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RESUMO

O virus-T linfotrépico humano do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus humano a ser identificado e estd associado a
varias doencas debilitantes. O Estado do Pard é o terceiro do Brasil com maior frequéncia de infeccdo por HTLV entre
doadores de sangue. As comunidades ribeirinhas sGo carentes de acées de educacdo e assisténcia & sadde, pela
caracteristica de terem moradias espalhadas ao longo de furos e pela dificuldade de acesso aos centros urbanos. Este
estudo objetivou investigar a infecgéo causada pelo HTLY em comunidades ribeirinhas do nordeste paraense, atendidas
pelo Programa Luz na Amazénia, entre fevereiro de 2009 e junho de 2010. Pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 foi
realizada em 175 ribeirinhos, sendo 30 (17,14%) da comunidade de Séo Pedro (Acard); 62 (35,43%) da comunidade do
Furo do Aurd (Belém) e 83 (47,43%) de Santa Maria (Acard). Nos casos reagentes, métodos de biologia molecular foram
utilizados para confirmacéo da infeccdo e identificagéo do tipo viral. A prevaléncia total do HTLV-1 foide 1,14% (2/175),
variando entre zero (0/34) em Séo Pedro, 1,20% (1/83) em Santa Maria e 1,61% (1/62) no Furo do Aurd. O HTLV-1 foi
identificado em duas das 117 (1,71%) familias analisadas das trés comunidades. Néo foi observado nenhum caso de
transmissdo familiar na amostra. O HTLV-2 néo foi encontrado na amostra estudada. Este estudo demonstrou a ocorréncia
de HTLV-1 nas comunidades ribeirinhas estudadas, com frequéncias semelhantes &s de populacées urbanas, indicando a
necessidade de maior investigacdo e acées de prevencéo das doencas associadas ao virus nessas comunidades.

Palavras-chave: Deltaretrovirus; Estudos Transversais; Estudos Soroepidemiolégicos; ELISA.

INTRODUCAO agente associado a doencas como: Leucemia/Linfoma de
Células T do Adulto conhecida como LLTA ou ATL,
Paraparesia Espdstica Tropical/Mielopatia Associada ao
HTLV-1 conhecida como PET/MAH ou TSP/HAM, uveite e
dermatite infectiva'*’. Quanto ao HTLV-2, raramente tem
sido associado a essas doencas’. E apenas entre 1% e 4%
dos individuos infectados irdo desenvolver algum tipo de
doenca debilitante associada ao virus’.

Os virus linfotrépicos humanos de células T (HTLV)
pertencem & familia Retroviridae, & subfamilia
Orthoretrovirinae e ao género Deltaretrovirus. Evidéncias
epidemioldgicas consistentes apontam o HTLV-1 como
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todos os Estados porém com prevaléncias variadas. A
Cidade de Salvador apresenta a maior populacéo de
soropositivos para HTLV entre os doadores de sangue do
Brasil”®.

A transmiss@o desse virus pode acontecer de quatro
formas: por contato sexual; de mée para filho, através da
amamentacdo; por transfusdo de sangue; e por meio de
seringas e agulhas contendo células infectadas com o
virus®”®. O contato celular é necessério para que haja a
transmissGo eficiente entre células e individuos’.
Estimativas apontam que, aproximadamente, de 10 a 20
milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no
mundo. A infeccdo por esse virus tem periodo de laténcia
prolongado, podendo durar algumas décadas ou toda a
vida do individuo infectado’.

A maioria das comunidades ribeirinhas da Regido
Amazénica tem dificuldade para obter assisténcia de todo
e qualquer tipo, principalmente de acdes de sadde, pela
caracteristica de serem as familias espalhadas em ilhas ou
4s margens de igarapés e furos (pequenos canais), sem
acesso facil aos centros urbanos. Este estudo identificou a
frequéncia e distribuicdo do HTLV-1/2 em comunidades
ribeirinhas, visando minimizar a propagacéo dessa
infeccéo e a ocorréncia de doencas associadas.

MATERIAIS E METODOS

Entre fevereiro de 2009 e junho de 2010, o Programa
Luz na Amazénia atendeu a trés comunidades ribeirinhas,
séo elas: Séo Pedro e Santa Maria, no Municipio do Acaré
e a comunidade do Furo do Aurd, do Municipio de Belém.
O referido programa é uma parceria entre a Sociedade
Biblica do Brasil (SBB) e a Universidade Federal do Pard
(UFPA) e, com a ajuda de voluntdrios, desenvolve acdes de
promogdo & sadde em comunidades ribeirinhas da regi@o
nordeste do Estado do Pard.

Uma investigacdo sorolégica para HTLV foi realizada
em familias cadastradas nas trés comunidades ribeirinhas
atendidas no perfiodo do estudo, sendo 28 familias da
comunidade de Séo Pedro (com 30 individuos), 46 familias
da comunidade de Santa Maria (com 83 individuos) e 43
familias do Furo do Aurd (com 62 individuos),
correspondendo a um total de 175 individuos. Foram
incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, maiores
de 18 anos de idade, residentes na comunidade,
priorizando os representantes adultos de cada familia.

Os ribeirinhos que se enquadraram nos critérios de
incluséo foram orientados e convidados a participar do
estudo, assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O projeto de pesquisa foi analisado e
aprovado por Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos, segundo o protocolo de n® 071/2006-
CEP/NMT.

Palestras sobre os objetivos da investigagdo foram
realizadas em todas as comunidades e as amostras de
sangue foram obtidas apds o consentimento de cada
individuo. O questiondrio epidemiolégico foi preenchido
no momento da coleta da amostra sanguinea,
identificando varidveis como a idade, o género, histérico

de transfusées sanguineas ou de hemoderivados e uso de
drogas injetdveis, dentre outros. Todas as amostras de
sangue coletadas foram testadas pelo método de ensaio
imunoenzimdtico (ELISA), para a deteccdo de anficorpos
anti-HTLV-1/2 (Ortho®, USA), de acordo com instrucées do
fabricante. As amostras com resultados reagentes e com
valores préximos aos do cutoff, foram testadas em
duplicata.

As amostras consideradas positivas pelo ELISA foram
analisadas pela técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), seguida de digestdo enzimdtica para
confirmacdo da infeccéo e diferenciacdo dos tipos 1 e 2 de
HTLV. A técnica emprega a deteccdo do DNA proviral pela
amplificacéo da regido Px do virus. Para a reacdo de PCR
foi utilizada solucdo com 5,0 pl de Go Tag” Green Master
Mix, 2,0 pL de égua, 1 pL (10 pmol) de cada primer
HTLV Externo F 5-TTCCCAGGGTTTGGACGAAG-3'
(7219-7238, direto) e HTLV Externo R 5-GGGTAAG
GACCTTGAGGGTC-3'(7483-7464, reverso) e 1,0 uL de
DNA, para um volume final de 10 uL. O protocolo para
amplificagéo seguiu a temperatura de desnaturagéo de
94° C por 4 min, seguida de 30 ciclos (repeticées), onde a
temperatura de desnaturacdo foi de 94° C por 40 seg, a
temperatura de anelamento a 51,6° C por 30 seg e, por
fim, a temperatura de extensdo a 72° C por 40 seg,
seguida da temperatura de extensa@o final de 72° C, 10
min, e 10°C por 10 min'°.

Aidentificacdo molecular do genoma viral foi realizada
por uma nested-PCR, utilizando-se as mesmas
quantidades de reagentes da primeira PCR e 1 ulL (10
pmol) de cada primer HTLV interno F 5'CGGATACCCAGT
CTACGTGTT3' (7248-7268, direto) e HTLV interno R
5'GAGCCGATAACGCGTCCATCG3' (7406-7386,
reverso). O protocolo de amplificacéo seguiu-se em 35
ciclos (repeticdes), com temperatura de desnaturacéo de
94° C por 30 seg, a temperatura de anelamento de 51,6°
C por 30 seg e a temperatura de extenséo de 72° C por 30
seg, seguido da temperatura de extensdo final a 72° C, 10
min, e 10°C por 10 min'°.

Todas as amostras de DNA foram previamente
amplificadas para um fragmento do gene da globina
humana, utilizando as mesmas condicdes de reagentes,
com excecdo dos oligonucletideos especificos para HPV,
que foram substituidos pelos oligonucletideos G73 e
G74". Foram utilizados controles positivo (amostra
sabidamente positiva) e negativo (dgua estéril) a cada
reacéo de PCR.

Apds a identificag@o dos casos com resultados de PCR
positivos, foi realizada a digestdo enzimdtica destes, para
identificar o tipo de HTLV presente na amostra. A reagéo
enzimdtica utilizou a enzima Tag | (Promega®) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A cada reagdo enzimdtica
foi utilizado um controle positivo para HTLV-2. Os produtos
de PCR e de digestdo enzimdtica foram visualizados em gel
de agarose a 2% e a 3%, respectivamente, contendo
brometo de etidio (1 mg/mL), sob luz UV.

Os comunicantes e familiares dos individuos
confirmados com a infeccdo viral foram investigados



quanto & transmissdo familiar do HTLV-1/2, obedecendo
aos critérios de investigacdo do cénjuge, mae e filhos,
quando a pessoa infectada fosse do sexo feminino; e
cénjuge e mae, quando fosse do sexo masculino.

RESULTADOS

A investigacdo sorolégica para HTLV-1/2 foi realizada
em 117 das 149 (78,52%) familias cadastradas no
Programa Luz na Amazénia, no periodo de janeiro de
2009 ajunho de 2010, sendo 28 familias da comunidade
de Sao Pedro (30 individuos), 46 familias de Santa Maria
(83 individuos) e 43 do Furo do Aurd (62 individuos),
correspondendo a um total de 175 individuos.

A tabela 1 demonstra a distribuicdo, por faixa etéria e
por género, da demanda de 175 ribeirinhos que
participaram do estudo: idade variando de 18 a 85 anos e
média de 41 anos; 93,14% (163/175) das pessoas com
idade igual ou superior a 20 anos. Identificou-se também
uma maior frequéncia, 58,28% (102/175), de individuos

do sexo feminino na amostra analisada das  trés
comunidades.
Tabela 1 - Distribuicdo da amostra de individuos

investigada para HTLV-1/2, por faixa
etdria e sexo, nas comunidades ribeirinhas
atendidas pelo Programa Luz na Amazénia
entre fevereiro de 2009 e junho de 2010

i eiéria Total Frequéncia por sexo

(anos) examinado Masculino Feminino
N % N % N %

<20 12 6,85 4 33,33 8 66,67

20 |- 30 41 23,43 17 41,46 24 58,54

30 |- 40 42 24 17 40,48 25 59,52

40 |- 50 27 1543 9 33,33 18 66,67

50 |- 60 19 10,86 9 47,37 10 52,63
> 60 34 19,43 17 50 17 50
Total 175 100 73 102

Fonte: Laboratério de Biologia Celular e Molecular, Nicleo de Medicina
Tropical.

A presenca de anticorpos anti-HTLV-1/2 foi identificada
em duas das 175 amostras analisadas, caracterizando
uma prevaléncia de 1,14%. A frequéncia de anticorpos
variou de zero (0/30) na comunidade de Séo Pedro a
1,20% (1/83) na comunidade de Santa Maria e 1,61%
(1/62) na comunidade do Furo do Aurd. As frequéncias de
HTLV-1/2 nao divergiram estatisticamente entre as trés
comunidades estudadas (p = 0,7525). Os dois individuos
soropositivos tinham idade de 20 e 65 anos, sendo do sexo
feminino e masculino, respectivamente.

Resultados da PCR confirmaram a amplificacdo do
fragmento do genoma proviral do HTLV-1/2 nas duas
amostras ELISA positivas e o tipo HTLV-1 foi identificado
pela digestdo enzimdtica em ambas as amostras, ndo
tendo sido encontrado nenhum caso de HTLV-2.

A pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 nos familiares
da mulher ribeirinha com infeccdo confirmada por HTLV-1
foi negativa. Desta familia foram analisados seus dois
filhos (com idades de dois e quatro anos), sua mée e seu
coénjuge. O outro caso, também positivo para HTLV-1,
relatou ser viGvo, ndo ter pais vivos, ndo ter filhos e nem
outro familiar residindo na mesma comunidade,
impossibilitando a andlise de seus comunicantes. Nenhum
dos individuos infectados por HTLV-1 relatou histéria de
transfusdo sanguinea ou uso de drogas endovenosas.

DISCUSSAO

A infeccdo pelo HTLV-1/2 se caracteriza pelo seu
agrupamento em dreas geogrdficas definidas no mundo;
pela variacdo espacial das taxas de soroprevaléncia,
dentro de dreas de prevaléncia reconhecidamente
elevadas; pelo aumento da soroprevaléncia com a idade
(efeito da idade, efeito de coorte, soroconverséo tardia); e
soroprevaléncia mais elevada em mulheres, tornando-se
mais acentuada apés os 40 anos de idade .

No Brasil, at¢ o momento, ndo existem estudos
epidemiolégicos com bases populacionais e com
metodologias adequadas sobre a infeccéo pelo HTLV que
permitam conhecer sua real prevaléncia®. A principal
maneira de afericdo da prevaléncia da infeccdo tem sido
realizada pela andlise sorolégica de doadores em bancos de
sangue, onde as faxas encontradas nas capitais brasileiras
variam de 0,04% em Florianépolis, Santa Catarina, a 1,80%
em Salvador, Bahia™*"”. A soroprevaléncia de HTLV-1/2
deste estudo, de 1,14%, encontra-se inserida na variacdo
encontrada entre os doadores de sangue no Brasil e na
variacdo de 0,91% a 1,61% encontrada nos doadores de
sangue do Estado do Pard”®.

Como os ensaios imunoenzimdticos estdo sujeitos a
frequentes reacdes falsopositivas'®'*'*, o imunodiagnéstico
do retrovirus depende de confirmacao da sororreatividade
por meio de Western Blot (WB) ou da PCR. Neste sentido,
outros estudos demonstram prevaléncia de infeccdo pelo
HTLV confirmada pela técnica do WB de 0,3% no interior
da Bahia', 0,11% em Rio Branco, Acre’, 0,07% em
Maringd, Parand'® e 0,02% em Uberaba, Minas Gerais'”.
Neste estudo, a infeccdo por HTLV-1 foi confirmada por
métodos moleculares em todas as amostras
sorologicamente reagentes para HTLV-1/2.

A alta prevaléncia da infeccdo por HTLV na Regido
Amazénica, especialmente no Estado do Pard, que se
destaca como o terceiro em nUmero de casos entre
doadores de sangue do Brasil”®, tem suscitado estudos
soroepidemiolégicos e moleculares direcionados para
comunidades com populacées especificas, jd tendo sido
registrada prevaléncia de 1,8% para HTLV-1, entre
imigrantes japoneses’, e a variacdo de zero a 2,06% para
HTLV-1 e de zero a 1,06% para HTLV-2 em comunidades
remanescentes de quilombolas, na llha do Marajé (Pard,
Brasil)”'. O HTLV-2 também foi identificado em até 30% de
comunidades indigenas amazénicas” e em 29% das
amostras sororreagentes de doadores paraenses, mas nas
comunidades ribeirinhas objeto deste estudo s6 o HTLV-1
foi encontrado.
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A variacdo na prevaléncia de HTLV de comunidades
estudadas previamente, assim como neste estudo,
demonstrou que o virus ainda ndo penetrou em certas
comunidades, onde provavelmente os fatores
associados & exposicdo sGo menos frequentes. Por outro
lado, considerando que sd@o populacées pequenas, a
presenca de uma Unica pessoa pode elevar esta
prevaléncia a indices préximos ou acima dos
encontrados na populacéo em geral. Além disso, a partir
do momento em que se encontra um caso positivo em
uma comunidade fechada existe uma chance maior
desse virus se propagar de forma silenciosa,
contribuindo para um aumento da infecgéo e das
doencas associadas.

A partir da nocdo adquirida, em pesquisa anterior”,
sobre a forma silenciosa com que o HTLV se propaga no
seio das familias, o presente trabalho objetivou também
investigar a transmisséo familiar da infec¢do entre os
ribeirinhos, porém nenhum caso foi identificado na
familia investigada. Estudos epidemiolégicos relatam um
aumento da infeccdo com a idade, que pode ocorrer por
soroconversdo tardia de infeccdo adquirida no infcio da
vida ou pelo risco cumulativo de novas infeccoées ao
longo da vida®. Neste sentido, seria importante
investigar os filhos do caso portador a posteriori, visto
que ainda sdo criancas e que houve relato de
amamentagdo natural por um longo periodo.

A amostra de familias analisadas neste estudo é
significativa para inferir dados estatisticos sobre as trés
comunidades estudadas e pode até representar a
realidade das comunidades ribeirinhas localizadas
proximas & Cidade de Belém, mas ndo deve demonstrar a
prevaléncia da infeccéo pelo HTLV-1/2 na populacédo de
ribeirinhos do Estado do Pard, devido & grande diversidade
dessa populacéo, o que pode estar relacionado ou nédo
aosfatores associados & infeccdo.

CONCLUSAO

A prevaléncia do HTLV-1 na amostra de comunidades
ribeirinhas investigadas foi de 1,14%, variando de zero a
1,61%, néo tendo sido encontrado nenhum caso de HTLV-
2 e também nenhum caso de transmissao familiar. Uma
melhor visdo sobre a prevaléncia da infeccdo por HTLV-
1/2 na populagéo ribeirinha do Estado do Pard seria
obtida por um estudo epidemiolégico de base
populacional. Esse conhecimento é importante na
prevencdo de novas infeccoes e de doencas associadas a
esses virus.
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Human T-lymphotropic virus seroprevalence in riparian communities in the northeastern

region of Para State, Brazil

ABSTRACT

The human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) was the first human retrovirus identified, and it is associated with several
debilitating diseases. Pard State has the third highest frequency rate of HTLC infections among blood donors in Brazil. Its
riparian communities lack educational policies and health care assistance mainly because they inhabit "furos"
(Amazonian river channels) and do not have easy access to urban centers. This study aimed to investigate the infection
by HTLV in riparian communities of northeastern Pard included in the Luz na Amazénia Program between February 2009
and June 2010. Atotal of 175 riparian individuals were selected for detection of anti-HTLV-1/2 antibodies: 30 from the
Sao Pedro community (Municipality of Acard), 62 from the Furo do Aurd Community (Municipality of Belém), and 83
from Santa Maria (Municipality of Acard). In the HTLV-reactive individuals we used molecular methods to confirm
infection and identify the viral type. HTLV-2 was not found in the study samples. The overall prevalence of HTLV-1 was
1.14% (2/175), ranging from zero (0/34) in Sao Pedro to 1.20% (1/83) in Santa Maria and 1.61% (1/62) in Furo do
Aurd. HTLV-1 was identified in two of 117 (1.35%) families from all three communities. We reported no evidence of
familial transmission through testing of samples. HTLV-2 was not found in the samples tested. This study demonstrates
the occurrence of HTLV-1 in the riparian communities studied, with frequency rates similar to those of urban
populations, which warrants further research and actions to prevent diseases associated with HTLV in these
communities.

Keywords: Deltaretrovirus; Cross-Sectional Studies; Seroepidemiologic Studies; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.



Seroprevalencia del virus linfotrépico de células T humanas en comunidades riberenas
de la regién nordeste del Estado de Parq, Brasil

RESUMEN

El virus-T linfotrépico humano del tipo 1 (HTLV-1) fue el primer retrovirus humano a ser identificado y estd asociado a varias
enfermedades debilitantes. El Estado de Pard es el tercero de Brasil con mayor frecuencia de la infeccién por HTLV entre
donantes de sangre. Las comunidades riberefias carecen de acciones de educacién y asistencia a la salud, por la
caracteristica de sus viviendas, esparcidas a lo largo de los rfos y cursos de agua, y por la dificultad de acceso a los centros
urbanos. Este estudio tuvo como objetivo investigar la infeccién causada por el HTLV en comunidades riberefias del
nordeste paraense, atendidas por el Programa Luz en la Amazonia, entre febrero de 2009 y junio de 2010. Fue realizada
una investigacién de anticuerpos anti-HTLV-1/2 en 175 riberefios, siendo 30 (17,14%) de la comunidad de Séo Pedro
(Acard); 62 (35,43%) de la comunidad del Furo do Aurd (Belém) y 83 (47,43%) de Santa Maria (Acard). En los casos
reactivos, se utilizaron métodos de biologia molecular para confirmar la infeccién e identificar el tipo viral. La prevalencia
total del HTLV-1 fue de 1,14% (2/175), variando entre cero (0/34) en Séo Pedro, 1,20% (1/83) en Santa Mariay 1,61%
(1/62) en el Furo do Aurd. EI HTLV-1 fue identificado en dos de las 117 (1,71%) familias analizadas de las tres
comunidades. No se observé ningln caso de transmisién familiar en la muestra. El HTLV-2 no fue hallado en la muestra
estudiada. Este estudio demostré la ocurrencia de HTLV-1 en las comunidades riberefias estudiadas, con frecuencias
similares a las de las poblaciones urbanas, indicando la necesidad de una mayor investigacién y de acciones de

prevencién de las enfermedades asociadas al virus en esas comunidades.

Palabras clave: Deltaretrovirus; Estudios Transversales; Estudios Seroepidemiolégicos; Prueba ELISA.
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