-131 + + +
BS-132 + + +

Ind: Indeterminado; NT: N&o testado (amostra insuficiente)
4.3 Caracteristicas de risco para a infecgao pelo HTLV-1

A Tabela 5 apresenta as caracteristicas de risco para infeccdo pelo HTLV
nos individuos infectados. Observou-se que a idade variou de 11 a 82 anos,
sendo a maioria do sexo feminino, quatro residentes em Goias e cinco em Mato
Grosso do Sul. Todos os individuos infectados relataram que foram
amamentados. Além disso, foram referidas as seguintes caracteristicas de risco:
antecedentes de transfusdo de sangue (2/9), sendo um episddio anterior a 1993
(antes da triagem para anti-HTLV em bancos de sangue) e outro em 1998. A
idade da primeira relagcado sexual foi informada por seis individuos, variando de 13
a 20 anos. O numero de parceiros sexuais relatado variou de um a mais de 15
parceiros, sendo que houve apenas um relato de histéria de doenca sexualmente

transmissivel (DST).

Além destes dados, constatou-se que os individuos da comunidade de Boa
Sorte (BS) sdo membros de uma mesma familia. A relagdo de parentesco dos
familiares de remanescentes de quilombos infectados pelo HTLV-1 de Mato

Grosso do Sul e Goias estao representados nas Figuras 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 5 - Caracteristicas de risco para a infec¢cao pelo HTLV relatadas pelos
remanescentes de quilombos infectados no Brasil Central

Caracteristicas Remanescentes de quilombos

K-245 K-344 K-535 K-710 BS-1 BS-71 BS-130 BS-131 BS-132

Idade (anos) 42 61 82 7 32 11 63 55 27
Sexo M F F F F F M F F
Localidade GO GO GO GO MS MS MS MS MS
Foi amamentado Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tempo de S/inf <6m S/inf =26m >6m >6m > 6m S/inf >6m
amamentagao

Antecedentes de Nao Nao Sim Nao Nao Nao Sim Nao Nao

transfusao de sangue

Idade da 1° relagao S/inf 20 15 S/inf 19 - 13 17 16
sexual

Numero de parceiros >15 2 2 2 1 - >15 1 5
sexuais

Histéria de DST Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao

M= masculino; F = feminino; S/inf. = sem informagéo; m= meses.
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Figura 8 - Heredograma dos familiares dos remanescentes de quilombos infectados pelo
HTLV-1 em Mato Grosso do Sul
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Figura 9 - Heredograma dos familiares dos remanescentes de quilombos infectados pelo
HTLV-1 em Goias

4.4 Analise filogenética da regiao LTR

Foi possivel sequenciar a regido LTR em sete amostras DNA positivas,
sendo todas elas pertencentes ao subtipo Cosmopolita (HTLV-1a), subgrupo
Transcontinental (A). Com a representacdo destas amostras na arvore
filogenética (Figura 9), observou-se que quatro foram agrupadas no mesmo
cluster (BS-1, BS-71, BS-131 e BS-132), sendo membros da mesma familia
(Figura 8).
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Figura 10 — Arvore Filogenética da regido LTR do HTLV-1, incluindo sete isolados de

remanescentes de quilombos no Brasil Central e sequiéncias do GenBank dos subtipos a-e
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5. DISCUSSAO

A distribuicdo mundial do HTLV-1 é atribuida a migragcdo dos povos
(Gessain et al. 1992) e, o continente africano parece ter papel relevante na origem
e na disseminagao do virus (Song et al. 1994). Considerando que a populagao
brasileira foi inicialmente constituida por indigenas, europeus (portugueses) e
africanos (Alves-Silva et al. 2000), o estudo sobre o HTLV-1 em comunidades
afro-descendentes semi-isoladas é fundamental na investigagdo da introdugao e
disseminagao do virus no Pais. Portanto, este é o primeiro estudo epidemiolégico
do HTLV-1 em remanescentes de quilombos no Brasil Central, no qual foi
estimada a prevaléncia e os isolados virais caracterizados por sequenciamento,

com posterior analise filogenética.

A populacdo estudada foi composta por remanescentes de quilombos de
todas as faixas etarias, com maior representatividade de individuos menores que
31 anos (57,6%). Houve predominancia do sexo feminino (56,3%) e de individuos
com niveis baixos de renda familiar e escolaridade. Dados similares foram
encontrados em um estudo realizado na cidade de Salvador, nordeste do Pais,
cuja populagédo é constituida por 80% de afro-descendentes (Dourado et al.
2003).

A maior frequéncia de mulheres na populacdo péde também ser observada
em outras comunidades semi-isoladas, como a de quilombos afro-brasileiros no
Estado do Para (Vallinoto et al. 2006), provavelmente, pelo deslocamento de
individuos do sexo masculino para a regiao urbana em busca de trabalho e renda.
Verificou-se, ainda, que a maioria dos individuos desenvolvia atividades na
lavoura, revelando a vida simples dos remanescentes de quilombos que praticam

a agricultura de subsisténcia.

Em relacdo as caracteristicas de risco da populacédo para a infeccdo pelo
HTLV, notou-se que histéria de aleitamento materno foi relatada por todos os
individuos estudados, entretanto, caracteristicas relacionadas a via parenteral
como transfusdo de sangue e uso de drogas injetaveis foram observadas em
frequéncias baixas. Ja a respeito da via de transmissao sexual, verificou-se que,

28,7% dos entrevistados referiram multiplos parceiros sexuais e 12,9%
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antecedentes de DST, sendo estes constituidos, na sua maioria, por individuos do
sexo masculino. Resultados semelhantes foram relatados em estudos conduzidos
em doadores de sangue (Catalan-Soares et al. 2003, Mota et al. 2006), populacao

também considerada de baixo risco para esta infecgao.

Neste estudo, das nove amostras soro reagentes pelo ELISA, oito foram
positivas para o HTLV-1 no Western Blot, resultando em um indice de
confirmagao da infecgao de 88,9%, o qual corresponde ao limite superior (83,2%;
IC95%: 50,88-97,06) observado em investigacdes realizadas em doadores de
sangue no Brasil, cujos indices variaram de 7,6% a 83,2% (Catalan-Soares et al.
2003,Colin et al. 2003,Santos et al. 2003).

Nos remanescentes de quilombos estudados, uma amostra (11,1%) foi
indeterminada pelo western blot, com reatividade para proteinas codificadas por
gag (p19 e p24), indice este inferior aos verificados em populagdes de baixo risco,
como doadores de sangue (45,4% a 61,8%) (Catalan-Soares et al. 2003, Santos
et al. 2003). Nessas populagbes, a ocorréncia de reagbes cruzadas com
antigenos de agentes infecciosos deve ser considerada (Gastaldello et al. 2001).
Mahieux et al. (2000) também observaram reatividade cruzada com p19 no
western blot, que foi atribuida a presenga de anticorpos no soro contra antigenos
do Plasmodium falciparum. Além disso, outros autores sugerem que a reatividade
apenas para p19 e p24 pode ser explicada por uma infecgdo recente, ja que os
anticorpos contra gag surgem primeiramente (Lal et al. 1992, Lal et al. 1994,
Gastaldello et al. 2001). Dessa forma, faz-se necessaria a deteccdo do DNA viral
em todas as amostras inconclusivas no western blot, para o esclarecimento do

diagndstico e acompanhamento do individuo infectado (Costa et al. 2005).

A prevaléncia de 0,5% (IC 95%: 0,2-1,0), verificada neste trabalho, foi
similar a outras observadas na Africa, como em doadores de sangue no Senegal
(0,16%; IC 95%: 0,07-0,34) (Diop et al. 2006) e na populagdao geral de
Mogambique (1,1%; IC 95%: 0,65-1,76) (Cunha et al. 2007). Por outro lado, foi
inferior as encontradas na populagéo rural de Camardes (11,8%; IC 95%: 9,6-
14,4) (Machuca et al. 2005) e em gestantes de Gana (2,1%; IC 95%: 1,3-3,3)
(Armah et al. 2006), bem como na populagdo da cidade de Salvador, Bahia,
constituida, predominantemente, por afro-descendentes (1,7%; IC 95%: 1,08-

2,52) (Dourado et al. 2003).
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Ainda no Brasil, a prevaléncia para HTLV em doadores de sangue de todas
as regides do Pais variou de 0,04% a 1% (Catalan-Soares et al. 2005), em
gestantes no Recéncavo Baiano foi de 0,98% (IC 95%: 0,31-2,67) (Magalhaes et
al. 2008) e em mulheres lactantes da Paraiba de 0,68% (IC 95%: 0,30-1,46)
(Pimenta et al. 2008), sendo essas concordantes com a verificada em
remanescentes de quilombos neste estudo. Adicionalmente, na investigacéo
realizada em quilombos afro-brasileiros no Para, a prevaléncia global foi de 1,15%
(IC 95%: 0,30-3,63) (Vallinoto et al. 2006), sendo semelhante a encontrada no
presente estudo. Contudo, esta prevaléncia foi superior as estimadas em
gestantes em Goias (0,1%; IC 95%: 0,06-0,17) e Mato Grosso do Sul (0,1%; IC
95%: 0,08-0,16) (Oliveira & Avelino 2006, Figueiro-Filho et al. 2007).

Quanto as caracteristicas dos nove remanescentes de quilombos
infectados pelo HTLV-1, observou-se a maior frequéncia de individuos do sexo
feminino (7/9), sendo concordante com outras investigagdes (Murphy et al. 1989a,
Kaplan et al. 1996, Mota et al. 2006), o que pode ser atribuido a maior eficiéncia
da transmissdo sexual do virus no sentido homem-mulher. Os dois homens
infectados relataram multiplos parceiros sexuais (>15) e antecedentes de DST
(1/2), sugerindo a ocorréncia da transmissao sexual (Roucoux et al. 2005). Além
disso, antecedentes de hemotransfusdo foram relatados por dois individuos,
sendo um com episédio anterior ao ano de 1993 (sangue nao triado para HTLV),
ratificando a importancia da triagem dos doadores de sangue (Catalan-Soares et
al. 2003, Moxoto et al. 2007). Além disso, o aleitamento materno foi referido por
todos os individuos infectados pelo virus. Esse dado corrobora o de outros
estudos (Fujino & Nagata 2000, Ando et al 2004, Pimenta et al. 2008).

Na andlise filogenética, observou-se a formagdo de um cluster com as
amostras BS-1, BS-71, BS-131 e BS-132, que associado aos dados
epidemioldgicos e os apresentados no heredograma, sugere a transmissao
intrafamiliar do HTLV-1 por trés geragdes. Tendo em vista que a via sexual é uma
importante rota de transmissao do virus, especialmente no sentido homem mulher
(Kaplan et al. 1996), a mesma pode ser considerada na transmisséo viral entre os
individuos BS-130 e BS-131. Adicionalmente, a deteccido do virus em duas filhas
(BS-1 e BS-132) e uma neta (BS-71) do casal reforga a infecgdo vertical ou

mesmo horizontal entre estes familiares, o que é concordante com outras
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investigacdes (Take et al. 1993, Ramalingam et al. 2001, Iga et al. 2002,
Gastaldello et al. 2005).

Os sete isolados do HTLV-1, caracterizados pela analise filogenética, foram
classificados no subtipo Cosmopolita (HTLV-1a), subgrupo Transcontinental (A).
Este possui distribuicdo mundial e tem sido identificado em paises da América do
Sul, incluindo o Brasil (Segurado et al. 2002, Laurentino et al. 2005, Kashima et al.
2006), sendo o subgrupo mais prevalente na populagao geral da Bahia (Rego et

al. 2008) e em quilombos afro-brasileiros no Para (Vallinoto et al. 2006).

Como os remanescentes de quilombos infectados pelo HTLV-1 vivem em
duas comunidades ainda isoladas (Boa Sorte - MS e Kalunga - GO), acredita-se
que a introducdo do virus possa estar vinculada ao trafico de escravos da Africa
para o Brasil e, provavelmente a manutengao da infecgao, se deva principalmente
pela transmissao vertical e/ou horizontal. Entretanto, outros estudos moleculares
sd0 necessarios para a elucidagao da possivel origem africana do HTLV-1 nas

comunidades remanescentes de quilombos no Brasil.

O presente trabalho apresenta algumas limitagbes no que se refere,
inicialmente, ao tamanho da amostra, pois n&o ha registros oficiais da populagao
das comunidades remanescentes de quilombos no Brasil Central. Assim, apesar
dos esforcos em coletar uma amostra representativa, a mesma foi de
conveniéncia, isto &, foram recrutados, de forma sucessiva de acordo com a
ordem de chegada, todos os remanescentes de quilombos que compareceram
aos locais previamente definidos. Além disso, o estudo foi desenhado com o
objetivo de estimar a prevaléncia, analisar fatores associados a infecgdo e
caracterizar os isolados virais circulantes. Assim sendo, apesar dos achados de
transmissao intrafamiliar do HTLV-1 na comunidade de Mato Grosso do Sul, o
desenho proposto ndo permitiu avaliar esse aspecto em todos os familiares dos

individuos soropositivos.

Diante dos achados deste estudo e considerando o risco dos individuos
infectados desenvolverem doengas graves como ATL e TSP/HAM, além de outras
associadas (Verdonck et al. 2007), medidas incluindo a triagem para o HTLV
durante o pré-natal, aconselhamento das gestantes infectadas em relagdo a

suspensdo da amamentacdo, ou a reducdo da mesma pelo fornecimento de
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formulas infantis, devem ser implementadas com o objetivo de reduzir a
transmissao vertical do HTLV-1. Adicionalmente, faz-se necessaria a adogao de

estratégia para o incentivo a pratica sexual segura, como o uso regular de
preservativo.
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6. CONCLUSOES

A prevaléncia da infecgdo pelo HTLV-1 de 0,5% em remanescentes de
quilombos no Brasil Central indica uma baixa endemicidade para esta

infeccdo nas comunidades estudadas;

Caracteristicas de risco como multiplos parceiros sexuais, antecedentes de
DST, hemotransfusdao e aleitamento materno foram relatadas pelos
individuos infectados, sugerindo a ocorréncia da transmissdo sexual,

parenteral e vertical,

Os isolados Vvirais caracterizados foram classificados no subtipo
Cosmopolita (HTLV-1a), subgrupo Transcontinental (A), o que corrobora os
achados de outros estudos no Brasil, mostrando, assim, a predominancia

deste no Pais;

A anadlise filogenética associada aos dados epidemioldgicos sugere a
transmissao intrafamiliar do HTLV-1 por trés geragbes de uma familia da
comunidade de Boa Sorte — MS, evidenciando a ocorréncia da
disseminacdo do virus pela via vertical e/ou horizontal entre estes

individuos.
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