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Caracterizacao molecular do HTLV-1/2 em doadores de sangue
em Belém, Estado do Para: primeira descri¢cao do subtipo
HTLV-2b na regiao Amazonica

Molecular characterization of HTLV-1/2 among blood donors in Belém,
State of Pard: first description of HTLV-2b subtype in the Amazon region
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RESUMO

Este trabalho objetivou a caracteriza¢io molecular do virus linfotrépico de células T humanas infectando doadores de sangue atendidos na Fundagio
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Pard. Amostras de DNA de 79 individuos soropositivos para o virus linfotrépico de células T humanas
foram analisadas por meio da reacdo em cadeia da polimerase para as regides genomicas pX, env e 5’LTR, de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restri¢do e do seqiienciamento da regido 5 ZTR, com posterior andlise filogenética, definindo o tipo e o subtipo do HTLV circulante
na populacio estudada. Observou-se uma maior prevaléncia de HTIV-1 (71%) em relagio ao HTIV-2 (29%). As amostras de HTLV-1 sequenciadas
foram classificadas como pertencentes a0 subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental, sendo as de HTLV-2 identificadas como HTIV-2c. A andlise
de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restri¢io da regido env e do sequenciamento da regido 5’LTR, identificou, pela primeira vez na
Amaz0nia Brasileira, uma amostra de HILV-2b, enfatizando a necessidade de estudos moleculares continuos na regifio para melhor entendimento da
epidemiologia de transmissdo do HILV na populacio e permitir a vigilancia epidemioldgica da emergéncia de novos tipos e subtipos.
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ABSTRACT

This study aimed to perform molecular characterization on the human T-cell lymphotropic virus (HTLV) infecting blood donors attended at the Hematology
and Hemotherapy Center-Foundation of Pard. DNA samples from 79 HTLV-seropositive individuals were analyzed by means of the polymerase chain reaction on
the pX, env and 5’LTR genomic regions; restriction fragment length polymorphism analysis; and sequencing of the 5’LIR region with subsequent phylogenetic
analysis. From this, the HTLV types and subtypes circulating in the study population were defined. There was higher prevalence of HTIV-1 (71%) than of
HTLV-2 (29%). HTLV-1 samples were classified as belonging to the Cosmopolitan subtype, Transcontinental subgroup; and the HTIV-2 samples as HTLV-2c.
Analysis on the restriction fragment length polymorphisms of the enzv region and sequencing of the 5°’LIR region identified a sample of HTLV-2b, for the first
time in the Brazilian Amazon region. This emphasizes the need for ongoing molecular studies in this region, in order to have better understanding of the
epidemiology of HILV transmission in the population, and to enable epidemiological surveillance of the emergence of new types and subtypes.
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Osvirus linfotropicos de células T humanas 1 e2 (HTIV-1, HILV-2),
pertencem 2 familia Retroviridae, género Deltaretrovirus'® e
possuem propriedades biologicas semelhantes, apresentando
tropismo por linfocitos T e uma associagio com raras doengas
linfoproliferativas®*.
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Ainfecgdo pelo HTIV-1 é endémica no Japdo, Caribe, na América
do Sul, na Africa Sub-saariana e na Melanésia' 2216172 onde
estd associada ao linfoma e leucemia de células T do adulto
(LLcTA), uma neoplasia de linfocitos T CD4+ maduros e, também,
aparaparesia espdstica tropical ou mielopatia associada a0 HTIV-1
(PET/MAH), caracterizada por distirbios neurodegenerativos
cronicos’ 7. O HTIV-2, menos patogénico que o HTLV-1, é
prevalente entre usudrios de drogas intravenosas (UDIV) das
dreas urbanas dos Estados Unidos e da Europa, sudeste da Asia
e entre diversas populacdes nativas das Américas, assim como,
em tribos pigméias da Africa Central e em doadores de sangue
nas Américas do Norte e do Sul e na Europa’ 1181934,

No Brasil, a infecc¢iio pelo HTLV-1 € considerada endémica,
porém com baixo indice de prevaléncia na populagio geral,
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quando comparado com as taxas observadas no Japdo'' . A
infeccdo pelo HTIV-1 e pelo HTLV-2 encontra-se presente em todas
as regides brasileiras, mas as prevaléncias variam de um estado
para o outro, sendo mais elevadas na Bahia, em Pernambuco e
no Pard’.

Doadores de sangue no Brasil tém sido avaliados,
sorologicamente, para o HTIV-1 e para o HTIV-2 desde 1993.
De acordo com dados da Fundagiio Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS), a soropositividade
para o HTLV mostrou-se associada 2 historia pregressa de
transfusio de sangue e, em nivel educacional, como um
marcador de condicio socioecondmica e ao uso de drogas
ilegais ndo endovenosas, confirmando assim, a importincia de
um monitoramento e refinamento do processo de sele¢io dos
doadores de sangue’. Estudos realizados em dois hemocentros do
pais tém identificado prevaléncias que variam de 0,07% a 0,13%
(HTLV-1) e de 0,02% a 0,03% (HTIV-2)°*.

A primeira deteccio, em Belém, da infeccio pelo HIIV em
doadores de sangue descreveu, através da amplificacio parcial das
regides genomicas pX e env, a ocorréncia do subtipo molecular
HTIV-2¢". Assim, o presente estudo teve como objetivo confirmar
por método molecular a infeccio pelo HTLV em doadores de
sangue soropositivos para esse virus, assim com definir o tipo e
o subtipo de HTLV circulante no grupo e as relacdes filogenéticas
deste com os isolados descritos na literatura.

MATERIAL E METODOS

Coleta e caracterizacio das amostras. O grupo analisado foi
composto por 79 individuos, de ambos os sexos, com idade acima de
18 anos, doadores de sangue da Fundagdo Centro de Hemoterapia
e Hematologia do Pari (HEMOPA) - demanda espontanea - que
apresentaram sorologia positiva (ELISA, Murex, Dartford, UK) para
ainfecgao pelo HTIV-1/2, no periodo de 12 meses.

Estes doadores foram convocados e, apds assinarem o termo
de consentimento (aprovado pelo Comité de Ftica em pesquisa
com seres humanos da Fundacio Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Pari), foram submetidos a coleta de 5mL de
sangue em EDTA para a obtencdo de sangue total e posterior
extracio de DNA gendmico (Realizada na Geréncia de Biologia
Molecular e Celular da Fundagio HEMOPA, com o kit GFX - GE
Health Care). O DNA foi armazenado a -20°C e posteriormente
encaminhado a0 Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Pard, onde foi realizada a
confirmagdo molecular da infeccio por nested PCR.

Caracterizacio molecular da infecciio. A reacio de
amplificagio génica foi efetuada em duas etapas (nested PCR),
para a amplificaciio de 159pb da regido pX do DNA proviral
do HTIV-1/2, seguida da digestdo enzimdtica com Tagl para a
caracterizacio do tipo viral. O subtipo viral foi determinado a partir
das amostras caracterizadas como HTIV-1 e HTLV-2 utilizando-se
uma nested PCR e RFLP do gene env e o seqUenciamento parcial
do segmento 5’LTR como descrito previamente™.
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Sequenciamento. Apés a purificacdo do produto da
PCR (regido 5’LTR), o DNA amplificado foi submetido ao
sequenciamento automdtico. A metodologia utilizada baseou-se
na sintese bioquimica da cadeia de DNA através do método de
Sanger e cols® pelo kit da ABI PRISM™ 310 BigDye Terminator
v3.1 Matrix Standards (Applied Biosystems), usando-se
o equipamento ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

Andlise das sequéncias nucleotidicas. O alinhamento
das seqiiéncias nucleotidicas da regido 5’LTR, foi efetuada
usando o programa Clustal X*. O grau de divergéncia genética,
a partir das sequéncias obtidas e o padrdo do mapa de restrigio
foi determinado usando-se o programa BioEdit 5.09v*. O perfil
filogenético das cepas foi realizado por meio do método de
agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining - NJ), usando
1.000 réplicas do banco de dados (bootstrap) com o auxilio do
programa MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis
versdo 4.0%.

RESULTADOS

Todas as 79 amostras submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para regido pX amplificaram. Apés a andlise
do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do
(RFLP), 56 (71%) amostras confirmaram a infecco pelo HTLV-1
e 23 (29%) pelo HTLV-2.

Dentre as 23 amostras de HTIV-2, 20 amplificaram para a
regido de 630pb do gene env e, apés andlise de RFLP com a
enzima Xhol, 19 amostras, apresentaram padrdo de restri¢do
dos subtipos HTLV-2a/2c e uma tnica amostra (BBD 7003),
apresentou perfil de auséncia do sitio de restricdo, sendo entdio
identificada como HTLV-2b. Esta amostra, segundo dados obtidos
a partir do inquérito epidemioldgico, era procedente de uma
mulher casada, profissional da drea de saide, que mencionou:
a) ja ter sofrido acidente de trabalho, b) nunca ter feito uso de
preservativos em suas relacdes sexuais e c) ji ter recebido duas
transfusdes sanguineas, hd aproximadamente dez anos.

Foram amplificadas 51 amostras para a regido 5’LTR do
HTIV-1, confirmando assim, a infec¢do por esse virus. Dentre
estas, 25 foram sequenciadas e 14 submetidas a andlise
filogenética. Para a regido 5’LTR do HTLV-2, foram amplificadas
18 amostras, confirmando portanto a infeccio por esse virus.
Destas, 17 amostras foram submetidas 2 andlise filogenética.
Foram usadas para as andlises filogenéticas aquelas amostras
que apresentaram melhor rendimento quanto ao tamanho do
fragmento sequenciado. As demais foram submetidas a0 BLAST
- Basic Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi), para caracterizacio do subtipo viral.

Através da reacio de sequenciamento das bases nucleotidicas
das regides 5 LTR do HTIV-1 e do HTIV-2, foi possivel reconstruir
um segmento de cerca de 730pb dessa regido para o HTLV-1
e outro de 780pb para o HTIV-2. As amostras de HTLV-1
sequenciadas para a regido 5 ZTR foram comparadas entre
si, com a cepa protétipo HTIV-1, * e com outras sequéncias



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 42(3):271-276, mai-jun, 2009

disponiveis no GenBank, sendo o mesmo feito com as amostras de
HTIV-2, cujas sequéncias correspondentes a regido 5 ZTR foram
comparadas com as cepas prot6tipo do HTIV-2a (HTIV-2, )*'
e HTIV-2b (HTIV-2,,,)*, assim como com outras sequéncias
disponiveis no GenBank.

A andlise entre as sequéncias nucleotidicas da regido 5’LTR
do HTIV-1 das amostras isoladas no presente estudo, identificou
uma similaridade média de 95,1% e, quando comparadas com o
protétipo HTIV-1, , mostrou uma identidade média de 95,2%. Em
relacdo aos isolados do HTIV-2, a andlise comparativa entre as
sequéncias isoladas no estudo demonstrou uma similaridade média
de 97,7% e a comparaco com as cepas prototipo HTLV-2a e HTLV-
2b, mostrou um percentual de 95,3% e 92,9%, respectivamente.

A comparacio das sequéncias nucleotidicas da regido 5 LTR
das amostras de HTIV-1 analisadas no presente estudo, com outros
50 isolados disponiveis no Genbank, possibilitou a construgdo
de uma drvore filogenética que mostra claramente que todos os
exemplares aqui isolados agruparam-se com isolados do subtipo
Cosmopolita, subgrupo Transcontinental, com valor de boostrap
de 63% (Figura 1). Em relagio 2 anilise filogenética das
sequéncias nucleotidicas da regido 5 LTR das amostras de HTIV-2
com outros 56 isolados disponiveis no Genbank, demonstrou
que 16 isolados do presente estudo agruparam-se com outras
cepas descritas como HTLV-2c, com um valor de boostrap de
61% e uma amostra agrupou com as cepas do subtipo HTLV-2b
(Figura 2).
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FIGURA 1
Arvore filogenética enraizada, mostrando as relacdes filogenéticas entre as amostras de HTIV-1 disponiveis no GenBank e aquelas descritas no
presente estudo (911628 — FJ911642). A drvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor-Joining) apés o
alinhamento de 370 nucleotideos da regido 5’LIR. O teste de sustentacdo estatistica (bootstrap) foi aplicado usando 1.000 réplicas.
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FIGURA 2

Arvore filogenética ndo enraizada, mostrando as relagdes filogenéticas entre as amostras de HTIV-2 disponiveis no GenBank e
aquelas descritas no presente estudo (FJ911643 —FJ911659). A drvore foi construida usando o modelo de Agrupamento de Vizinhos
(Neighbor-Joining) apés o alinhamento de 530 nucleotideos da regiio 5’LIR. O teste de sustentacio estatistica (bootstrap) foi

aplicado usando 1000 réplicas.

DISCUSSAO

Por meio da andlise molecular das regides gendmicas pX, env
e 5 LTR do HTLY, foi possivel definir o tipo e o subtipo de HTLV
circulantes na populagdo de candidatos 2 doacio de sangue da
Fundagio HEMOPA.

No presente estudo, observou-se uma maior prevaléncia de
HTIV-1 em relacdo ao HTLV-2, semelhante ao encontrado em
doadores de sangue no pais de Gales e na Inglaterra®, assim
como em outros estudos desenvolvidos no Brasil®®?’+", Entretanto,
esses resultados contrastam com os obtidos na 4rea urbana de
Belém em pacientes co-infectados com o HIV-1, cuja prevaléncia
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de HTILV-2 foi maior em relagio a0 HTIV-1¥” %2, semelhante aos
resultados obtidos nos Estados Unidos™.

Algumas amostras, tanto de HTIV-1, quanto de HTIV-2,
nio chegaram a ser sequenciadas, devido 2 dificuldade de
amplificacio da regido 5 ZTR em virtude, talvez, da presenca de
mutagdes em sitios especificos dos iniciadores ou 2 existéncia de
uma baixa carga proviral (< 10 cpias/0,7pg DNA), o que pode
ter dificultado, assim, a amplificaciio dessa regido genomica’. Para
tanto, foram feitas inimeras tentativas de amplificacdo génica, o
que acabou por acarretar a perda de muitas dessas amostras.

Dentre as amostras de HTIV-1 analisadas no presente
estudo, todas agruparam-se ao subtipo Cosmopolita, subgrupo
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Transcontinental, corroborando estudos anteriores que
demonstraram uma maior freqiiéncia desse subtipo viral em
pacientes com sintomas de PET/MAH e assintométicos no Brasil*' ¥
33, Além disso, este subtipo tem sido o tinico encontrado nas dreas
urbana e rural do Estado do Pard*2%*, exceto entre os imigrantes
japoneses residentes em Tomé-A¢t, onde foi identificado o
subgrupo Japonés®.

Em relacdo as amostras de HTLV-2 analisadas, aquelas
que tiveram a regido 5 LTR amplificada agruparam-se com as
outras cepas descritas como HTLV-2c, corroborando, também,
os resultados anteriores obtidos em doadores de sangue na
Cidade de Belém, Pard?’. A Amazonia Brasileira é a maior drea
endémica para o HTIV-2¢* e a ocorréncia desse subtipo na
populacio brasileira, especialmente na Regido Amazonica, pode
ser atribuida a um efeito de fundador apés os eventos migratérios
humanos que povoaram a regido, atribuindo-se, assim, a hipétese
de que se trata de um subtipo molecular tdnico, cuja origem
estaria relacionada ao povoamento da regido pelos ancestrais
amerindios, disseminando-se nas dreas urbanas do Brasil por
meio da miscigenacgdo inter-étnica® %,

No presente estudo, entre as amostras de HTLV-2 analisadas,
foi evidenciado, pela primeira vez na Amazonia Brasileira, um
perfil molecular de infec¢o caracteristico do subtipo HTIV-2b. A
presenca deste subtipo no Brasil foi recentemente descrita entre
doadores de sangue em Porto Alegre (RS), sendo atribuida a
migracdo a partir da fronteira com a Argentina®.

Embora seja dificil precisar a rota de transmissdo do HTIV-
2b nessa paciente, o presente resultado mostra claramente a
importancia epidemiolégica de estudos continuos de investigagdo
da emergéncia de novos agentes infecciosos em novas dreas
geogrificas, principalmente quando se considera que Belém,
provavelmente, representa a principal porta de entrada deste
virus na Amazonia Brasileira.
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