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Epidemiology, physiopathogenesis and laboratorial diagnosis of the HTLV-I infection

Fred Luciano Neves Santos'; Fernanda Washington de Mendonga Lima' 2

T resumo

HTLV-I

O HTLV-I foi descoberto no inicio dos anos 1980 e associado a leucemia/linfoma de células T (LLTA) e
Fisiopatogénese paraparesia espastica tropical (PET). O HTLV pertence a familia Retroviridae e tem um genoma de RNA
de fita simples com uma estrutura genética similar a dos demais retrovirus, possuindo os genes gag,
pol, env e pX. Este Gltimo contém os genes reguladores tax e rex. Tax e Rex sdo as principais proteinas
Diagndstico reguladoras do genoma viral, sendo que Tax regula a transcricdo do genoma proviral indiretamente
ao interagir com diferentes proteinas regulatérias celulares, principalmente genes de citocinas e pro-
toncogenes, e Rex atua como um regulador pés-transcricional do genoma do HTLV-I ao controlar o
processamento (splicing) do RNAm viral. Essa infecgdo é endémica em diversas regides do mundo, tais
como Japao, varios paises da Africa, Caribe e América do Sul. No Brasil, Salvador é a cidade de maior
prevaléncia, atingindo 1,7% da populacdo geral. A maioria dos individuos infectados pelo HTLV-I
permanece assintomatica no decorrer de suas vidas, correspondendo a aproximadamente 95%. Dos
individuos sintomaticos, alguns desenvolvem PET e outros, LLTA, sem que suas fisiopatogenias estejam
perfeitamente esclarecidas. O diagnéstico rotineiro da infeccdo causada pelo HTLV-I baseia-se na de-
teccdo soroldgica de anticorpos especificos para antigenos das diferentes por¢des do virus ou através
da pesquisa de seqiiéncias gendmicas provirais em células mononucleares periféricas. Ainda néo existe
nenhum estudo epidemiolégico com bases populacionais e com metodologias adequadas sobre a
infeccdo pelo HTLV-l que permita conhecer sua real prevaléncia no Brasil.

Epidemiologia

abstract WY
Human T-cell lymphotropic virus type | (HTLV-) has been identified as the causative agent of both adult T-cell | HILI-I
leukemia (ATL) and HTLV-I-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). Similar to other re-
troviruses, HTLV-I has a positive strand RNA diploid genome consisting of four genes: gag, pol, env and pX. The
pX region codes for the two regulatory proteins tax and rex. Tax protein is essential for efficient virus expression
and plays an important role for activation of cellular genes, such as cytokine genes and protooncogenes. Rex | piagnosis
protein induces the expression of unspliced and single spliced mRNAs and regulates a fine balance between the
levels of expression of the viral proteins. HTLV-I is widely spread throughout the world. It is endemic in Japan,
Africa, the Caribbean and South America. In Brazil, Salvador city shows the highest HTLV-I prevalence rate
(1.7%) of the country. It has been established that a vast majority (nearly 95%) of HTLV-I-infected individuals
will remain asymptomatic throughout their life. The mechanisms by which HTLV-I causes diseases are not fully
elucidated. The HTLV-I diagnosis is based on serologic detection of specific antibodies against several antigens
of the virus or through amplification of proviral sequences in the peripheral blood mononuclear cells. However,
there is not an epidemiological study with populational bases and suitable methodology in order to estimate its
real prevalence in Brazil.

Physiopathogenesis

Epidemiology
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Introducgéo

O virus linfotrépico de células T humanas do tipo |
(HTLV-I) foi descrito pela primeira vez em 1980 em células
T de paciente com linfoma cuténeo, sendo incluido na
familia Retroviridae devido as suas propriedades fisico-
quimicas®®. Em 1982, Gessain et al. observaram que um
individuo da Martinica, com anticorpos para HTLV-I, era
portador da paraparesia espastica tropical (PET)¢2. Em
1986, Osame et al. demonstraram o carater neurotrépico
do HTLV-I, associando-o a mielopatia cronica (MAH) no
Japdo®?. Apés demonstracdo de anticorpos anti-HTLV-I
no soro e no liquor de pacientes que apresentavam PET/
MAH nas regides de Caribe, Colémbia e Japao, ljichi et al.
(1989) concluiram que a PET e a MAH séo enfermidades
relacionadas entre si“®. A relacdo entre PET/MAH e HTLV-I
foi mais tarde observada em muitas areas do mundo®.
E, finalmente, em 1988, o virus foi isolado por MacHann
et al.®9.

O HTLV pertence a familia Retroviridae e tem um genoma
de RNA de fita simples com uma estrutura genética similar
a dos demais retrovirus, possuindo os genes gag, pol e env,
além de uma seqiiéncia préxima a extremidade 3’ conheci-
da como regido X, a qual contém os genes reguladores tax
e rex. O HTLV-I e o virus linfotrépico de células T humanas
do tipo Il (HTLV-II) diferenciam-se principalmente no gene
pX, sendo, no entanto, homélogos em cerca de 60%. O
HTLV-I e o HTLV-II tém propriedades bioldgicas similares e
tropismo para linfocitos T“% 44 porém o HTLV-| infecta
preferencialmente linfcitos T CD4+, enquanto o HTLV-II
tem tropismo para linfécitos T CD8+, com efeito hemato-
l6gico diferente do HTLV-I7®),

A estabilidade genética entre as cepas de HTLV-| é
muito grande em comparacéo a seqiiéncia env do HIV®?,
que apresenta mais de 30% de variabilidade genética,
enquanto no HTLV-I esta variabilidade é de apenas 4%®®.
Uma andlise detalhada do genoma proviral demonstra
que as regides LTR e env do HTLV-l apresentam uma larga
variabilidade, enquanto as regides gag e pol apresentam
uma alta similaridade entre diferentes isolados provirais. Por
essa razao, as seqiiéncias LTR sdo particularmente preteridas
para a caracterizacdo genotipica dos subtipos virais©®. Esses
isolados exibem distribuicdes geogréficas peculiares®,
mas acredita-se que ndo estejam associados a diferentes
patologias dessa infeccdo retroviral@”,

Como os demais retrovirus, seu ciclo de vida é depen-
dente da enzima transcriptase reversa. Inicialmente a parti-
cula viral necessita se ligar a superficie celular. Essa inser¢ao
ocorre entre as glicoproteinas do envelope viral e receptores
especificos da superficie celular, ainda desconhecidos. Apés
essa interacdo, o virus torna-se capaz de penetrar na célula,
liberando todo o seu contelido no citoplasma. Neste, a fita
simples de RNA viral é transcrita a DNA de fita dupla pela
transcriptase reversa. A dupla fita de DNA linear migra para
o nicleo e integra-se no genoma do hospedeiro pela acéo
de uma integrase viral®®. Uma vez integrado, o provirus
utiliza a maquinaria celular para a transcricdo primaria do
RNA gendmico. Parte do RNA viral sintetizado é processada
para gerar o RNAm que sera traduzido nas proteinas virais
apropriadas no citoplasma. Como Ultimo passo, o core viral
€ montado e o virus é liberado da superficie celular por
um processo mais ou menos simultaneo (Figura 1). Os
dados até agora disponiveis sugerem que o HTLV-I é um
virus pouco replicativo e que a replicacéo viral in vivo ocorre
mais devido a expansdo clonal das células infectadas, via
mitose, do que via transcricdo reversa(® 119,

Vias de transmissao e fatores de risco

A transmissdao do HTLV-l ocorre, principalmente, por
trés vias: a) horizontal (contato sexual), sendo a infec¢do
mais frequientemente transmitida do homem para a mulher.
Presume-se que a infeccdo adquirida através da atividade
sexual seja conseqtiente dos linfocitos infectados presentes
no sémen e na secrecdo vaginal®®; b) vertical (da mae para
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Figura 1 - Representagéo esquemdtica do ciclo viral do HTLV-I
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o filho), caracterizada por transmissdo transplacentaria,
durante o parto e pela amamentacdo® '?; e c) parenteral,
ocorrendo através da transfusdo de sangue contaminado e
seus produtos, bem como do uso de seringas contaminadas.
A transmissdo do HTLV-I é menos eficiente que a do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), devido a baixa carga
viral e ao fato de a infeccdo ser dependente do contato
célula/célula®?.

Em 1995, Kramer et al. observaram que 100% dos
pacientes com PET/MAH na Jamaica possuiam anticorpos
anti-HTLV-, indicando que esse virus é o principal fator de
risco para a doenca naquele pais©®. Os casos de PET/MAH
em pacientes do sexo feminino podem ser diretamente
relacionados a uma transmissao mais alta do homem para
a mulher do que da mulher para o homem”. A associacéo
de PET/MAH com uma vida sexual precoce e ativa pode
ter diversas explicagdes possiveis. Primeiro, esse parametro
poderia identificar um subgrupo de pacientes que adquiriu
HTLV-l em idade precoce e entdo desenvolveu a doenca apds
uma laténcia que pode variar de meses a anos. Segundo,
mulheres jovens poderiam ser mais susceptiveis a infeccdo
pelo HTLV-I devido a imaturidade do trato genital feminino,
que as predispde a uma variedade de doencas sexualmente
transmissiveis®. Doencas inflamatdrias sexualmente trans-
missiveis poderiam atrair uma alta densidade de linfocitos
para o trato genital, condicdo necessaria para que a infeccéo
pelo HTLV-I ocorra. Entretanto, uma vida sexual precoce
parece ndo ser um fator de risco para a LLTA. Esse fato
suporta a idéia de que a PET/MAH resulta de uma infeccéo
pelo HTLV-I ainda na adolescéncia, enquanto a LLTA resulta
de uma infec¢do adquirida via transmissao vertical?®.

A transfuséo sanguinea constitui um outro fator de risco
importante para a infeccdo pelo o HTLV-l e conseqlente
desenvolvimento de PET/MAH. Foi observado, no Japdo,
que em cerca de trés anos uma alta porcentagem dos
pacientes transfundidos com sangue contaminado pelo
HTLV-I desenvolveu PET/HAM®9,

Quanto a origem geogréfica, algumas pesquisas
sugerem que o HTLV-I tenha se originado na Africa, por
transmissdo interespécies, a partir de primatas néo-hu-
manos, sendo levado ao novo mundo (Caribe, Estados
Unidos e América do Sul) pelos negros africanos, durante
o periodo de trafico de escravos no século 16@ 3491100 E
sabido que durante o trafico de escravos houve escala das
embarcacdes nas ilhas do Caribe, regido endémica para

0 HTLV-|“8 119120 Através de estudos do haplétipo da p*
globina, Alcantara et al., em 2003, observaram que de 34
pacientes infectados pelo HTLV-l em Salvador, Bahia, 29,4%
foram caracterizados como pertencentes ao haplétipo
Central African Republic (CAR); 45,6% como Benin (BEN)
e 25% foram caracterizados como pertencentes ao grupo
Senegal (SEN)®. Esses resultados corroboram a hipétese de
mudltiplas introdugdes p6s-colombianas de cepas de HTLV-|
da Africa no novo mundo.

Numa outra pesquisa é defendida a hiptese da migra-
cdo de paleomongoldides através do Estreito de Bering:
partindo inicialmente do norte da Asia, passando pela
América do Norte, até se espalharem pela América do Sul,
se estabeleceram nos Andes e nas regides Amazonicas('2?.
Hoje em dia, as duas vertentes sédo igualmente aceitas'%.

Caracterizacao filogenética

As andlises filogenéticas, baseadas no gene LTR, clas-
sificam o HTLV-I em quatro subtipos: la ou cosmopolita, é
endémico em diferentes regides geogréficas na Europa, sul da
América do Norte e na América do Sul, incluindo o Brasil®
7 |b ou da Africa Central, é endémico na Africa Central®®
10 |c ou melanésico, é endémico na Australia e em Papua-
Nova Guiné“33; e |d, descrito como um novo subtipo isolado
de pigmeus de Camardes e de um individuo do Gabéo('>
6%). O subtipo cosmopolita consiste em quatro subgrupos: A
- transcontinental; B — japonés, é endémico no Japdo e em
4reas isoladas da América do Sul; C — oeste da Africa; e D
— norte da Africa. Os subgrupos transcontinental e do Oeste
Africano foram confirmados em vérios paises americanos®"
70,110,114 Em 1998, Salemi et al., baseando-se na sequiéncia
LTR e env do HTLV-I, descreveram mais dois novos subtipos,
divergentes dos ja publicados: le, de um pigmeu Efe-Mbuti
vivendo no Congo, e If, de um individuo do Gabao®2.

Epidemiologia

As principais areas endémicas no mundo para infeccdo
pelo HTLV-I séo Japao, Caribe, América Central e do Sul,
Africa Equatorial, Oriente Médio e Melanésia® 79, Como
conseqiiéncia da baixa transmisséo horizontal do virus, a
prevaléncia nessas areas endémicas ndo é uniforme. O sul do
Jap@o (Kyushu, Shikoku e Okinawa) € a regido mais endémi-
ca do mundo®“*>Y, onde a soroprevaléncia pode atingir até
20% da populag¢do?®. O HTLV-I foi também encontrado no
norte desse pais, em uma comunidade Ainu, descendente
de aborigines japoneses“®. A existéncia de infeccbes pelo
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HTLV-I na Africa Equatorial® 22 %% 113 “juntamente com a
presenca do HTLV-I entre descendentes de africanos resi-
dentes no Caribe e na América Latina, sugere que a Africa é
o reservatério primario desse virus!'". Goubau et al. (1990)
demonstraram que a Provincia Equatoriana do Congo pos-
sui a mais alta soroprevaléncia da Africa (mais de 15% da
populagdo), com a maior incidéncia de PET/MAH®?. Mais
recentemente, infeccdes pelo HTLV-I foram registradas entre
diferentes tribos de pigmeus que habitam em Camardes,
na Reptiblica da Africa Central e no nordeste do Congo®®
6592, No Oriente Médio, o HTLV-I tem uma soroprevaléncia
de cerca de 3% no nordeste do Ira®'”. Outras importantes
areas endémicas para o HTLV-l s3o a Melanésia e a Austrdlia;
cerca de 14% de soroprevaléncia foi encontrada em Ha-
gahai, uma tribo isolada que vive em Papua-Nova Guiné('®,
Soroprevaléncias de 2% a 10% e de 1% a 7% foram encon-
tradas nas llhas de Solomon e entre aborigines australianos,
respectivamente® '?. No Novo Mundo, a maioria dos casos
positivos ocorre em descendentes africanos, em imigrantes
japoneses e em indios nativos. No Caribe a soroprevaléncia
varia de 0% a 10% nas distintas ilhas e nos diferentes grupos
étnicos, com uma alta incidéncia entre a populacéo negra
de descendéncia africana® Y. Os casos de HTLV-| relatados
nos Estados Unidos ocorrem em areas endémicas isoladas
ou foram encontrados entre os usuarios de drogas®’. O
HTLV-I foi também isolado em indios norte-americanos®?,
em aborigines do Alasca’® e em indios canadenses que
apresentaram sintomas das doencas relacionadas ao virus(®.
Por outro lado, o virus é endémico em diversos paises da
América Central e do Sul, incluindo Honduras(”, Panama®,
Colémbia@ %9, Venezuela®?, Bolivia(%®, Brasil?- 26 67.92.103),
Peru®é ), Chile” e Argentina®.

No Brasil, o HTLV-I foi primeiramente descrito em
1986, por Kitagawa et al., em uma comunidade japonesa
residente em Campo Grande (MS), com soroprevaléncia
de 13%, sendo a maioria dos individuos oriundos de Oki-
nawa, sul do Japao®. Cortes et al. (1989) mostraram taxas
de positividade ao HTLV-I de 1% em prostitutas da zona
rural e 13% em hemofilicos dos estados de Rio de Janeiro,
Minas Gerais e Sdo Paulo. Estudos sobre a prevaléncia
do HTLV-l em doadores de sangue provenientes das dife-
rentes regides geogréficas brasileiras demonstraram que a
prevaléncia da infeccdo varia nessas regides, sendo 0,08%
no norte e no sul do pais (Manaus e Florian6polis); 0,33%
no nordeste e no sudeste (Recife e Rio de Janeiro) e 1,35%
em Salvador®. Provavelmente essa elevada prevaléncia em
Salvador deve-se ao fato de a populacado dessa cidade ter
caracteristicas sociodemogréficas semelhantes as cidades

africanas situadas abaixo do Saara®®. No Brasil o HTLV-Il &
endémico em diversas populagdes indigenas, com preva-
[éncias de 33,3% a 57,9% na tribo Kaiap6®:47:¢9; 12,2% na
tribo Kraho®”; 0,42% a 15,4% na tribo Tiriyo®”*7); 8,1% na
tribo Mundukuru e 11,4% na tribo Arara do Laranjal“”. A
baixa prevaléncia (0,42%) encontrada por Shindo et al.®?)
na tribo Tiriyo deve-se ao maior nimero de amostras anali-
sadas pelos mesmos em comparagado com estudo realizado
por Ishak et al., em 1995 (15,4%)“". Por outro lado, Shindo
et al. observaram uma prevaléncia de 0,56% de infeccdo
pelo HTLV-I na tribo Waiampi, resultado semelhante aquele
encontrado por Talarmin et al. em 19990199,

Até o momento ndo existe nenhum estudo epidemio-
I6gico com bases populacionais e com metodologias ade-
quadas sobre a infeccdo pelo HTLV-l que permita conhecer
sua real prevaléncia em nosso pais.

Patologias associadas ao HTLV-I

O HTLV-I é o agente etiolégico da leucemia/linfoma de
células T do adulto (LLTA)1% e da paraparesia espastica
tropical ou mielopatia associada ao HTLV-l (PET/MAH)®2
8, Est4 associado também a outras condicdes clinicas,
como artropatias®”, polimiosites”®, uveites??, dermatite
infectiva®, sindrome de Sjogren®®, entre outras. As diversas
manifestacdes clinicas podem depender de tipo e magnitu-
de da resposta imune do hospedeiro para os antigenos do
HTLV-I e do local ou érgado no qual a reacdo inflamatéria
acontece. Contudo, o elemento-chave em determinar a
expansao policlonal das células T (doencas nao-malignas)
versus expansao monoclonal dessas células (neoplésicas)
ainda nao esta bem esclarecido('®. A LLTA ou a PET/MAH
desenvolve-se em uma pequena propor¢ao nas pessoas
infectadas. Cerca de 98% dos portadores permanecem
assintomaticos®> 82, Alguns estudos demonstraram que
uma grande parte da populagéo japonesa é portadora do
virus, porém o risco estimado para desenvolver LLTA nos
portadores é de 2% a 4%, enquanto o risco para desenvol-
vimento de mielopatia é de 0,25%%* %9, Nao ha dados no
Brasil indicando a porcentagem de individuos portadores,
nem a quantidade destes que evoluem para alguma forma
clinica associada ao virus.

J& que os virus isolados de pacientes com LLTA e PET/
MAH foram idénticos, fatores préprios do hospedeiro,
incluindo o sistema HLA, devem ser importantes para de-
terminar as manifestacdes da infeccdo. Em contraste com o
baixo nivel de resposta imune para o HTLV-I nos pacientes
com LLTA, individuos com PET/MAH apresentam vigorosa
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resposta aos antigenos do HTLV-I. Essa resposta é demons-
trada pela concentracdo elevada de anticorpos contra o
virus no soro e no fluido cerebrospinal e esta associada ao
haplétipo HLA-A20%). Contudo, pode ser que atividades
transativadoras especificas de proteinas virais, em combi-
nacdo com eventos genéticos secundarios e especificos, em
diferentes tipos de células, determinem se a infeccdo pelo
HTLV-I se manifestara como leucemia, doenca neuroldgica
ou permanecera assintomética.

Proteinas regulatérias virais

Tax e Rex sdo as principais proteinas com fungéo regu-
ladora do genoma viral, sendo ambas codificadas na regido
pX do HTLV-I. Tax é uma fosfoproteina nuclear que regula a
transcricdo do genoma proviral indiretamente ao interagir
com diferentes proteinas regulatorias celulares. Tax também
pode induzir indiretamente a expressao de genes celulares@®
), |sso pode ter um papel importante na transformacéo
da célula infectada pelo HTLV e, portanto, na patogénese
caracterizada por esta infeccdo viral. A proteina Tax € es-
sencial para a eficiéncia da expresséo viral®® e desenvolve
um importante papel na ativacdo de genes celulares, tais
como genes de citocinas’* *® e protoncogenes?®. Além
disso, a proteina Tax € um alvo antigénico de linfécitos T
citotdxicos (CTL) na resposta ao HTLV-I®* 8. Diferencas no
gene pX podem influenciar na carga viral em virtude de
diferencas na habilidade de transativacéo da proteina Tax
ou pela diferenca no reconhecimento dos CTL?®. Diferencas
na atividade de transativacdo no gene da citocina pela pro-
teina Tax também podem influenciar no desenvolvimento
da infeccdo. Diversos estudos mostraram que Tax induziu
0 aumento da expressdo de diferentes genes relacionados
com o crescimento celular, como os protoncogenes c-fos,
c-myce erg, fatores de crescimento ou seus receptores, como
interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, cadeia o do receptor
para IL-2 (IL-2Ray), c-sis (PDGF, fator de crescimento derivado
de plaqueta), fator estimulante de colénias de macréfago-
granulécito (GM-CSF), fator de crescimento tumoral
(TGF-B), proteina relacionada ao hormdnio da paratiredide
(PTHrP), vimetina (proteina do citoesqueleto), complexo
principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I), fator
nuclear kB (NF-xB) e fator de necrose tumoral  (TNF-B). O
Gnico gene até entdo descrito como tendo a sua transcricéo
inibida pela Tax é o gene que codifica para a polimerase p,
uma enzima envolvida no reparo do DNA (Figura 2)@* 23,
Rex também é uma fosfoproteina nuclear e atua como um
regulador pés-transcricional do genoma do HTLV-I ao con-

trolar o processamento (splicing) do mRNA viral. A proteina
Rex favorece o acimulo de proteinas estruturais em detri-
mento das proteinas regulatérias, e um fino balanco entre
a expressao e atividade de Tax e Rex pode ditar o estado de
replicacdo viral nas células infectadas. Tax e Rex ndo apenas
regulam a expressao viral, mas também podem interferir nas
funcdes da célula hospedeira em diferentes niveis, afetando
a transcricdo e a traducdo de varios genes celulares. Esses
efeitos de Tax e Rex certamente sao relevantes na patogénese
das doencas associadas ao HTLV-|?% 23,

Ainda ndo se sabe porque a infeccdo pelo HTLV-I na
maioria dos individuos resulta em uma infeccdo assinto-
matica, enquanto poucos desenvolvem doenca. Também
ndo esta claro ainda porque alguns individuos desenvolvem
PET/MAH e outros LLTA. Ha poucas investigacdes que tém
determinado correla¢des genotipicas entre a patogenicida-
de e os varios subtipos de HTLV-I. Estudos das propriedades
moleculares e bioldgicas do HTLV-I em individuos infectados
fornecerao informac6es importantes sobre a patogenicidade
do virus. Komurian et al., em 1991, tentaram relacionar
o desenvolvimento de PET/MAH e LLTA com varia¢Ges
especificas nos genes LTR, env e pX estudando um ndmero
pequeno de individuos (quatro japoneses, dois habitantes
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Figura 2 - Representacto esquemdtica das interagdes entre a proteina Tax do
HTLV-I e fatores de transcricdo da célula hospedeira. A ativagdo da seqiiéncia de
21pb (enhencer 21-bp) do HTLV-I, do sitio de ligagdo do NF-kB e do SRE é mediada
pela ligagdo de Tax a CREB, CREM, NF-kB, p50, p65, p52, c-Rel, IkB e NF-kB p105.
Essa ligagdo desvia a regulagéo celular pela fosforilag@o dos fatores acima citados
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da Costa do Marfim e dois caribenhos), porém concluiram
que as duas distintas patologias ndo estavam relacionadas as
mutacdes especificas nas seqiiéncias analisadas®”. Em 1999,
Beby-Defaux et al. analisaram a seqUéncia das regides LTR
e pX de 15 individuos com diferentes patologias associadas
ao HTLV-l (quatro com PET/MAH e sindrome de Sicca,
dois com sindrome de Sicca, um com PET/MAH, quatro
com LLTA e quatro individuos assintomaticos), porém néo
relacionaram nenhuma mutacdo com o desenvolvimento
dessas patologias®. Recentemente, Furukawa et al. (2000),
através da analise da seqiiéncia do gene tax do HTLV-l de 61
pacientes com PET/MAH, 55 com LLTA e 62 assintomaticos,
classificaram as mutacdes observadas no gene tax em dois
subgrupos: taxA (seqiiéncias que apresentavam quatro mu-
tacdes especificas) e taxB (seqiiéncias que ndo apresentavam
tais mutacdes). Comparando a andlise filogenética do gene
LTR com a andlise filogenética do gene tax, observaram que
0 subgrupo taxA era relacionado ao subtipo cosmopolita
transcontinental, e o subgrupo taxB era relacionado ao
subtipo cosmopolita japonés. Analisando todos os isolados
dos subgrupos taxA e taxB, confirmaram que o taxA é mais
frequiente em pacientes com PET/MAH do que em pacientes
assintomaticos. Além disso, foi feita a comparacéo do resul-
tado da carga proviral com as mutacdes taxA e taxB, porém
nao foi encontrada uma diferenca significativa®®.

Diagndstico sorologico e molecular

O diagnéstico rotineiro da infeccdo causada pelo HTLV-I
baseia-se na deteccdo soroldgica de anticorpos especificos
para componentes antigénicos das diferentes por¢des do
virus (core e envelope). Uma vez que os métodos de triagem
soroldgica para HTLV, os ensaios imunoenzimaticos, apre-
sentam freqiientes reacdes falso-positivas'-8 12D, o imuno-
diagnéstico dessa retrovirose depende de confirmacéo da
soro-reatividade, através de Western blot ou da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). O algoritmo empregado para
deteccéo soroldgica inicial preconiza a utilizacdo de testes
imunoenzimaticos com amostras de soro em duplicata. Essa
técnica possui a vantagem de ser simples, apresentar alta
sensibilidade e ainda poder ser automatizada para testagem
simultdnea de grande nimero de soros. Sua sensibilidade
pode, no entanto, variar dependendo da base antigénica
empregada na reacdo‘'>. Tem-se dado preferéncia a reacdes
imunoenzimaticas, que utilizam como substrato antigénico
lisados virais de HTLV-I acrescidos de antigenos de HTLV-II,
jéa que os lisados virais de HTLV-l isoladamente apresentam
menor sensibilidade para identificacdo de portadores de

HTLV-1149. As amostras que apresentam resultados repeti-
damente reagentes aos testes imunoenziméticos necessitam
sempre ser submetidas a testes confirmatérios, como o
Western blot. Os testes de Western blot utilizados no algo-
ritmo de investigacéo soroldgica utilizam como antigeno o
lisado viral total, acrescido de epitopos imunodominantes
recombinantes, correspondentes a por¢do N-terminal da
proteina transmembrana (gp21) do HTLV-I/II (peptideos
r21-e e GD21-I). Esses testes apresentam alta sensibilidade
para detectar anticorpos contra o epitopo recombinante.
O emprego do peptideo recombinante GD21-I produz
uma freqiiéncia menor de reagdes inespecificas, redu-
zindo a possibilidade de resultados falso-positivos''? e
constituindo, assim, o método de escolha para o diagnés-
tico confirmatério de infeccdo por HTLV-I/II. Dessa forma,
individuos soropositivos sdo aqueles em que se detectam
anticorpos contra antigenos do core (anti-p24), juntamente
com anticorpos contra glicoproteinas do envelope (r21-e,
gp46 ou gp61/68) nos testes confirmatérios. Os individuos
indeterminados sdo aqueles que apresentam anticorpos
séricos que reagem com antigenos de HTLV-I/Il, porém
com padrdo de reatividade diferente do acima descrito
para soropositivos. Os negativos sao aqueles cujos soros
nao reagem com antigenos de HTLV.

O diagnéstico molecular de infeccéo por HTLV-l ou HTLV-
Il é indicado para o esclarecimento de casos inconclusivos
aos testes soroldgicos, quer seja por apresentarem resultados
indeterminados ao teste de Western blot, ou mesmo quando
a reacdo de Western blot, embora positiva, seja incapaz de
distinguir a infeccdo causada por HTLV-I daquela causada
por HTLV-II. Além disso, esse diagnéstico pode facilitar a
identificacdo de lactentes infectados por transmissao vertical,
a partir de mdes soropositivas, uma vez que as provas soro-
I6gicas nessa situacdo ndo permitem descartar a presenca
de anticorpos maternos, transferidos passivamente por via
transplacentéria ao sangue das criangas® &V.

Os testes moleculares baseiam-se na pesquisa de se-
qgliéncias gendmicas provirais em células mononucleares
periféricas lisadas enzimaticamente pela proteinase K& 4
198), Empregam-se técnicas de amplificacdo de segmentos
gendmicos, por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Na PCR podem-se utilizar iniciadores (primers) con-
sensuais, que tém como objetivo o diagnéstico diferencial
da infeccdo causada pelo HTLV-l daquela causada pelo
HTLV-II, ou utilizar primers especificos capazes de permitir
a amplificacdo exclusiva de HTLV-l ou HTLV-Il. Em segui-
da, procede-se a eletroforese dos produtos gendmicos
amplificados em gel de agarose. Os fragmentos de DNA



SANTOS, F. L. N.; LIMA, F. W. M. Epidemiologia, fisiopatogenia e diagndstico laboratorial da infecéo pelo HTLV-l ¢ | Bras Patol Med Lab ¢ v. 41 ¢ n. 2 ¢ p. 105-16 ¢ abril 2005

amplificados podem ser visualizados diretamente no gel
de agarose, corados com brometo de etidio (fluorocromo
capaz de se ligar aos acidos nucléicos e emitir fluorescéncia
quando irradiado por luz ultravioleta). Segundo Ureta-Vidal
et al. (1994), os diferentes subtipos do HTLV-l ndo estao
relacionados a diferentes manifestacGes clinicas. Porém,
estudos de subtipagem molecular do virus constituem uma
importante ferramenta para fins epidemiol6gicos”. Os
subtipos podem ser estimados pela construcéo de arvores
filogenéticas utilizando sequiéncias LTR e env, amplificadas
através da técnica da PCR®, ou através de uma técnica
denominada restrict fragment length polymorphism (RFLP),
a qual utiliza enzimas de restricdo que agem em pontos
especificos dos fragmentos seqiienciados pela PCR, clivan-
do-os e gerando um padrdo de fragmentos menores que
irdo caracterizar cada subtipo viral®® %),

Vérios métodos foram descritos para detectar e quanti-
ficar os produtos da PCR visando minimizar a manipulacao
das amostras. Em 1992, foi introduzida a idéia de quantificar
em tempo real o produto da PCR medindo o aumento de
intensidade da fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio
durante a amplificacdo, utilizando camara charge couple
device (CCD) para deteccdo; no entanto, intercalantes de
DNA, além de identificar o produto amplificado, também se
intercalam em produtos inespecificos, tais como dimeros de
primers, dificultando a obtencdo de dados precisos. Novas
tecnologias foram desenvolvidas possibilitando a utilizacao
do sistema TagMan, que é altamente especifico, através de
equipamentos modernos capazes de detectar fluorescéncia
em tempo real. Estes possuem laser de argonio que excita
os elétrons dos fluoréforos, gerando sinal luminoso que
é captado por fibras dpticas e depois separado nos dife-
rentes comprimentos de ondas que o compdem em um
espectrégrafo. Finalmente, esses sinais sdo detectados por
uma camara CCD que transmite o sinal coletado para um
computador onde os dados serdo analisados por softwares
especificos.

Dessa forma, o sangue dos individuos portadores de
HTLV pode ser analisado por essa metodologia. Técnicas
convencionais de diagndstico soroldgico para deteccéo
dessa infecgdo ndo tém mostrado resultado satisfatério, ja
que falham na deteccdo de uma infec¢do recente, quando
aresposta imune ainda esta se desenvolvendo e anticorpos
especificos nem sempre estdo presentes nos individuos. Por
outro lado, nos testes baseados na deteccéo de acido nuc-
léico ndo ocorre esse tipo de problema, pois o DNA encon-
tra-se presente em muitas células infectadas. No entanto, é
necessario usar uma técnica suficientemente sensivel, para

poder detectar baixos niveis de infeccéo, e especifica, para
evitar resultados falso-positivos. E através da PCR em tempo
real que estd comecando a ser feita a carga viral tanto nos
casos de infeccdo causados pelo HTLV quanto nos causados
por HIV, HBV e HCV, entre outros agentes.

H& uma elevada concordancia dos resultados obtidos
através da técnica de Western blot discriminatério e da
PCR. Sendo assim, observa-se que a infec¢ao por HTLV-I ou
HTLV-I1 é persistente e os individuos soropositivos devem ser
considerados potenciais transmissores desses retrovirus. A
maioria dos individuos soro-indeterminados néo se mostra
infectada ap6s a investigacdo por diagnéstico molecular®®
639, Porém aqueles individuos que se mostram soro-inde-
terminados a reacdo de Western blot, e que se mostraram
infectados por HTLV-l ou HTLV-Il através do diagndstico
molecular, na verdade revelam-se positivos em investigacao
sorol6gica complementar conduzida posteriormente, pois
a soroconverséo de individuos infectados pelo HTLV pode
ocorrer anos ap6s a infeccdo, sendo que alguns pacientes
produzem anticorpos anti-HTLV em baixa concentracdo, os
quais sao dificilmente detectados pelos testes soroldgicos
convencionais.

Discussao e conclusoes

Apos a descoberta da associacdo do HTLV-I com a pa-
raparesia espastica tropical, no Caribe e no Japao, ocorreu
um grande avanco na pesquisa desse retrovirus, permitindo
a adocdo de medidas profilaticas. Em Kagoshima (Japao),
por exemplo, apds essa descoberta, cientistas observaram
que pacientes portadores de PET/MAH possuiam histéria
prévia de recepcdo sanguinea®. Esse fato levou o go-
verno japonés a adotar a prética de triagem (screening)
em todos os seus doadores. Com o objetivo de impedir a
transmissao transfusional do HTLV-I/Il em procedimentos
hemoterépicos que empregam componentes celulares, a
triagem soroldgica para infeccdo por esses agentes virais
em candidatos a doacdo de sangue tornou-se compulséria
no Brasil desde dezembro de 1993. Na rotina emprega-se
como teste de eleicdo para triagem de doadores o ELISA,
para identificar portadores assintomaticos desses retrovirus,
sendo os individuos com resultados repetidamente positivos
submetidos a testes confirmatérios, Western blot e/ou PCR.
Esses individuos devem receber informacdes adequadas
sobre as vias de transmisséo do virus e sobre o fato de que
ele ndo provoca AIDS, sendo esta causada por um virus
diferente, chamado HIV. Devem, ainda, ser informados de
que o HTLV-I/Il provoca uma infeccdo prolongada e de que,
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no caso do HTLV-I, somente uma pequena porcentagem
dos portadores desenvolvem alguma doenca associada ao
virus. Uma vez infectado pelo HTLV-II, o individuo deve ser
informado de que esse virus ndo foi ainda conclusivamente
associado a nenhuma doenca especifica.

Os portadores de HTLV-I/Il devem ser instruidos a: com-
partilhar essa informacado com os profissionais de salde aos
quais pedem auxilio; nao doar sangue, 6rgaos ou tecidos;
nao compartilhar seringas ou similares; utilizar preservativos
de latex e ndo amamentar, embora o risco de transmissao
do HTLV-Il por esta Gltima via seja incerto. Entretanto, como
ha um risco tedrico de transmissao e de desenvolvimento
de doencas, como para o HTLV-I, é prudente que maes por-
tadoras do HTLV-Il ndo amamentem seus filhos, buscando
alternativas nutricionais.

Uma avaliacdo médica peri6dica dos individuos infecta-
dos pelo HTLV-I/Il é recomendada. Nessa avaliacdo deverdo
ser incluidos exame fisico, neuroldgico e avaliacdo hema-
tolégica. Avaliagdes médicas para individuos portadores de
HTLV-Il devem ser consideradas normais. Os individuos que
desenvolverem alguma doenca devem ser encaminhados

para médicos especializados para receberem tratamentos
individualizados.

O diagnéstico laboratorial molecular ainda é realizado
somente em grandes centros de pesquisa, pois exige infra-
estrutura peculiar, pessoal treinado, os equipamentos e
reagente sao caros. Talvez esse seja o principal problema que
a epidemiologia molecular enfrente no Brasil, pois ainda ndo
€ bem esclarecida a diversidade filogenética de isolados de
HTLV nas diversas regides do pais. Com o desenvolvimento
de metodologias capazes de realizar a carga viral, como o
PCR em tempo real, 0 acompanhamento aos individuos
infectados pelo HTLV torna-se mais preciso. Entretanto, essa
metodologia é bem mais cara que a PCR. Melhorando-se a
capacidade diagnéstica para esse virus e conscientizando-se
a populagdo sobre sua importancia, o Brasil poderd se tornar
um pais de referéncia no combate a esse retrovirus, como
acontece com a infec¢do causada pelo HIV.
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