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RESUMO

Os virus linfotrépicos de células T humana tipos 1 e 2 (HTLV-1/2) sao retrovirus
associados a algumas doencas. O HTLV-1 esta associado a paraparesia
espastica tropical/mielopatia (PET/MAH), enquanto o HTLV-2 tem sido
ocasionalmente associado as sindromes neurolégicas semelhantes a PET/MAH
sem associagdo de malignidade. Os mecanismos envolvidos no surgimento das
doencas ainda nao estao bem definidos. Entretanto, a carga proviral do HTLV, as
mutacbes e a proteina tax podem esta envovolvidas no desenvolvimento da
doenca. Os objetivos do presente estudo foram caracterizar o HTLV em pacientes
com PET/MAH e portadores e determinar a soropreviéncia desses virus em
gestantes durante o pré-natal. O DNA proviral foi extraido a partir de células
periféricas mononuclares, utilizando o kit comercial (QlAamp® DNA Blood Mini
Kit) e a identificacé@o do tipo viral foi realizada através da Nested-PCR. Ja a carga
proviral do HTLV-1 pela PCR quantitativa - expressas em 10%PBMC. Para
classificar a sequéncia tax, foi utilizada a enzima de restricdo Bsh12361 (BstUI).
Na pesquisa do anti-HTLV1/2 nas gestantes foi utilizado o KIT ELISA Ab capture
ELISA Teste System (Ortho clinical Diagnostic In, Raritan, USA). Foi utilizado o
Teste de Fisher, Mann-Whitney para avaliar a média da carga proviral. A Razao
de prevaléncia, qui-quadrado (x?) e exato de Fischer foram utilizados para
determinar as associacfes entre as gestantes. O poder do teste foi de 95%, com
p<0,05 como limite para a significancia. Fizeram parte do estudo 101 pacientes
infectados pelo HTLV 1/2 - sintomaticos e assintomaticos e 209 gestantes. O
HTLV-1 foi identificado em 68,3% (69/101) e o HTLV-2 em 31,7% (32/101). A
média da carga proviral do HTLV-1 nos pacientes portadores foi de 3,62 log;o; DP
+ 0,960; ICgs0, 3,31-3,93 e naqueles com PET/MAH foi de 3,18 logio; DP 1,261;
ICos0 2,68-3,68 (p = 0.0218). Em relacédo a sequéncia tax do HTLV, o subgrupo A
foi identificado em 95,7% (66/69) e o B em 4,3% (3/69). A soroprevaléncia do
HTLV1/2 nas gestantes foi de 8,1% (17/209). O DNA proviral do HTLV-1 foi
identificado em 64,2% (9/14), com média da carga proviral de 3,17 + 1,87 logo.
As demais amostras foram negativas para o HTLV-1. Todas as gestantes
encontravam-se assintomaticas e nenhuma variavel pesquisada apresentou
associacado estatisticamente significativa. Em conclusdo, ndo houve diferenca
entre a média da carga proviral do HTLV-1 entre os pacientes com PET/MAH e
portadores. Houve uma maior frequéncia do subgrupo A da sequéncia tax nos
pacientes com PET/MAH, sem associacdo com o desenvolvimento da doenca. Foi
elevada a prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-2 nos portadores. A alta
soroprevaléncia do HTLV-1/2 nas gestantes sugere a implantacdo da triagem
deste virus no pré-natal.

Palavras chaves: HTLV-1. HTLV-2. Carga viral. Proteina tax. Gestantes.



ABSTRACT

The human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is a retrovirus associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) among other diseases. The
HTLV-2 has been occasionally associated to neurological syndromes similar to
HAM/TSP without association of hematologic malignancy. The mechanisms
involved in the onset of the disease are not well defined. The HTLV-1 proviral load,
the tax protein action and the subgroups A tax sequence of HTLV-1 are related to
the development of HAM/TSP. The study aimed: identified the HTLV type, classify
the tax sequence in subgroup A and B and quantify the HTLV-1 proviral load in
patients with HAM/TSP and asymptomatic carriers. And as a secondary objective:
to determine the frequency of HTLV-1/2 in pregnant women.This study enrolled
111 HTLV 1/2 infected patients attended in two reference centers in Infectious and
Parasitic Diseases at Maceid-AL. The proviral DNA was extracted from peripheral
blood mononuclear cells (PBMC), using a comercial kit (QIAamp® DNA Blood Mini
Kit) according to the manufacturer’s instructions. The identification of HTLV type
was realized by Nested-PCR and the HTLV-1 proviral load by quantitative PCR,
expressed in 10° PBMC. To classify the tax sequence subgroup, the restriction
enzyme Bsh1236l (BstUl) was used, Accll isoschizomer enzyme. The anti-HTLV
1/2 the patient was performed by ELISA KIT Ab capture ELISA Test System
(Ortho clinical Diagnosticin, Raritan, USA. The HTLV-1 was identified in 68,3%
(69/101) of analyzed patients, which 42% (29/69) of HAM/TSP group and 57,9%
(40/69) of asymptomatic carriers. The HTLV-2 was identified in 31,7% (32/101) of
patients which 31,2% (10/32) with HAM/TSP and 68.75% (22/32) of asymptomatic
carriers. The prevalence of anti-HTLV 1/2 in pregnant women was 8.1% and
HTLV-1 was identified in 4.3% of them.The HTLV-1 proviral load average in
asymptomatic carriers was 3,62 logio; DP + 0,960; Clgsy, 3,31-3,93 and of 3,18
logio; DP 1,261; Clgsy, 2,68-3,68 in patients with HAM/TSP (p = 0.0218). The
subgroup A tax sequence was identified in 41,5% (27/69) of patients with
HAM/TSP and in 56,5% (39/69) in asymptomatic carriers. And the subgroup B was
observed in only one patient with HAM/TSP and in two asymptomatic carriers.
Among the pregnant women analyzed, the anti-HTLV1/2 prevalence was 8,1%.
HTLV-1 was identified in 4,3% pregnant women seropositive, with HTLV-1 proviral
load average of 3,17 + 1,87 logio. All pregnant women were asymptomatic. None
of the variables studied were statistically significant associated. In conclusion,
there was no difference between the mean of HTLV-1 proviral load between the
groups. There was a higher frequency of subgroup A tax sequence in patients with
HAM / TSP and a high percentage of HTLV-2 circulating in Alagoas. With regard
to pregnant women, we observed a high prevalence of HTLV-1, demonstrating the
need for implementation of serological screening for HTLV 1/2 in prenatal care.

Keywords: HTLV-1. HTLV-2. Proviral load. Tax protein. Pregnant women.
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1. INTRODUCAO

Os virus linfotropicos de células T humana tipo 1 esta associado a
Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (LLTA) e a Paraparesia Espastica
Tropical/Mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH) dentre outras doengas
(STARLING et al.,, 2013). Cerca de 3 a 5% dos individuos infectados pelo HTLV-1
desenvolve PET/MAH, que pode acontecer dentro de varios anos ou décadas
(SCHEINER et al., 2005, IWANAGA et al., 2010).

O HTLV-2 tem sido ocasionalmente associado a sindromes neuroldgicas
semelhantes a PET/MAH sem evidéncias de producdo de malignidade
hematoldgica, entretanto, alguns estudos sugerem uma associacdo com a
PET/MAH (TREVINO et al., 2012).

Os fatores que contribuem para o desenvolvimento da patogénese dessas
doencas causadas pelo HTLV-1, ainda ndo estdo bem esclarecidos. Entretanto,
sugere-se que ocorra interacdo virus/hospedeiro possibilitando a mudanca do
status de assintomatico para sintomatico. O HTLV-1 encontra-se integrado ao DNA
dos linfocitos infectados na forma proviral possibilitando a transmissdo pelo contato
célula—célula (BARMARK et al., 2003).

Em relacdo a proteina tax, o HTLV-1 apresenta dois subtipos: tax A e tax B.
Essa classificacdo deve-se as substituicbes nucleotidicas em posices especificas
da regido génica que codifica a proteina tax. Esta é uma proteina regulatéria
responsavel pelo acumulo de mutacdes, expressdes génicas por parte da célula,
além de contribuir para o desenvolvimento das doencas associadas como a
PET/MAH, LLTA, uveites, dermatite infecciosa (FURUKAWA et al., 2000). Estudos
demonstram que o subtipo tax A apresenta-se com maior prevaléncia nos
pacientes com PET/MAH quando comparada aos portadores (KASHIMA et al.,
2006; INIGUEZ et al., 2007; INIGUEZ et al., 2010).

A carga proviral do HTLV-1 é importante por representar uma medida de
integracao viral nas células hospedeiras, portanto sua quantificagdo constitui um
marcador de replicacédo viral. Alguns estudos demonstraram que a replicacédo do
HTLV-1 esta aumentada em pacientes desenvolvendo PET/MAH, quando
comparada aos portadores (MONTANHEIRO et al., 2005; CASKEY et al., 2007).

No entanto, pouco sdo os estudos envolvendo essa relagdo do marcador viral com
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o desenvolvimento de doencgas associadas a esse virus (LOUREIRO, 2008;
CABRAL et al., 2012).

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o HTLV em pacientes com
PET/MAH e portadores e determinar a soropreviéncia desses virus em gestantes

durante o pré-natal.
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2. ASPECTOS HISTORICOS

O HTLV-1 foi o primeiro onco-retrovirus conhecido que afeta o ser humano,
sendo este identificado, pela primeira vez nos Estados Unidos por Poiesz e
colaboradores (1980) em uma linhagem de células T (HUT 102) estabelecida de
um paciente com linfoma cutaneo, sendo incluido na familia dos retrovirus devido
as suas caracteristicas fisico-quimicas (ROMANOS et al.,, 2004; OLIVEIRA &
AVELINO, 2007).

Os primeiros relatos de casos de PET na América do Sul foram realizados
em 1981 na Colémbia, por Zaninovic, que denominou o quadro de “paraplegia
espastica do Pacifico”. Vinte e trés anos depois, em 2004, 0 mesmo autor propde
a PET como uma sindrome multifatorial no que concerne a sua génese, porém,
sem diminuir a importancia do papel que exerce o HTLV como seu agente causal
(LIMA, 2006).

Em 1985 foi possivel a demonstracdo da correlacdo entre o HTLV-1 e a
PET/MAH através da deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1 em soro e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com diagnéstico de PET na Martinica e entre
jamaicanos e colombianos (GESSAIN et al., 1985; ZANINOVIC, 1987). No ano
seguinte, Osame et al. (1986) no Japdo, descreveram casos de PET/MAH

relacionando-os a altas taxas de anticorpos especificos para o HTLV-1.

No Brasil, a infeccdo pelo HTLV-1 comegou a ser reconhecida no final da
década de 1980, sendo o primeiro relato da infeccdo publicado por Kitagawa et al.
(1986), demonstrando a sua ocorréncia entre a populacdo japonesa residente no

Mato Grosso do Sul.

Em 1982, um segundo retrovirus, o HTLV-2, foi isolado de outra linhagem
de células T derivadas do baco de um paciente com uma forma rara de leucemia
(tricoleucemia) apresentando células pilosas (KALYANARAMAN et al., 1982;
ROMANOS et al., 2004). Ao contrario do HTLV-1, o tipo 2 ndo apresenta
associagao definida com nenhuma doenca linfoproliferativa. Alguns estudos tém
sugerido que ele possa estar associado a PET/MAH, além de outras sindromes
neuroldgicas, bem como no aumento da incidéncia de pneumonia, bronquite e
algumas condi¢fes inflamatérias como artrite (SILVA et al., 2002; NETO et al.,
2009).
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Em 2005, CALLATINI et al. descreveram dois novos retrovirus,
denominados HTLV-3 e HTLV-4, ambos em individuos nativos da Africa Central.
O HTLV-3 foi filogeneticamente relacionado ao HTLV de simios, o STLV-3.
Enquanto, o HTLV-4 ndo pbde ser relacionado filogeneticamente com nenhum
STLV, porém, exibiu um padrdo de Western Blot semelhante ao do HTLV 2
(WOLFE et al., 2005).

2.2 Estrutura viral e genémica do HTLV-1

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao
género Deltaretrovirus (ROMANOS et al.,, 2004). Trata-se de um virus
envelopado, com aproximadamente 140 nm de diametro. Seu core apresenta
cerca de 100 nm e caracteriza-se por apresentar moléculas de protease em seu
core onde se encontra 0 nucleocapsideo, juntamente com um genoma composto
por duas fitas simples de RNA com polaridade positiva, com aproximadamente 9
Kb, estando, cada uma delas, acompanhada de uma molécula da enzima

transcriptase reversa (LIMA, 2006).

As proteinas estruturais do core viral sdo as do nucleocapsideo (p15), do
capsideo (p24) e da matriz (p19), enquanto que no envelope se encontram as
glicoproteinas transmembrana (gp21) e aquelas de superficie (gp46) (Figura 01).
Esta dltima apresenta uma diferenca no padrdo de bandas a eletroforese, que
permite distinguir os tipos 1 e 2 do HTLV (SEGURADO, 2001).
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Figura 01. Estrutura morfolégica do HTLV.
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Fonte: Santos et al., 2008.

O genoma do HTLV é constituido por 9323 nucleotideos apresentando trés
regides (Figura 02) que sao traduzidas: gag, pol e env. A regido X nao é
encontrada em outros retrovirus e apresenta a capacidade de codificar duas
proteinas regulatdrias tax e rex. As duas extremidades do genoma séo flanqueadas
por terminacdes longas repetidas (LTR), onde estdo os promotores virais e outros
elementos regulatérios que tém como principais funcdes, a transcricdo reversa do
RNA viral, a integracdo do provirus no DNA celular e a regulacdo de sintese do
RNA viral (CANN & CHEN, 1996).
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Figura 02. Aspecto gendmico do HTLV-1.
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Fonte: Romanos et al, 2004.

A regido gag compreende os nucleotideos 802 a 2019 que quando
codificada, da origem a proteina da matriz de 19 kDa (p19), a proteina do capsideo
de 24 kDa (p24) e a proteina do nucleocapsideo de 15 kDa (p15). Essas proteinas
sao rearranjadas para formar os componentes principais da estrutura do virion. A
p24 tem alta similaridade na sequéncia de aminodcidos, resultando em pouca
reatividade cruzada entre HTLV-1 e HTLV-2 (GOON, 2003).

A regido pol, localiza-se na posi¢cao 3’ do gene gag, entre 0os nucleotideos
2497 a 5187, codifica uma proteina de 296 nucleotideos, a transcriptase reversa,
fundamental para a transcricdo do RNA viral em DNA e sua incorporagdo no
genoma da célula hospedeira, além de codificar a RNAse, a endonuclease e a
protease. Esta por sua vez é responsavel pelo processamento dos produtos gag e
pela sua propria clivagem, para gerar a molécula de protease madura (CANN &
CHEN, 1996).

A regido env, localiza-se entre os nucleotideos 5180 a 6647 sendo
responsavel pela codificacdo das glicoproteinas externas do envelope. Um

dominio amino terminal corresponde a uma glicoproteina externa gp21, que é
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clivada na regido carboxi-terminal, resultando em uma proteina transmembrana
com 21 kDa (ROMANOS et al., 2004).

A regido pX codifica as proteinas tax e rex com fungfes regulatérias. A
sequéncia tax regula, indiretamente, a transcricdo do genoma proviral, ao interagir
com fatores de transcricdo celular e induz sua ligacdo a sitios especificos na LTR
do HTLV-1, ativando sua transcricdo. Ao interagir com proteinas regulatérias
celulares, a tax pode induzir a expressado de genes celulares (FRANCHINI et al.,
1995). A sequencia rex é responsavel pela codificacdo da proteina p?’rex, que é
reguladora poés-transcripcional da sintese de proteinas estruturais do virus e de
outra proteina e ndo apresenta funcao definida (ROMANOS et al., 2004).

2.3Proteina tax e infec¢cdo pelo HTLV-1

A tax é uma fosfoproteina nuclear de 40 kDa com 353 residuos de
aminoacidos, localizada na regido U e LTR (BEILMLING & MOELLING, 1992;
PACA-UCCARALERTKUN et al., 1999). O gene tax codifica a proteina p*’tax,
transativadora da regido U3 do segmento LTR do genoma viral e também de
genes da célula eucariotica infectada, tais como os que codificam a cadeia a do
receptor da IL-2 (CD25), a prépria IL-2, a IL-1, a IL-3, a IL-6, a TGF-beta, fator de
crescimento de granuldcitos dentre outros (BALLARD et al., 1988; GREENE et al.,
1989).

A atividade transativadora (Figura 03) de genes celulares, da proteina
p*°tax, da-se por vias intracelulares que envolvem fatores de transcricdo como NF-
kB e SRF (LANOIX et al., 1994; SUZUKI et al., 1993). O Unico gene, até entdo
descrito como tendo a sua transcricao inibida pela tax € o gene que codifica a
cadeia da polimerase 3, uma enzima envolvida no reparo do DNA (FRANCHINI et
al., 1995; JOHNSON et al., 2001).
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Figura 03. Fluxograma descrevendo o papel transativador da proteina tax.
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Fonte: Cabral et al, 2012

A tax favorece a sinapse neuroldgica de célula a célula, e a sua expressao
proporciona um sinal intracelular sinérgico com ICAM-1 causando polarizacdo dos
microtubulos das células T, demonstrando que ndo est4 presente apenas no
nucleo da célula infectada, além disso, a proteina tax apresenta papel central na
transformacédo dos linfocitos, devido ao seu efeito pleiotrépico (NEJMEDDINE et
al.,2005).

A tax (p40) pode também ser responsavel pelo acimulo de mutagbes e
contribuir para o desenvolvimento das doencas associadas. Nas duas Ultimas
décadas muito se tem descoberto sobre o papel desta proteina regulatoria ndo
estrutural codificada na regido pX, que é oncogénica in vivo (HIGUCHI & FUJII,
20009).

Baseada na sua constituicdo genética tem sido descritos dois subtipos de
HTLV-1. Essa classificacdo baseia-se nas substituicdes encontradas em posicoes

especificas da sequéncia tax, ou seja: tax A e tax B. O subtipo tax A apresenta
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maior incidéncia nos pacientes com PET/MAH do que em portadores
assintomaticos, embora a sua associagdo com o desenvolvimento da doenga
ainda seja discutida (LIBERTO et al., 2002).

Na Argentina, estudos realizados por Ifiiguez et al. (2010) demonstraram a
presenca da tax A em 79,2% dos individuos assintométicos e 62,5% daqueles
com PET/MAH.

Em Séo Paulo, Casseb et al. (2006) demostraram a presenca da tax A nos
pacientes com PET/MAH (9/48) e nos portadores (5/28). Nao foi observado
nenhuma associacdo significativa da proteina tax e o desenvolvimento da
PET/MAH.

Por outro lado, Furukawa et al. (2000) demonstraram a presenca do
subgrupo tax A em 15,5% (30/192) dos pacientes com PET/MAH e em 7%
(14/200) daqueles portadores.

Em Pernambuco, Bezerra (2011) identificou o subgrupo tax A em todos 0s
individuos pesquisados - sintomaticos e assintomaticos. Entretanto, dois

doadores de sangue foram do subgrupo tax B.

2. 4 Ciclo replicativo do HTLV-1

A primeira fase do ciclo inclui a adesdo do virus @ membrana da célula
hospedeira através de receptores especificos. A penetracdo na célula é feita
através da integracdo da proteina de superficie gp46. Estudos tém sugerido que
molécula transportadora da glicose 1 (GLUT-1) atue como receptor celular
(TAKENOUCHE et al., 2011). Em seguida ocorre a liberacdo do genoma viral e
transcricdo reversa do RNA viral em DNA de fita dupla e sua integra¢do no ndcleo
da célula na forma de provirus. Ocorre a formacdo do RNA mensageiro capaz de
codificar a sintese de proteinas regulatérias da replicacéo viral, as proteinas tax e
rex (OLIVEIRA SANTOS et al., 2008), conforme figura 04.
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Figura 04. Ciclo de replica¢do do HTLV-1.
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O organismo identifica a particula viral como estranha iniciando a producao
de anticorpos (Resposta imune humoral). Durante a divisdo mitética, o provirus
inserido no DNA de células infectadas é replicado pela DNA polimerase e o indice

de mutacdes
genética apresentada pelos HTLV-1/2 (MURPHY et al., 2004).

consideravelmente baixo, resultando na grande estabilidade

A proporgéo do provirus inserido em células mononucleares periféricas
varia de 0,1% e 10% e esta porcentagem pode chegar até 20% em pacientes com
PET/MAH (BANGHAM et al., 2003). Apés o periodo inicial de replicagdo viral

7

ativa, a infeccdo de novas células € mantida através da divisdo celular normal
(mitose), pelo contato entre células infectadas e nao infectadas (sinapse
virolégica) e pela expanséo clonal ocasionada pela transformacéo celular induzida

pelo virus (KATRI et al., 2004; KANNAGI, 2004; UENO et al., 2012).
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2.5 Classificacao Filogenética do HTLV-1

Os HTLV 1/2 infectam populagées humanas ha milhares de anos e, por

terem estabilidade gendémica elevada, sdo considerados excelentes marcadores

para tracar as migracdes destas populacfes. Esta instabilidade gendémica

possibilitou o estabelecimento da associacao entre polimorfismo genético viral e a
origem geogréafica (GALVAO-CASTRO et al., 2009).

A classificacdo filogenética do HTLV no Brasil tem importancia por

identificar, através das analises comparativas com outros isolados descritos

mundialmente, a origem e o tipo de populacéo atingida. As analises filogenéticas

(Quadro 01), baseadas no gene LTR, classificam o HTLV-1 em sete diferentes

subtipos (1a - Cosmopolita), com distribuicdo mundial, que por sua vez, divide-se

em cinco sub-grupos. Os subtipos A e C prevalecem nas Américas.

Quadro 01. Classificacao filogenética do HTLV-1.

HTLV-1

la Cosmopolita
Sub grupos: A-Transcontinental, B-Japonés,
C-Oeste da Africa, D-Norte da Africa, E-
Negros (Peru)

1b Africa central

1c Melanésia

1d Camardes/Gabéo

le Congo

1f Gabéo

19 Africa Central

Fontes: ISHAK et al., 2003; WOLFE et al., 2005.
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2.6 Quantificacao da carga proviral como marcador de risco na infecgcéo
pelo HTLV-1

O genoma do HTLV é integrado, aleatoriamente, ao material genético
celular (IWANAGA et al., 2010). Na infec¢cdo pelo HTLV h& pouco ou nenhum
virion no plasma do individuo infectado, refletindo a principal via de replicacédo
viral, a sinapse viral (IGAKURA et al., 2003). Desta forma, a medida da carga
proviral € mensurada pelo nimero de copias de DNA proviral inserido em um
determinado conjunto de células (MARTINS & BARBOSA- STANCIOLI, 2006).

A deteccéo da carga proviral através da PCR em tempo real é considerada
relevante para o monitoramento do numero de células sanguineas periféricas
infectadas, podendo atuar como um indicador na predisposi¢cdo as patologias a
ele associadas. Além disso, atua como ferramenta para 0 monitoramento
biologico da eficacia de quimioterapicos e/ou antiretrovirais no caso de pacientes
em tratamento da LLTA (MACHUCA et al., 2000; DEHEE et al., 2002;
MONTANHEIRO et al., 2007; UENO et al., 2012). Diversos grupos, de portadores
e/ou individuos com manifestacdes clinicas associadas aos HTLV sdo alvos

destes estudos.

A alta carga proviral do HTLV-1 em células sanguineas periféricas tem sido
associada ao alto risco para o desenvolvimento das doengas de cunho
neurolégico (MONTANHEIRO et al.,, 2007). Em portadores, como doadores de
sangue, a carga proviral pode ser um bom indicador de curso da infeccdo nestes
individuos (MACHUCA et al., 2000). Estudo demonstrou que a carga proviral é 10
a 100 vezes maior nos individuos com PET/MAH quando comparado aqueles
assintomaticos (STARLING et al., 2013).

Com base na importancia da carga proviral em algumas viroses, estudos
estdo sendo realizados sobre a importancia da carga proviral na infeccdo pelo
HTLV-1 e sua progresséao para a PET/MAH (CABRAL et al., 2012). Porém a maior
dificuldade ocorre pelo longo periodo de incubacdo do virus e pela baixa
incidéncia do desenvolvimento da doenca (<5%) (KAPLAN et al., 1990).

Normalmente a carga proviral & baixa nos individuos assintomaticos do que

nos pacientes com doencas relacionadas ao HTLV-1, sugerindo a existéncia da
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associacao entre carga proviral e o desenvolvimento da doengca (MURPHY et al.,
2004; IWANAGA et al., 2010).

Em Pernambuco, Bezerra (2011) demonstrou uma maior carga proviral
entre os pacientes com PET/MAH. Resultado semelhante foi encontrado por
Loureiro (2008), onde os pacientes com PET/MAH tinham carga proviral 2,1 vezes

maior. Resultado semelhante foi encontrado por Montanheiro et al. (2005).

Kashima et al. (2005) encontraram maior carga proviral do HTLV-1 nos
pacientes com PET/MAH. Scheiner et al. (2005) também encontraram uma

maior carga proviral nos individuos com PET/MAH.

Por outro lado, Martins et al. (2005) encontraram uma maior carga proviral

nos pacientes assintomaticos quando comparado aqueles com PET/MAH.

2.7 Doencas associadas ao HTLV-1

O HTLV-1 é o agente etiolégico da leucemia/linfoma de células T do adulto
e de uma doenca neurologica degenerativa denominada paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH), além de estar associada a
uveite, dermatite infecciosa dentre outras manifestacfes. Existem varios indicios
de acometimento de multiplos 6rgdos sugerindo um amplo espectro de
morbidades ligadas ao HTLV-1 (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002; NETO et al.,
2009).

2.7.1 Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (LLTA)

A LLTA predomina no sexo feminino numa razéo de 1,4:1 (BORDUCCHI et
al., 1999). Estudos demonstram que linfécitos T CD4+ infectados pelo HTLV-1
persistem durante cerca de 7 anos no mesmo individuo, sugerindo que o virus
participe no processo de transformacdo e imortalizacdo destes linfocitos
(BANGHAM et al., 2003). Apos a infecgdo pelo HTLV-1, o periodo de laténcia &
longo (cerca de 50 anos), indicando que no desenvolvimento da LLTA sao
necessarios multiplos passos, acumulando-se mutacfes genéticas nas células
infectadas (BANGHAM et al., 2003).
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No primeiro estagio da LLTA, a expressao da tax tem um papel critico na
promocao do ciclo celular e na inibicdo da apoptose das células infectadas. J&4 no
estagio mais avancado, mudancas adquiridas pelo genoma do hospedeiro podem
substituir a funcéo da tax. Como a sequéncia tax € o principal alvo citotéxico dos
linfécitos T, a perda desta impede as células infectadas de escaparem a resposta
imunolégica do hospedeiro (BANGHAM et al., 2003).

A probabilidade de um portador do HTLV-1 desenvolver LLTA no decorrer
de uma laténcia prolongada mostra que o processo de transformacéao celular e de
leucemogénese devem envolver muitos eventos complexos dentro da célula T do
hospedeiro (SHUH & BEILKE, 2005).

As formas clinicas desta doenca sao classificadas em 4 grupos: forma
aguda, crbnica, linfomatosa e smoldering. Em geral um estagio intermediario entre
portador sadio e doente com monoclonalidade, passa a ser denominada como
LLTA do tipo Smoldering. Esta forma pode evoluir para as formas cronica ou
aguda em tempo variado de 10 a 15 anos. A forma cronica caracteriza-se por
linfocitose absoluta (células T CD4") e a presenca de lesdes de pele, episédios de

infeccdes oportunistas e infiltrado pulmonar intersticial (BRITO MELO, 2002).

A forma Smoldering é caracterizada pela contagem normal de linfocitos
(<4x10°% e pela presenca de 5% ou mais de linfocitos andmalos no sangue
periférico. Cronico: Caracteriza-se pelo aumento no nimero absoluto de linfocitos
e presenca de 5% ou mais de linfécitos andmalos no sangue periférico. Ocorre
comprometimento do figado, baco, pele, pulmdes e alteragdes histolégicas em
linfonodos. Linfomatosa: Neste subtipo ndo hé linfocitose e apenas 1% ou menos
dos linfécitos sdo andmalos. A forma aguda é a forma mais comum de
apresentacdo, onde a doenca é muito agressiva e manifesta-se sob a forma
leucémica com lesdes tumorais. O envolvimento da pele é caracteristico (Figura
05), sendo as formas papular e micropapular as manifestacées cutdneas mais
frequentes. A forma aguda compreende 55-75% dos casos e a forma crbnica e

cutanea cerca de 25% (HANCHARD et al., 1990; YAMAGUCHI et al., 1990).
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Figura 05 — LesBGes dermatoldgicas desenvolvidas em pacientes com LLTA. A) Forma
indolente de ATL com eritrodermia e acentuada descamacéo. B) Forma Tumoral priméria de pele

com multiplos tumores.

FIGURA 1: Forma indolente de leucemiadinfoma de
células T do adulto com eritrodermia e acentuada
descamacio

FIGURA 3: Forma tumoral primiria de pele com mualiplos tumores

Fonte: Bittencourt et al, 2008.

No decorrer da doenca, ocorre uma proliferacdo desordenada clonal de
linfécitos T helper ativados com supressao da atividade normal, e com fendtipo
CD3", CD4", CD-, CD25", CD7,, HLA DR". Em alguns casos raros, as células da
LLTA podem expressar CD4 e CD8, somente CD8 ou n&o expressar CD4 e CD8
(BORDUCCHI et al., 1999).

O aspecto morfolégico dos linfécitos pode ser o primeiro sinal para o
diagnostico da LLTA. No sangue periférico observam-se linfocitos atipicos,
pleomdrficos, lobulados, com anormalidade nuclear significativa - flower cells
(Figura 06) (SHUH & BEILKE, 2005).
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Figura 06. Lamina contendo células T anormais em sangue de paciente com LLTA.

Fonte: o autor

Quanto as alteracfes na biologia molecular do hospedeiro sdo observadas
mutacBes ou delecdes de genes supressores de tumor, como o p53 ou pl5/16,
assim como alterac6es no genoma do virus, também estdo associadas com o
prognaostico e o subtipo clinico da LLTA (GOSH et al., 1994).

O tempo de sobrevida para os subtipos agressivos varia de semana a mais
de um ano. O inicio da doenca e a transformacdo em doenca maligna varia de 18
a 30 anos (OLIVEIRA, 2000). Complicacdes pulmonares, incluindo infeccédo pelo
Pneumocystis jiroveci, hipercalcemia, herpes zoster disseminado e infec¢cao por
citomegalovirus sdo as causas mais frequentes de morte (SHUH & BEILKE,
2005).

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

7

A PET/MAH é uma doenca inflamatoria, desmielinizante do sistema
nervoso central (SNC) que se caracteriza pelo acometimento da medula espinhal

de predominio toraxico, evoluindo para fraqueza progressiva associada a
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dorméncia dos membros inferiores, dor lombar e retengdo ou incontinéncia
urinaria (GESSAIN, 1985; GONCALVES, 2009). E uma doenca lentamente
progressiva e de baixa letalidade (IWASAKI, 1993; GONCALVES et al., 2009).
Geralmente evolui de forma insidiosa, mas progressiva provocando danos
significativos ao sistema nervoso central (SNC), e mais da metade destes
individuos tornam-se cadeirantes, ou dependentes do uso de proteses ou
bengalas (TAYLOR, 1998).

A idade de inicio dos sintomas pode influir na velocidade de progresséo da
doenca. Os pacientes com inicio dos sintomas antes dos 15 anos de idade
apresentam progressao mais lenta em contraposi¢cao aqueles com inicio ap6s 60

anos, cuja evolucado é mais rapida (NAKAGAWA et al., 1995).

O comprometimento medular € a caracteristica mais marcante da
PET/MAH, sensibilidade vibratéria, hiperreflexia dos membros superiores e 0s
sinais de Hoffmann e de Troémner, fraqueza dos membros inferiores, sintomas
sensitivos tais como: formigamento, agulhadas, queimacéo e, reflexo mandibular
exaltado em alguns pacientes; sao tidos como critérios de diagndstico de
PET/MAH para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2008).

As queixas mais comuns nos estagios iniciais incluem: baixa dor nas
costas e parestesias, entretanto o diagnostico s6 € possivel quando o paciente
desenvolve uma mudanca na marcha associada a fraqueza e o enrijecimento dos
membros inferiores (espasticidade). A disfuncéo erétil, distarbios do esfincter, e
queixas urinarias também fazem parte do quadro clinico, sendo que nas fases
iniciais do envolvimento da bexiga, os sintomas de armazenamento, como

nocturia, urgéncia e incontinéncia sdo os mais frequentes (CASTRO et al., 2005).

Relata-se que esta doenca afete entre 0,2 e 5% dos individuos infectados
na quarta década de vida. Acredita-se que é imunologicamente mediada, e
freqientemente afeta mais as mulheres que os homens (SOUZA, 2006). O
periodo de laténcia para PET/MAH é mais curto quando comparado com o
periodo de laténcia para LLTA. O risco de desenvolver a PET/MAH é variavel nos
diferentes grupos étnicos, variando entre 0.25% a 4% (PROIETTI et al., 2005).
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A resposta de linfécitos T citotoxicos (CTL) contra o HTLV-1 em pacientes
com PET/MAH é vigorosa, cronicamente ativada e, predominantemente, voltada

para a proteina tax (VINE et al., 2005).

2.7.3 Outras doencas associadas ao HTLV-1

A uveite & a terceira entidade clinica relacionada com o HTLV-1
(MOCHIZUKI et al.,, 1992a) e, tanto pode estar associada a portadores de
PET/MAH, como se apresentar isolada em portadores assintomaticos do virus
(PINHEIRO, 1994). Esta doenca pode se apresentar como uma uveite anterior,
intermediaria, posterior e panuveite com lesdes retinocoroidianas (MOCHIZUKI et
al., 1992b; 1996). Um achado tipico da uveite é uma infiltracdo dos tecidos

oculares, olhos geralmente brancos e sem dor.

A dermatite infecciosa caracteriza-se por um eczema agudo na infancia
sem episodio anterior de eczema infantil, predominando no vestibulo nasal, couro
cabeludo e pescoco. Em individuos com LLTA, é comum a presenca de papulas e
nodulos generalizados. Em portadores assintomaticos sdo observadas lesées
dermatoldgicas do tipo: xerose, ictiose, dermatite seborréica, vitiligo, escabiose,
dermatofitoses (NOBRE et al., 2005).

Estudos de virologia molecular e imunologia do HTLV-1 mostram a
importancia da resposta imune do hospedeiro na evolucdo clinica de doencas
associadas a infeccdo pelo HTLV-1. Carvalho et al. (2001) demonstraram que
células portadoras do HTLV-1 sem manifestacdes neuroldgicas secretam altos
niveis de IFN-a, TNF-q, IL-5 e IL-10. Tem-se aventado a possibilidade de que
doencas auto-imunes sejam mais frequentes nestes individuos (RIBAS & MELO
et al., 2002).

Um amplo espectro de sindromes reumatologicas tem sido descritas
associando epidemiologicamente o HTLV-1. Com excecao da uveite, ndo existem
provas epidemioldgicas suficientemente fortes associando a infec¢éo pelo HTLV-1

e outras doencas autoimunes (PINHEIRO et al., 1995).

A alta expressdo de MHC e consequente aumento na apresentacao de
antigenos na sindvia, aléem de alta producdo de citocinas proé-inflamatorias,

induzidas pelo HTLV-1, sugere a participacdo do virus no desenvolvimento de
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auto-imunidade e artropatia em individuos infectados por este virus (IWAKURA et
al., 1995).

Foi demonstrado que o gene regulatorio tax do HTLV-1 pode ativar muitos
genes relacionados a resposta imune, tais como, os genes da IL-1, IL-2, do
receptor de IL-1 e da IL-6. O aumento desta Ultima pelas células sinoviais tem
contribuido para a fisiopatologia da artrite relacionada ao HTLV-1 (SAIJO et al.,
2002).

2.8 Diagnéstico da infeccao pelo HTLV-1

O diagnéstico soroldgico rotineiro € baseado na presenca de anticorpos,
anti-HTLV contra constituintes antigénicos de diferentes por¢des do virus no soro
do individuo. Entretanto, os testes de triagem nao discriminam a infeccdo pelo
HTLV-1 ou HTLV-2. As metodologias mais empregadas sdo o ELISA e a
confirmacéo pelo Western Blot. Os testes sorolégicos hem sempre conseguem
definir o estado infeccioso do individuo, acontecendo assim, casos de sorologias

falso-negativas e falso-positivas (SHARMA et al., 2003).

O Western Blot (WB) é um teste confirmatorio e discriminatério usado para
a confirmacdo da infeccdo pelo HTLV, através da incorporacdo de proteinas
recombinantes como a GD21, proteina transmembrana e as gpR46-1 e a gpR46-2
do envelope (RUDOLPH et al., 1993; KLEINMAN et al., 1994).

Metodologias moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), sdo usadas para detectar a presenca do HTLV-1 e 2 e distinguir o0s tipos,
em um amplo espectro de portadores e de pacientes com variadas patologias. E
considerado um teste conclusivo para o diagndéstico dos HTLV, a qual detecta o

genoma viral, mesmo em pequenas quantidades (ARRUDA et al., 2008).

A vantagem do uso da PCR consiste em n&do depender da producéo de
anticorpos contra o virus, uma vez que se detecta diretamente o material genético
do mesmo (DNA proviral). Por sua alta sensibilidade e especificidade, a PCR é
um meétodo capaz de esclarecer estados soroldgicos indeterminados, distinguir
uma infeccao pelo tipo 1 ou pelo tipo 2 do HTLV (CARNEIRO-PROIETTI et al.,
2002), subtipar o HTLV -1 e util também para investigar a transmissdo méae-filho
do HTLV-1 precocemente (TEIXEIRA SANTOS et al., 2003; TAMEGAO-LOPES et
al., 2006; SOUZA, 2006).
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A técnica baseia-se na amplificacdo exponencial de uma sequéncia
especifica do DNA do provirus, denominada de DNA alvo, na presenca de uma

enzima, a DNA polimerase, dos iniciadores e dos nucleotideos.

As regides mais usadas para diagnosticar e estudar a presenca do HTLV-1
e HTLV-2 sédo a tax, pol e env (HEREINE et al.,1992).

2.9 Aspectos Epidemioldgicos

A infeccdo pelo HTLV 1/2 caracteriza-se por agrupamento da infecgcdo em
areas geograficas definidas no mundo (PROIETTI, 2000). O nuimero exato de
infectados pelo HTLV no mundo ndo é conhecido, porém estima-se que 15 a 20
milhdes de pessoas estejam infectados (COLIN et al., 2003; PROIETTI, 2005).

A distribuicdo geogréafica do HTLV-1 no mundo ja esta bem estabelecida,
ou seja: Japdo, Africa, Caribe, sul dos Estados Unidos e América do Sul
apresentam as maiores prevaléncias (PROIETTI et al., 2005). No Japéo as taxas
sdo consideradas altas variando de 6 a 37%. Ja nas llhas e paises do Caribe a
prevaléncia encontrada fica em torno de 6%. Nos paises da Africa Equatorial, 0s
estudos apontam uma prevaléncia entre 1 e 10% (FERREIRA et al., 1997; LOPES
et al., 2008).

Na América do Sul e Central destacam-se: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Colémbia, Peru, Venezuela, Honduras e Panama (GALVAO-CASTRO et al.,
2009). O Brasil € o0 pais com o maior niumero de pessoas infectadas com cerca de
2,5 milhdes de individuos, 0 que torna o pais com maior nimero absoluto de
casos de HTLV-1 (MOXOTO et al., 2007).

A soroprevaléncia para HTLV-1/2 tem variado de 0,3% a 1,8%,
dependendo do Estado brasileiro, tipo e tamanho da amostra estudada. A
infeccdo encontra-se presente em todos os estados apresentando-se endémica
na Regido Nordeste, destacando-se o estado da Bahia, com uma prevaléncia de
1,7% na populacdo geral (CARNEIRO-PROIETTI et al.,, 2002). Os dados
epidemiologicos da infeccdo no Brasil referem-se a prevaléncia em grupos
populacionais especificos, como pacientes com PET/MAH, LLTA, usuarios de
drogas endovenosas (UDIs) e a maioria em doadores de sangue (ROMANELLI et
al., 2010).
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Entre os doadores de sangue de algumas capitais brasileiras, diferentes
prevaléncias foram encontradas: Manaus e Rio de Janeiro, 0,33%
(MONTANHEIRO, 2005; Florianopolis, 0,08% (CARNEIRO-PROIETTI et al.,
2002), Minas Gerais 0,7% (OLBRICH NETO et al.,, 2004); em Pernambuco
Loureiro et al. (1994) encontraram uma prevaléncia de 0,8%. Ainda em
Pernambuco, Bezerra et al. (1996) mostraram uma prevaléncia de 0,3%.

A transmissdo do HTLV-1 ocorre através de sangue e/ou seus produtos
contaminados. A via sanguinea €&, provavelmente, o modo mais eficiente de
transmissdo do virus. A via parenteral tem sido considerada relevante na
disseminacdo do HTLV-1 e 2 em areas urbanas, principalmente entre os usuarios
de drogas injetaveis (TAMEGAO-LOPEZ, 2006; LOPES et al., 2008). A
transmissdo do HTLV ocorre em menor incidéncia quando comparado ao HIV.
Isso se deve a baixa carga proviral e ao fato de ser dependente do contato célula-
célula (IGAKURA et al., 2003; SANTOS, 2005).

A transmissdo do HTLV-1 é mais freqiente do homem para a mulher,
sugerindo que a infeccao seja consequente dos linfocitos infectados presentes no
sémem e na secrecdo vaginal (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). Estima-se
que esta eficiéncia seja de cerca de 60% nas mulheres e de 0,4% no sentido
inverso (GALVAO-CASTRO et al., 2009).

Na infancia, a soropositividade para o HTLV-1 € muito baixa e aumenta a
partir da adolescéncia e inicio da idade adulta. Nas mulheres esse aumento é
mais acentuado e continua ap6s os 40 anos, enquanto que nos homens a
positividade € menor e atinge um platd apdés os 40 anos (ROMANELLI et al.,
2010).

A transmissdao vertical depende da prevaléncia da infeccdo entre mulheres
em idade reprodutiva, além da carga proviral do HTLV-1, e apresenta resultados
distintos nas diferentes regides geograficas e nos diversos grupos étnicos e de
risco. E rara a contaminacg&o por via transplacentaria ou contaminacdo durante o
momento do parto (KOMURO et al., 1983; HINO et al., 1994; OLIVEIRA &
AVELINO, 2007; MORIUCHI et al., 2013).
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Por outro lado, o aleitamento materno constitui uma importante via de
transmissdo, uma vez que ha passagem dos linfocitos maternos infectados para a
crianca (ROMANELLI et al., 2010).

Estudos mostram que quanto maior a carga proviral da mae e maior tempo
de aleitamento, maior é a chance de ocorrer a infec¢édo, cerca de 18% a 30%.
Criancas amamentadas por maes infectadas, por um periodo superior a seis
meses, apresentam um risco de 20% de infec¢cdo, comparadas as amamentadas
por um periodo inferior a 2 meses (OLIVEIRA, 2000). Além disso, 1 a 5%
desenvolvem LLT e 0,25% a 3,0% a PET/MAH. A amamentac¢do durante um curto
periodo de tempo diminui o risco de transmissdo. Porém, a amamentacao por
maes soropositivas ndo é recomendada, visando eliminar uma via importante de
transmissao do HTLV-1 e 2 (BITTENCOURT et al., 1998).

Em areas endémicas sdo importantes os estudos epidemioldgicos
avaliando a transmisséo vertical em gestantes (BITTENCOURT et al., 1998;
KAKUDA et al., 2002).

No Japao, Goto et al. (1997) ao avaliarem a infeccéo pelo HTLV em 2683
gestantes voluntarias encontraram uma prevaléncia de 0,6%. Ja& em Taiwan, o
percentual foi de 0,87% (CHEN et al.,, 1996) e em Papua Nova Guiné, a
prevaléncia foi de 14%, YANAGIHARA (1990).

No Brasil, poucos séo os trabalhos que relatam a prevaléncia da infec¢éo
pelo HTLV em gestantes. Na regido Sul, as prevaléncias encontradas foram de
0,08% e 0,05% em Florianopolis e Maring4, respectivamente (CATALAN-
SOARES et al., 2005).

No Centro Oeste, em Goiania a prevaléncia foi de 0,2%, (CATALAN-
SOARES, 2001) e 0,5% em Cuiaba (YDY et al., 2009). Entretanto, em Campo
Grande, DIAS-BASTOS (2010) encontrou 0,13% de infecgéo pelo HTLV.

No Amazonas, numa comunidade japonesa e em seus descendentes, foi
identificada a infeccdo em 10% dos pesquisados (BITTENCOURT, 2008). Em

Alagoas nao ha relato da prevaléncia do HTLV-1 em gestantes.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o HTLV em pacientes com PET/MAH e portadores e determinar a

soroprevaléncia desse virus em gestantes durante o pré-natal em Alagoas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar o tipo de HTLV (tipo 1 ou 2) e determinar as respectivas

frequéncias nos pacientes com PET/MAH e portadores;

¢ Classificar a sequéncia tax do HTLV-1 e verificar sua associacdo com a
presenca da PET/MAH,;

¢ Quantificar a carga proviral do HTLV-1 e verificar sua associacdo com a
presenca da PET/MAH;

¢ Determinar a prevaléncia e os fatores de risco para a infec¢ao pelo HTLV 1/2
e quantificar a carga proviral do HTLV-1 nas gestantes do Programa Saude da

Familia em Penedo-AL.
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4. Desenhos dos estudos

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle, sendo considerados como
casos os pacientes com PET/MAH e como controles os assintomaticos.

Entre a populacdo das gestantes foi realizado um estudo transversal. Esse
tipo de estudo apresenta como vantagens o custo reduzido, a simplicidade,
rapidez de sua realizac&o, a possibilidade da identificacdo de casos na populagéo
carceréria e a deteccao de grupos de alto risco a fim de tratar e prevenir.

4.1 Locais dos estudos

O estudo foi realizado em dois Centros de Referéncia em Doencas
Infecciosas e Parasitarias em Maceio-Al, Hospital Universitario Prof. Alberto
Antunes (HUPAA) e Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), e nas 22 unidades
do Programa Saude da Familia em Penedo-AL, no periodo de novembro de 2011
a novembro de 2012. Os hospitais atuam como Escola para formacédo e
treinamento de estudantes de medicina, psicologia, enfermagem, fisioterapia,
terapia ocupacional e nutricdo da Universidade Federal de Alagoas e da

Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas.

4.2 Populagdes do estudo

A populacéo de estudo foi constituida por pacientes infectados pelo HTLV-
1/2, acompanhados no ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do
HUPAA e do HEHA e de gestantes acompanhadas no Programa Saude da
Familia em Penedo-AL.

4.3 Definicao dos termos

CASOS: Foram considerados casos 0s pacientes infectados pelo HTLV-
1/2, que apresentavam manifestagcdes clinicas caracteristicas da PET/MAH de
acordo com os critérios estabelecidos pela Organizagcdo Mundial de Saude
(OMS), descritos no quadro 02.
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Quadro 02. Critérios diagnosticos para PET/MAH estabelecidos pela OMS.

I. Diagnoéstico Clinico
Um Unico sintoma ou um sinal fisico podem ser evidéncias de PET/MAH adiantado.
A. Incidéncia da idade e do sexo

Na maior parte, esporadico e adulto, mas as vezes familial; visto ocasionalmente na infancia;

sexo feminino predominante.

B. Inicio

E geralmente insidioso, mas pode ser repentino.
C. Manifestacdes neurolégicas principais

1. A PET crbnica, que progride geralmente lentamente, permanece, as vezes, estatica apds a

progresséo inicial.
2. Fragueza dos membros inferiores.

3. Disturbio da bexiga geralmente € uma caracteristica avangada. A constipacdo ocorre

geralmente mais tarde; impoténcia ou libido diminuidas sdo comuns.

4. Os sintomas sensoriais, tais como formigamento, queimores, etc., sdo mais proeminentes do

que sinais fisicos objetivos.

5. A baixa dor lombar com irradiacdo para os pés é comum.

6. O sentido da vibracao é danificado freqiientemente.

7. Hiperreflexia dos membros inferiores, freqientemente com clénus e sinal de Babinski.

8. Hiperreflexia dos membros superiores; sinais positivos de Hoffmann e de Tromner

frequentes; a fraqueza pode ser ausente.

D. Resultados neuroldgicos menos frequentes. Sinais cerebelares, atrofia 6tica, surdez,
nistagmo, tremor da méo. Convulsdes, prejuizo cognitivo, deméncia ou consciéncia danificada é

raro.

E. Outras manifestacdes neurolégicas que podem ser associadas com a PET/MAH: atrofia

muscular, fasciculacdes (raras), polimiosite, neuropatia periférica, meningite, encefalopatia.

F. ManifestagBes ndo neuroldgicas sisteméticas que podem ser associadas com a PET/MAH:
alveolite pulmonar, uveite, sindrome de Sjogren, artropatia, vasculite, ictiose,

crioglobulinemia, LLTA.

Il. Diagnostico laboratorial

A. Presenca dos anticorpos HTLV-1 ou dos antigenos no sangue e no liquido cerebrospinal
(LCR).

B. LCR pode mostrar a pleocitose suave do linfocito.

C. Os linfocitos lobulados podem estar no sangue e/ou no LCR.
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D. Aumento moderado das proteinas no LCR.

E. Isolamento viral, quando possivel, do sangue e/ou do LCR.

Fonte: Loureiro (2009).

CONTROLES: Foram considerados controles os pacientes infectados pelo
HTLV-1/2 e que ndo apresentavam sinais e sintomas da doenca.

Para identificacdo dos pacientes como casos e controles foram avaliadas
as fichas de dados preenchidas no atendimento ambulatorial desses pacientes,
por dois médicos infectologistas envolvidos no estudo.

4.4 Definicdo do tamanho da amostra

Por tratar-se do primeiro estudo em Alagoas, tomamos como base o
trabalho desenvolvido por Bezerra (2011) em Recife-PE, que identificou em 55
pacientes com PET/MAH e 55 pacientes assintomaticos, o tipo e a sequéncia tax
do HTLV-1.

4.5 Coleta e processamento dos dados e das amostras

O projeto foi apresentado aos pacientes e as gestantes, no qual foram
convidados a patrticipar da pesquisa. Aqueles que aceitaram foram direcionados a
uma sala individualizada e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, sendo aplicado um questionario criado para a pesquisa (apéndice B).
Todas as informacfes obtidas foram armazenadas num banco de dados, em
planilha Excel.

Em seguida, os pacientes foram submetidos a coleta de sangue (10mL) em
tubo do tipo vacutainner com o anticoagulante EDTA. A coleta de sangue também
foi realizada nas gestantes, entretanto, sem anticoagulante. As amostras
sanguineas foram devidamente identificadas e levadas para o Laboratério de
Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Apés
separagéo, o anel leucocitario foi acondicionado em tubos do tipo eppendorf. Nas
amostras coletadas das gestantes foi feita a separacdo do soro. Todas as
amostras processadas foram devidamente enviadas ao Setor de Virologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em Recife-PE, para realizacdo dos testes soroldgico e

molecular.
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4.6 Categorizacdo das varidveis dependentes

e PET/MAH: definida pelas caracteristicas da Paraparesia Espastica Tropical de
acordo com os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Variavel dicotdmica categorizada como presente ou ausente.

e Infeccdo pelo HTLV 1/2 comprovada por meio de teste imunoenzimatico —
ELISA, WB.

4.6.1 Categorizacédo das variaveis independentes

Género: definido pelo sexo apresentado pelo paciente. Variavel nominal
dicotdbmica categorizada como feminino ou masculino.

Idade: definida pelo intervalo de tempo entre a data de nascimento e dia do seu
registro na pesquisa.

Reqgido _de procedéncia: definida pela cidade de procedéncia do paciente.

Variavel nominal dicotdmica categorizada como capital ou interior.
Raca: 1. Branca 2. Preta 3. Parda 4. Amarela 5. indigena

Grau de escolaridade: 1. Superior 2. Ensino médio completo 3. Ensino médio

incompleto 4. Ensino fundamental completo 5. Ensino fundamental incompleto 6.
Analfabeto

Estado civil: Variavel definida como: 1. Solteira(o), 2. Casada(o) 3. Viava(o)

4. Unido consensual 5. Divorciada(o)

Renda: (em salario minimo): Variavel categorizada como 1. <SM 2. 1SM
3.1-55M 4.5-10SM 5. >10 SM

Amamentou: Variavel categorizada como 1. Sim 2. Ndo 3. N&o se aplica

Foi amamentado(a): Variavel categorizada como 1. Sim 2. Nao 3. Nao lembro

Mae de leite: Variavel categorizada como 1. Sim 2.Nao 3. Nao lembro

Etilismo: Variavel dicotbmica 1. Sim 2.Nao
Tabagismo_Variavel dicotbmica 1. Sim 2.Nao
Drogas injetaveis: Variavel dicotdbmica 1. Sim 2.Nao

Uso de preservativo: Variavel categorizada como 1- sim 2. ndo 3- as vezes

Orientacdo sexual: Variavel categorizada como 1. Homossexual 2. Bissexual 3.

Heterossexual

Carga proviral do HTLV-1: definida pelo nimero de copias do DNA proviral do

HTLV-I. Variavel quantitativa expressa em unidades de 10° células/mL de sangue.
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4.7 Critérios de incluséo

¢ Ter diagnostico sorologico e clinico da infecgao pelo HTLV-1/2.

¢ Estar em acompanhamento meédico no Setor de Doencas Infecciosas e
Parasitarias do HUPAA ou do HEHA.

+ Gestantes acompanhadas nas unidades dos PSFs.

4.7.1 Critério de exclusao

¢ Apresentar-se co-infectados pelo HBV, HCV, HIV.

4.8 Separacdao dos leucécitos

A separacdo dos leucécitos foi realizada utilizando Histopaque® -1077
(Sigma Diagnostics) como separador de células, obtendo apoés trinta minutos de
centrifugacdo a 2000 rpm, o anel leucocitario, adicionado RPMI até completar
8mL. Em seguinte procedeu-se uma primeira centrifugacédo por 3 minutos 2000
rpom, retirou-se 4mL do sobrenadante e adicionou-se 4 mL do RPMI (LGC
Biotecnologia), com posterior centrifugacdo nas mesmas condi¢des da anterior. O
sobrenadante foi descartado permanecendo no tubo 2 mL da solucéo e realizada
a contagem eletrdnica de leucdcitos (ELX 300, Roche) antes da etapa de extracao
de DNA gendmico. Em seguida ajustou-se a solugcdo para 1x10° células/mL e o

pellet foi armazenado a —80°C.

4.9 Extracdo do DNA dos leucécitos
O DNA proviral foi extraido a partir de leucocitos do sangue periférico,
utilizando o kit comercial (QlIAamp® DNA Blood Mini Kit).

4.10 Nested — PCR para a sequéncia env-tax do HTLV-1

12 PCR - A reacgéo foi padronizada para um volume final de 20ul contendo
2ul de DNA gendmico, 2mM de cada dNTP. Foi usado o kit PCR Master Mix 2X
(Promega Corporation®). Os primers utilizados foram SK44 e SK110
a 10 pmol. A reacao foi processada utilizando o termociclador (Flexigene 2.0,
Techne), apresentando uma ciclagem de 7min a 95°C, seguida de 35 ciclos de
95°c por 1 min, 55°C por 1 min e 30s 72° C por 2min e extensao final de 10min a
72°C.
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22 PCR - Foi usada 2L da segunda reagao, como template (diluido 1:10
com agua destilada Ultrapure Invitrogen) da primeira reacéo, para um volume final
de 20pL. Os primers usados foram SK248 e SK249 a 10 pmol/uL. A reagéao foi
processada no termociclador da Flexigene 2.0, Techne por 5min a 94°C, seguida
de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 2min e extensao final
de 10min a 72°C. Foi feita uma diluigdo (8uL do produto amplificado com 2uL do
tampao da amostra - Blue Green loading dye - LGC Biotecnologia), sendo
posteriormente aplicado em gel de agarose a 1,8%. Os fragmentos de DNA foram
analisados em Gel-Pro Imager CoolSNAP — MediaCybernetcs. Quando
observado um fragmento de 466 pb correspondente a sequéncia env-tax do
HTLV-1, era feita a confirmacao para o tipo 1 (Lee et al., 2004).

4.11 Nested — PCR para a sequéncia env-tax do HTLV-2

Para identificar o DNA proviral do HTLV-2 foi realizada uma Nested-PCR.
12 PCR. Foi padronizado um volume final de 10uL. Os primers utilizados foram
SK44 e ET 401 a 10pmol. A reacdo foi processada utilizando o termociclador
(Flexigene 2.0, Techne), apresentando uma ciclagem de 5 min a 95°C, seguida de
35 ciclos de 95°c por 1 min, 63°C por 1 min e 72° C por 1min e extenséo final de 5
min a 72°C.

22 PCR. Foi usado 1uL da primeira reacdo, como template para um volume final
de 10uL. Os primers usados foram ET403 e ET404 a 10 pmol/uL. A reacéo e a
termociclagem foi realizada da mesma forma que a primeira PCR. Foi feita uma
diluicdo (8uL do produto amplificado com 2uL do tampé&o da amostra - Blue Green
loading dye - LGC Biotecnologia). Foi amplificado um fragmento de 429pb
visualizado em transiluminador sob fonte de luz UV, apos eletroforese em gel de

agarose a 1,8%.

4.12 Determinacédo dos subgrupos A e B da sequéncia tax

Para a identificacdo do polimorfismo na regido do gene tax, nos pacientes
com HTLV-1, foi utilizada a enzima de restricdo Bsh12361 (BstUI), isoesquisdmero
da enzima Accll, na qual as variantes polimérficas apresentam um sitio de
restricdo na regido 8344 do gene tax (Furukawa et al., 2000). Para a formacéo do

amplicon, a ser digerido, foi realizada duas reacdes de PCR. A primeira reacao de
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PCR apresentou 2uL de DNA, 0,25pmol/uL de cada primer PXO" e PXO e 1x
master mix (Promega®), sob a ciclagem de 94°C/5min, 35 ciclos de 94°C/1min,
53°C/15s, 72°C/1min30 e extensédo final de 72°C/10min. Na segunda reacéo foi
utiizado comtemplate para a segunda reagdo, a qual continha 2L
do templete 0,83pmol/uL de cada primer PXI3"e PXI3' e 1x master mix
(Promega®), com ciclagem de 50°C/2min, 95°C/13min, 35 ciclos de 95°C/30s,
72°C/1min, 55°C/30s e extensao final de 72°C/9min. Na digestéo utilizou-se 8uL
do produto de PCR (primers PXI3" e PXI3"), 2U da enzima Bsh1236l e 1x tamp&o-
R por 16h/37°C. As analises dos comprimentos dos polimorfismos em relacdo aos
fragmentos de restricdo (RFLP) foi utilizada a eletroforese em gel de agarose a
2%.

4.13 Quantificag&o da carga proviral do HTLV-1 nas amostras

Foi realizada uma quantificacdo relativa, baseada em uma proporcao que
derivou da relagdo quantitativa entre alvo e o controle endégeno: “Proporg¢ao do
HTLV-1 inserido no Genoma” (PHG). A quantificacdo da carga proviral foi
realizada de acordo com a expressédo 2 ~CtHTLVD j o = CtAlbuming) » 1o, c4citos. 10° x
2 = copias de HTLV-1 cel/mm?®, segundo de Arruda et al. (2008), utilizando o kit
SYBR Green | Master Mix 2x (LGC Biotecnologia®). As amostras quantificadas
foram amplificadas em duplicata, utilizando-se os seguintes primers (DEHEE et
al., 2002): SK110 e SK111.

4.14 Curva-padréao para a PCR em tempo real
O plasmideo para construgdo da curva-padrao utilizada no experimento foi
gentilmente cedido pelo Laboratério Avancado de Saude Publica (Lasp) do
Centro de Pesquisas Gongalo Muniz, na Bahia. Trata-se de um clone com dupla
insercao, contendo uma porgao do intron 12 do gene da albumina e a regiédo pol
do genoma do HTLV-1, contida entre as posi¢coes 4.708 e 4.953 (DEHEE et al.,
2002).

4.15 Quantificacdo do gene da albumina nas amostras

Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, utilizando-se os
seguintes primers (DEHEE et al., 2002): Alb-S e Alb-AS. A mistura da reacéo
usada nas duas reacgOes utilizou 2uL do DNA, 10 yM de cada primer e SYBR
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Green Master Mix®, em um total de 25uL de reagéo. Tanto o HTLV-1 quanto a
albumina seguiram o seguinte protocolo de amplificacdo: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C; 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 65°C (45 ciclos) e foram
amplificados paralelamente no Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science), no
Laboratorio de Virologia do LIKA/UFPE (ARRUDA et al., 2008).

A carga proviral de HTLV-1 foi determinada utilizando a seguinte férmula:
(média do nimero de cépias de HTLV-1/10° células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) da albumina) x 2 x 10° e expressa em nimero de cépias/10°

células PBMC, ou seja:

média do numero de copias de HTLV-I
x 2 x 10° = nimero de cépias /10° PBMC

10° Células Monucleares da albumina

Todos os primers utilizados nos testes moleculares encontram-se na tabela 01.

Tabela 01. Sequéncia de primers utilizados na PCR.

Primer Identificacé@o Sequéncias

SK44 PCR HTLV I GAGCCGATAACGCGTCCATCG
SK110 PCR HTLV I CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
SK248 Nested HTLV | CTAGTCGACGTCCCAGGATATGACC
SK249 Nested HTLV | CAGACCGCCACCGGTACCGCTCGGC
SK44 PCR HTLV II GAGCCGATAACGCGTCCATCG
ET401 PCR HTLV II CTCCTATTCTGGGAACAAGGGGGTTT
ET403 Nested HTLV I GGCTGGGGACTAAACTGGGATCCTGG
ET404 Nested HTLV Il CCAAACACGTAGACGGGGGATCC
SK43 Sequéncia tax CGGATACCCAGTCTACGTGT
SK44 Sequéncia tax GAGCCGATAACGCGTCCATCG
SK110 Quantificacéo da carga proviral CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
SK111 Quantificacéo da carga proviral GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT
Alb-S Quantificagdo do gene de albumina GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT
Alb-AS Quantificagdo do gene de albumina AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT
PXO" Gene tax TCGAAACAGCCCTGCAGATA
PXO TGAGCTTATGATTTGTCTTCA
PXI3* Gene tax TTCCGTTCCACTCAACCCTC

PXI3 AGACGTCAGAGCCTTAGTCT
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5. CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas — UNCISAL
sob o registro n° 1610 e 1875 (ANEXOS A e B). Todos os participantes do estudo

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.

6. ANALISES ESTATISTICAS

A relacdo entre a carga proviral e as variaveis foram calculadas usando o
Teste de Fisher. O Teste Mann-Whitney foi aplicado para avaliar as diferencas
entre a carga viral mediana do HTLV-1. O intervalo de confianca foi de 95%, com
p<0,05 como limite para a significancia.

O Software GraphPrism 5.0 foi utilizado. A Razdo de prevaléncia, qui-
quadrado (x?) e exato de Fischer foram utilizados para determinar as associacées

entre as gestantes.
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7. RESULTADOS

Os resultados da tese encontram-se nos apéndices e serdo apresentados em

forma de artigos intitulados:

Artigo | — CARACTERIZACAO MOLECULAR DO HTLV EM PACIENTES COM
PARAPARESIA ESPASTICA TROPICAL E PORTADORES

Este artigo foi submetido ao The Journal of Clinical Microbiology (qualis

Al).

Artigo Il — PREVALENCIA E FATORES DE RISCO PARA INFECCAO PELO
HTLV-1/2 EM GESTANTES ASSISTIDAS PELO PROGRAMA DE SAUDE EM

ALAGOAS, NORDESTE DO BRASIL

Este artigo foi submetido ao International Journal of Obstetrics and
Gynaecology Research (qualis B1).
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8. CONCLUSOES

¢ A pesquisa identificou pela primeira vez, entre os pacientes com PET/MAH, os
HTLV-1 e 2 circulantes em Alagoas. O HTLV-2 apresentou-se em niveis elevados;
¢ O HTLV-1 assim como o HTLV-2 foi identificado nos pacientes com PET/MAH e
portadores assintomaticos;

¢ Houve predominio do subgrupo A da tax entre os pacientes com HTLV-1.
Apenas trés apresentaram o subgrupo B;

¢ A média da carga proviral do HTLV-1 foi discretamente mais elevada nos
pacientes assintomaticos em relacdo a média nos pacientes com PET/MAH;

¢ A prevaléncia do anti-HTLV1/2 foi de 8,1% entre as gestantes estudadas;

¢ O HTLV-1 foi identificado em 4,3% das gestantes soropositivas, com a média da

carga proviral de 3,17 + 1,87 logo.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

¢ A alta frequéncia do HTLV-2 foi um dado inesperado que deve ser investigado;
¢ A alta frequéncia do HTLV-1/2 entre as gestantes ressalta a necessidade de

instituir-se a triagem sorolégico do virus no pré-natal.
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APENDICE A

gdg UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
' CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: Caracterizacdo molecular do virus linfotrépico de células T de
humano (HTLV) em pacientes com paraparesia espastica tropical/mielopatia
(PET/MAH), portadores e gestantes em Alagoas.

Eu, maior de 21 anos, estou sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa que
visa elucidar o perfil molecular do HTLV 1/2. Minha participa¢édo € voluntaria. Eu vou esta livre
para ndo aceitar minha inclusdo sem que isso altere em nada o meu tratamento ou vinculo com o
meu médico ou com a instituicdo que eu procurei para tratar-me.

N&o se trata de pesquisa para uso de medicamento. Entretanto, os resultados obtidos
poderdo contribuir para melhor entendimento da infeccdo pelo HTLV 1/2. Ndo havera qualquer
despesa para mim e 0 meu tratamento ndo sofrerd alteragées quanto ao medicamento que eu
esteja usando ou va usar nem quanto ao médico que me atende ou vira atender. O que sera feito
€ a coleta de sangue (10 mL) em uma veia periférica do seu braco. Esse material sera analisado
pelo proprio pesquisador, no Laboratério do Hospital Dr Hélvio Auto bem como no Laboratério de
Imunopatologia keizo Asami — LIKA/UFPE, Recife-PE.

Os riscos que vocé corre ao participar deste estudo estdo relacionados ao local da
puncdo, como exemplo: dolorimento/furmigamento e mancha arroxeada que podem ser
minimizados com os cuidados higiénicos topicos, pressao local ap6s a coleta do sangue e, se
necessério, anestésico local. Raramente sdo observadas infec¢des decorrentes da pun¢do, mas,
caso haja, vocé serd adequadamente tratado (a) sem qualquer énus. A sua participacdo ndo
implica em remuneracdo para vocé ou para os seus familiares, tratando-se de colaboracdo
voluntéria para o conhecimento cientifico.

Também serdo feitas algumas perguntas sobre mim e minha salde tais como: nome,
idade, local de moradia. Todo material escrito e o sangue coletado serdo trabalhados com o
maximo rigor cientifico e minha identidade ser4 mantida em sigilo. Os relatérios e publicacdes
resultantes dessa pesquisa conterdo os resultados de forma sumarizada e, portanto, ndo havera
forma de eu ser identificado (a). A minha participacdo ndo implica em remuneragdo para mim ou
para os meus familiares, tratando-se de colaboragédo voluntaria para o conhecimento cientifico.

O projeto dessa pesquisa foi avaliado por um Comité de Etica em Pesquisa (CEP),
segundo padrdes internacionais de aprovagéo de estudos que envolvem seres humanos. Apés ter
lido este documento e tirado todas as dividas com o pesquisador, eu assinei este termo como
prova de que, voluntariamente aceitei participar do mesmo.

Em caso de duvidas, logo abaixo, encontram-se o respectivo endere¢o do pesquisador:

Erlon Oliveira dos Santos. Edf. Carmelo, 100.
Rua Joaquim Anténio de Barros, APTO 101, Centro.
CEP 57200-000 Maceio - Al. Fone: (82) 88248860.

Maceio, de de

Pesquisador Paciente
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

() N&o quero responder | No | Data:
REG. Classificacdo do paciente: 1. Sintomético
2. Assintomatico

1. IDENTIFICACAO

Idade: 1. 10-18 Anos 2. 19-49 anos 3. 50-60 anos 4. >60 anos

Sexo: 1. M 2. F Cor: 1. Branca 2.Preta 3. Parda 4. Amarela 5. Indigena
Naturalidade: Procedéncia:

Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Tel () Cel ()

Escolaridade: 1. Superior 2. Ensino médio completo, 3. Ensino médio incompleto, 4.
Ensino fundamental completo 5. Ensino fundamental incompleto, 6.Alfabetizados,
7. Analfabetos

Estado civil: 1. Solteiro(a) 2. Solteiro sem companheira 3. Solteira com companheiro
4. Casado, 5. Vilvo 6. Divorciado.

Tempo: ...... anos....... Meses

Renda: (em salario minimo): 1. >SM 2. 1SM 3. 1-5SM 4. 5-10SM 5. <10 SM

2. MOTIVO DO ENCAMINHAMENTO

Motivo 1. Doador de sangue 2. Politransfundido 3. Parente de portador de HTLV
4.0utros

Amamentou: Foi amamentado(a): 1. Sim 2. N&o 3. Nao lembro
1. Sim 2. Ndo 3. Néo se
aplica

Mae de leite: 1. Sim 2.Ndo
3. Néo lembro

Portador de PET/MAH: 1. Sim 2.Ndo

3. ANTECEDENTES.

1° Teste HTLV-I + Outras infeccOes:

Doenca neuroldgica na familia: 1. Sim 2.N&o

Doencas hematologicas na familia: 1. Sim 2.Nao

Etilismo: 1. Sim 2.Né&o

Banhos de rio: 1. Sim 2.Nao

4. EPIDEMIOLOGIA

Drogas injetaveis: Ainda usa: 1. Sim 2.Néo
1. Sim 2.Néo
Tempo de uso:......anos Tempo que parou: ........ anos ... meses
....... meses
NUmero atual de parceiros:
Anteriores: Uso de preservativo: 1- SIM 2. NAO 3- as vezes
No de filhos: Orientacao sexual:1. Homossexual 2. Bissexual 3. Heterossexual
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E-mail: rcoelholika@gmail.com Phone/fax number: 55 81 2126-8527

RESUMO
O HTLV-1 foi identificado em 68,3% dos individuos e o HTLV-2 em 31,7%. A
carga proviral foi estatisticamente significativa em pacientes assintomaticos em
comparacao com pacientes com PET/MAH. O subgrupo tax foi identificado em
95,7% dos individuos. A pesquisa mostrou uma alta frequéncia de HTLV-2 em
Macei6, Alagoas, Nordeste do Brasil.

Palavras-chaves: (HTLV-1/2), paraparesia espastica tropical, carga proviral do
HTLV-1, proteina tax.

O virus linfotropico de célula T humana 1 (HTLV-1) esta associado a
diversas doencas entre elas a paraparesia espastica tropical/mielopatia associada
ao HTLV (PET/MAH). Por outro lado, o HTLV-2 tem sido ocasionalmente
associado a sindromes neuroldgicas semelhantes a PET/MAH sem evidéncias de
producdo de malignidade hematolédgica (1), entretanto, alguns estudos sugerem
uma associagdo com a PET/MAH e com o aumento da incidéncia de bronquite,
pneumonia e infeccéo do trato urinario (2,3).

Estudo tem demonstrado que 1% a 5% dos individuos infectados poderéo
desenvolver PET/MAH e quando infectados na infancia esse percentual € de
0,25% a 4% (4). Marcadores de histocompatibilidade, resposta imunolégica, carga
proviral, mutacfes virais e a acdo da proteina tax podem estar associados ao
desenvolvimento da doenca (4,5).

A deteccdo da carga proviral é importante para 0 monitoramento do

namero de células infectadas, atuando como indicador na predisposicdo as
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patologias a ele associadas. Esta se encontra cerca de 10 a 100 vezes mais
elevada nos pacientes com PET/MAH do que nos pacientes assintomaticos,
sugerindo a existéncia da associacdo entre carga proviral e o desenvolvimento da
doenca (5,6). Entretanto, alguns autores identificaram maior carga proviral em
portadores (7,8).

A proteina tax € essencial para a expressao do virus e desempenha papel
fundamental na ativacdo dos genes celulares. De acordo com as substituicdes
encontradas em posi¢cdes especificas da sequéncia tax sdo descritos dois
subgrupos do HTLV-1: tax A e tax B. Tem sido demosntrado que o subtipo tax A
apresenta maior incidéncia nos pacientes com PET/MAH do que em portadores
assintomaticos (9).

O presente estudo teve como objetivo identificar o tipo de HTLV, quantificar
a carga proviral e classificar a sequéncia tax nos individuos com PET/MAH e
portadores oriundos de dois centros de referéncia em doencas infecciosas e
parasitarias em Maceié (Alagoas). A populacdo de estudo foi constituida por
pacientes com diagnéstico sorolégico para o HTLV-1/2 (ELISA - kit HTLV-I/HTLV-
Il Ab Capture ELISA Test System, Ortho-Clinical Diagnostic Inc, Raritan, EUA). O
DNA proviral foi extraido utilizando o kit (QlAamp® DNA Blood Mini Kit) a partir de
PBMC tratadas com Histopaque® -1077 (Sigma Diagnostics). A Nested-PCR foi
realizada com a sequéncia env-tax, utilizando o kit Master Mix 2X (Promega
Corporation®), com volume final de 20uL contendo 2uL de DNA gendmico. Os
primers utilizados (tabela 01) foram SK44 e SK110 a 10 pmol, com ciclagem de
7min a 95°C, seguida de 35 ciclos de 95°c por 1 min, 55°C por 1 min e 30s 72° C
por 2min e extensao final de 10min a 72°C. Na segunda reacao, foram usados

2L da primeira reagao para um volume final de 20uL. Os primers usados foram
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SK248 e SK249 a 10 pmol/uL por 5min a 94°C, seguida de 30 ciclos de 94°C por
1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 2min e extenséao final de 10min a 72°C. Um
fragmento de 466pb foi visualizado em gel de agarose a 1,8%.

Tabela 01 - Sequéncia de primers utilizados na PCR.

Primer Identificacéo Sequéncias

SK44 PCR HTLV | GAGCCGATAACGCGTCCATCG
SK110 PCR HTLV I CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
SK248 Nested HTLV | CTAGTCGACGTCCCAGGATATGACC
SK249 Nested HTLV | CAGACCGCCACCGGTACCGCTCGGC
SK44 PCR HTLV II GAGCCGATAACGCGTCCATCG
ET401 PCRHTLVII CTCCTATTCTGGGAACAAGGGGGTTT
ET403 Nested HTLV Il

GGCTGGGGACTAAACTGGGATCCTGG

ET404 Nested HTLV I
CCAAACACGTAGACGGGGGATCC

Na quantificacdo dos genes HTLV-1 e albumina foi utilizado o kit SYBR
Green | Master Mix 2x (Qiagen®) (10). Foram construidas duas curvas padrdes
utiizando um plasmideo carreador dos insertos de interesse, contendo uma
porcao do intron 12 do gene da albumina e a regido pol do genoma do HTLV-1,
contida entre as posi¢coes 4.708 e 4.953 (11). A carga proviral do HTLV-1 foi
calculada utilizando o Cycle threshold (Ct) referente ao nimero de cépias do
HTLV-1/reacdo e o Ct referente ao numero de coépias de albumina/reacdo e a
quantificacéo foi realizada de acordo com a expressdo 2 ~ 1TV D j o —Ct (Albumina)
leucécitos.10° x 2 = cépias de HTLV-1 proviral / mm?®.

Para a identificacdo do polimorfismo na regido do gene tax, foi utilizada a
enzima de restricdo Bsh1236I (BstUI), isoesquisdbmero da enzima Accll, na qual

as variantes polimorficas apresentam um sitio de restricdo na regido 8344 do

gene tax (9).
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Foi realizada uma Nested-PCR para identificar o DNA proviral do HTLV-2
(Primeira reacéao: primers SK44 e ET 401 a 10pmol/uL e segunda reacéo, primers
ET403 e ET404 a 10 pmol/uL), (12). Foi amplificado um fragmento de 829pb.

Foi calculada a relacdo entre carga proviral e as variaveis utilizando o teste
de Fisher e Mann-Whitney. O intervalo de confianca estabelecido foi de 95%
utiizando o software GraphPrism 5.0. Foi considerado como resultado
estatisticamente significante um p<0,05. O projeto da pesquisa foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Ciéncias da Saude de Alagoas sob o registro n° 1610.

O HTLV-1 esteve presente em 68,3% (69/101) dos pesquisados, com faixa
etaria entre 14 e 82 anos (média de 27 anos), predominando o sexo feminino.
Destes, 42% (29/69) apresentavam PET/MAH e 58% (40/69) eram portadores. O
HTLV-2 foi identificado em 31,7% (32/101), destes 31,2% (10/32) com PET/MAH
e 68,75% (22/32) portadores. Ndo houve predominio da infeccdo por sexo, e a
faixa etaria acometida foi de 19 e 76 anos. A média da carga proviral do HTLV-1

nao diferiu nos dois grupos (figura 01).
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Figura 01. Mediana da carga proviral do HTLV-1 em pacientes com PET/MAH e

assintomaticos.
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O subgrupo A da sequéncia tax foi identificado em 95,7% (66/69), sendo
40,9% (27/66) nos pacientes com PET/MAH e 59,1% (39/66) nos portadores. O
subgrupo B esteve presente em 4,3% (3/69), sendo 1,5% (1/69) nos pacientes
com PET/MAH e 2,8% (2/69) nos portadores.

Na casuistica estudada, o achado de maior prevaléncia da PET/MAH no
sexo feminino pode esta relacionado com a eficiéncia de transmisséo do HTLV-1
do homem para a mulher (13). O fluido seminal estimula a transativacéo da regiao
LTR do HTLV-1, representando um importante fator de risco para sua transmissao
(14).

Os individuos com PET/MAH tinham idade acima dos 30 anos, com

excecdo de uma jovem de 14 anos, cujos pais eram portadores do HTLV-1. Esse
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dado sugere que a infeccdo se deu pelo aleitamento, uma vez que ela foi
amamentada por um periodo de um ano. Estudos mostram que a doenca
acomete individuos predominantemente na faixa etaria entre 30 e 50 anos, nao
sendo comum antes dos 20 anos ou apos os 70 anos (15,16).

Véarios mecanismos estdo envolvidos no desenvolvimento da PET/MAH:
relacdo virus-hospedeiro, resposta imunoldgica aumentada, além de elevada
carga proviral (17,18).

Os resultados mostraram uma discreta elevacdo da carga proviral nos
portadores comparados aqueles com PET/MAH. A quantificacdo da carga proviral
do HTLV-1 é um importante marcador para o desenvolvimento da PET/MAH. No
entanto, pode haver flutuacbes da carga proviral nos individuos com PET/MAH e
portadores (19,20). Esta pode ser relativamente estavel em um Gnico individuo ou
variar entre individuos, podendo ainda esta relacionada com a proliferacdo clonal
do HTLV-1 em PBMC. Nos individuos com carga proviral elevada e que se
mantém assintoméaticos haveria um equilibrio na resposta Th1/Th2 (6,21,22).

A proteina tax desempenha um papel importante no desenvolvimento da
PET/MAH. Furukawa et al. (2000) (9) demonstraram associacao entre a presenca
da tax A nos individuos com PET/MAH. Entretanto, no presente estudo e
corroborando com diversos outros trabalhos (23,24, 25) esta associacdo nao foi
encontrada. Foi encontrado um maior percentual do subgrupo A da sequéncia tax,
sugerindo esta relacionado com a ampla distribuicdo do HTLV do grupo la
(Cosmopolita) e subgrupo A (Transcontinental) no Brasil (9).

No Brasil, a prevaléncia do HTLV-2 é maior em usuéarios de drogas
injetaveis e em populacdes indigenas do Norte do Pais (26). A alta prevaléncia

encontrada em Alagoas pode esta associada aos fatores étnicos, uma vez que,
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existem varias tribos indigenas no Estado. Considerando, ser a primeira pesquisa

que demonstrou a presenca do HTLV-2 em nosso meio, recomenda-se que

estudos sejam realizados em comunidades indigenas para melhor caracterizacéo

dessa populacéo.
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RESUMO

Avaliar a frequéncia e descrever os fatores de risco da infeccdo pelo HTLV-1,
além de quantificar a carga proviral deste virus em gestantes assistidas pelo
Programa Saude da Familia em Penedo, Alagoas, Brasil. A triagem soroldgica foi
realizada utilizando-se o kit comercial (HTLV-I/HTLV-1I Ab Capture ELISA Test
System, Ortho-Clinical Diagnostic Inc, Raritan, EUA). Foi realizada a Nested-PCR
para identificar o tipo de HTLV e a PCR em tempo real para a quantificacdo da
carga proviral do HTLV-1. Das gestantes analisadas 8,1% (17/209) apresentaram-
se reagentes ao ELISA, destas 15 foram testadas pela PCR “in house”, sendo
60% (09/15) positivas para o HTLV-1, todas apresentaram carga proviral
quantificAvel com média de 3,17 * 1,87 logip. Eram gestantes com faixa etaria
entre 16 e 41 anos, 34,9% eram maes solteiras e 36,8% tinham estudado até o 9°
ano. Das gestantes pesquisadas, 85,2% foram amamentadas, 17,2% relataram
ter tido mae de leite, 88,5% tiveram mais de uma gestacao e 59,3% afirmaram ja
ter amamentado. Os dados obtidos demonstram que a triagem sorologica para
HTLV 1/2 constitui uma importante ferramenta para confirmagdo posterior da
infeccdo e controle da disseminacdo do virus nas gestantes, prevenindo a

transmissao vertical.

Palavras-chaves: Virus linfotropico de células T humana tipo 1 e 2 (HTLV-1/2),

gestantes, fatores de risco, carga proviral.
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1. INTRODUCAO

E de extrema importancia & identificacdo da infeccéo pelo Virus linfotropico
de células T de humano tipo 1 (HTLV-1) em gestantes, uma vez que 5% dos
bebés que nascem de maes portadoras do virus poderdo desenvolver a
Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (LLTA)™.

Trata-se de uma doenca grave que se desenvolve num longo periodo de
incubacdo, com um risco de vida estimado em cerca de 3-8% em individuos
infectados antes dos 20 anos de idade. O prognéstico é ruim, com sobrevida
média de 6 meses apds o diagnéstico da doenca?.

A transmissdo do virus ocorre pelas vias sexual, parenteral, vertical e
principalmente pela amamentacdo em cerca de 20% dos casos®. A contaminacéo
intrauterina ou durante o parto é pouco eficiente?.

Embora seja grande o numero de mulheres infectadas pelo HTLV-1, a
grande maioria permanece assintomatica, mesmo durante a gestacdao. Apés o
parto, h& o risco de transmissdao viral para o filho durante o aleitamento materno.
Os dados que sustentam a importancia do leite materno na transmisséo do HTLV-
1 baseiam-se na presenca de peptideos antigénicos do virus no leite de maes
infectadas, o aumento significativo da infeccdo por esse virus em criancas
amamentadas em comparacdo aquelas alimentadas com uso de mamadeiras?.
Um estudo mostrou que 32% das criancas amamentadas por 2 anos ou mais se
tornaram portadoras do virus, contra 9% daquelas amamentadas por tempo
inferior a seis meses®. H4 maior risco de transmissdo do virus quando a méae
apresenta carga proviral e titulos de anticorpos elevados®>®. J& foi demonstrado
carga proviral mais elevada no leite materno quando comparada aquela

encontrada em células sanguineas periféricas®.
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A prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 em gestantes apresenta variacao,
dependendo da regido geogréafica analisada, ficando entre 0,6 a 20%"%%°. No
Brasil, a prevaléncia apresenta oscilacdo na diferentes regides, variando de 0,01
a 2’4%11,12,14,15.

2. MATERIAS E METODOS
Populacao de estudo

Foi constituida pelas Gestantes atendidas durante o pré-natal pelo
Programa de Assisténcia as Gestantes em Penedo, Alagoas, Brasil, no periodo
compreendido entre setembro e novembro de 2012.

Sorologia

A pesquisa do anti-HTLV-1/2 foi realizada utilizando-se o kit comercial Ab
Capture ELISA Test System (Ortho-Clinical Diagnostic Inc, Raritan, EUA),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Separacdo das células periféricas mononucleares e extracdo do DNA

As células periféricas mononucleares (PBMC) foram separadas de
amostras de sangue total, colhidas com EDTA usando o Histopaque® -1077
(Sigma Diagnostics), com solucdo final ajustada para 1x10° células/mL
armazenadas em meio RPMI a - 80°C. Para a extracdo de DNA gendmico utilizou-
se o Mini Kit (QIAamp® DNA Blood, Quiagen, Hilden, Germany).

Deteccao do DNA proviral

Na pesquisa do DNA proviral do HTLV-1, a primeira reacao da nested-PCR
para a deteccdo da sequéncia env-tax do HTLV-1 foi padronizada para um
volume final de 20uL contendo 2uL de DNA gendmico, 2mM de cada dNTP, 10

pmol de cada um dos primers SK44 e SK110 (tabela 01), utilizando o kit Master

Mix 2X (Promega Corporation®). A reacao foi processada com uma ciclagem de
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7min a 95°C, seguida de 35 ciclos de 95°c por 1 min, 55°C por 1 min e 30s 72° C
por 2min e extensao final de 10min a 72°C. Na segunda reacao foram usados 2uL
do produto amplificado (diluido 1:10 com &gua destilada; Ultrapure Invitrogen) e a
mesma preparacdo do mix da reacao anterior, exceto pela utilizacdo dos primers
SK248 e SK249, com ciclagem por 5min a 94°C, seguida de 30 ciclos de 94°C por
1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 2min e extensao final de 10min a 72°C. O
produto amplificado de 466pb foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a
1,8% corado com Blue Green Loading Dye (LGC Biotecnologia)®.

Tabela 01. Sequéncia de primers utilizados na PCR.

Primer Identificacéo Sequéncias (5’-3’)
SK44 PCR HTLV 1 GAGCCGATAACGCGTCCATCG
SK110 PCR HTLV-1 CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
SK248 Nested HTLV-1 CTAGTCGACGTCCCAGGATATGACC
SK249 Nested HTLV-1 CAGACCGCCACCGGTACCGCTCGGC
SK110 Quantificacdo da carga CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
proviral
SK111 Quantificacéo da carga GTGGTGAAGCTGCCATCGGGTTTT
proviral
Alb-S Quantificacdo do gene de GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT
albumina
Alb-AS Quantificagéo do gene de AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT
albumina

Quantificacdo da carga proviral

A carga proviral foi quantificada utilizando o kit SYBR Green | Master Mix
2x® (Quiagen, Hilden, Germany)®. Para cada paciente foram realizadas duas
reacoes (HTLV-1 e Albumina) contendo1uL do DNA gendmico (90 ng/uL), 0,6
pmol/uL de cada primer (10 pmol/uL) SK110, SK111, Alb-S e Abl-AS e 1x SYBR

Green | Master Mix. Ambas as reac¢des seguiram a mesma ciclagem: 50°C por 2
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min, 95°C a 10 min; seguida de 45 ciclos de 95°C 10 seg e 60°C por 1 min. Em
seguida de um aguecimento gradativo (de 60°C até 95°C, com aumentos de 0,2°C
a cada 8s) das amostras amplificadas foi utilizado para verificar a especificidade
dos primers. Posteriormente foram construidas duas curvas padrbes utilizando
uma solucéo diluida em série, contendo 10° cépias de plasmideo carreador dos
insertos de interesse, com uma porcao do intron 12 do gene da albumina e a
regido pol do genoma do HTLV-1, contida entre as posi¢des 4.708 e 4.953, com
limites de quantificacdo entre 10° a 10° copias™®.

A carga proviral do HTLV-1 foi calculada utilizando o Cycle threshold (Ct) e
resultado da carga proviral foi convertido em log;o para melhor apresentacdo dos
resultados.

Analises estatisticas

Os dados das gestantes foram armazenados e analisados pelo programa
Epi Info v.3.5.4, onde os testes de associacdo entre a positividade do anti-HTLV-1
e as variaveis do estudo foram calculados através da razdo de prevaléncia (RP) e
seu intervalo de confianca de 95%. O teste do qui-quadrado (X°) e o teste exato
de Fischer foram utilizados quando apropriado para determinar se as associagdes
eram estatisticamente significantes, sendo considerado o valor de p < 0,05 como
resultado significativo.

Etica

O projeto da pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas (UNCISAL) sob o
registro n° 1875. Todos os participantes do estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
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3. RESULTADOS

As gestantes tinham a faixa etaria entre 16 e 41 anos, 34,9% eram maes
solteiras e 36,8% do 5° a 9° ano. Quanto a idade gestacional, 47,8%
encontravam-se entre 16 a 24 semanas de gravidez. As caracteristicas
epidemioldgicas e comportamentais das gestantes pesquisadas estdo descritas
na Tabela 02.

Tabela 02. Caracteristicas sécio-demograficas das 209 gestantes assistidas pelo
programa Saude da Familia. Penedo, Alagoas, 2013.

N %

Variaveis
Faixa etaria

< 18 anos 20 9,6

18 a 28 anos 118 56,5

29 a 39 anos 68 32,5

> 40 anos 3 1.4
Grau de escolaridade

Analfabeto 25 12,0

1°a 4°ano 41 19,6

50a9°%ano 77 36,8

Ensino médio completo 29 13,9

Ensino médio incompleto 33 15,8

Superior completo 4 1,9
Estado civil

Solteira 73 34,9

Casada 49 23,4

Unido Consensual 78 37,3

Separada 9 4,3
Transfus@o de sangue

Nao 191 91,4

Sim 18 8,6
Transplante de 6rgéos

Nao 207 99

Sim 2 1
Foi amamentada

Nao 31 14,8

Sim 178 85,2
Teve mae de leite

Nao 173 82,8

Sim 36 17,2
Amamenta ou ja amamentou

Nao 85 40,7

Sim 124 59,3

NYde parceiros nos dltimos seis
meses
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1 203 97,2
2a4 6 2,8
Historico de sexo com usuarios de
drogas
Nao 166 79,4
Sim 43 20,6
Historico de sexo com usuarios de
tatuagem/piercing
N&o 168 80,4
Sim 41 19,6
Historico de DST
Nao 195 93,3
Sim 14 6,7
Uso de drogas injetaveis
Nao' 209 100
Sim 0 0
Compartilhamento de
seringas/agulhas
Nao 209 100
Sim 0 0
Compartilhou utensilios como
alicate de unha
Nao 130 62,2
Sim 79 37,8
Uso de tatuagem/piercing
N&o 172 82,3
Sim 37 17,7

A prevaléncia do anti-HTLV-1/2 encontrada na populagcéo de gestantes foi

8,1% (17/209). Das 17 gestantes com sorologia reagente, apenas 15 retornaram

para a realizacdo da pesquisa do DNA viral pela PCR “in house”. Foram positivas

para o HTLV-1 60% (09/15) e todas apresentaram carga proviral quantificavel

com meédia de 3,17 £ 1,87 logio. N&o foi possivel observar nenhum achado clinico

compativel com PET/MAH — todas as gestantes encontravam-se assintomaticas,

conforme a tabela 03.
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Tabela 03. Caracteristicas relacionadas as gestantes assistidas pelo Programa
Saude da Familia, segundo a positividade para o anti-HTLV. Penedo, Alagoas,
2013.

ANti-HTLV 1/2 , ,
Variavel Positivo Negativo RP*  IC 95%° P
N % N %

Faixa etaria
< 18 anos’ 0 0 20 100 1
De 18 a 28 anos 12 10,2 106 89,8 ----
De 29 a 39 anos 5 74 63 926 -1
> 40 anos 0 © 3 100 ---*
Grau de escolaridade
Analfabeto® 2 8 23 92 1
o o 3 7,3 38 92,7 0,91 0,11 - 1,000
1°a 4°ano 852
50 2 9° ano 7 9,1 70 90,9 1,15 0,20 — 1,000
8,66
. e 1 3 32 97 0,36 0,01 - 0,572
Ensino médio incompleto 5 55
. . 3 103 26 89,7 0,88 0,08 — 1,000
Ensino médio completo 979
Superior completo 1 25 3 75 3,13 0,36 — 0,370
26,99
Estado civil
Solteira* 9 123 64 877 1
3 6,1 46 93,9 0,46 0,09 — 0,357
Casada 202
. 5 6,4 73 93,6 0,49 0,13 - 0,330
Unido Consensual 170
Separada 0 © 9 100 ---*
Foi amamentada
N&o* 11 62 25 806 1
Sim 6 19,4 167 93,8 0,27 0,09 — 0,124
1,92
Teve mae de leite
N&o* 13 75 160 925 1
Sim 4 11,1 32 889 154 0,39 — 0,502
5,53
Amamenta ou j4 amamentou
N&o" 6 71 79 929 1
Sim 11 89 113 91,1 1,28 0,42 — 0,831
4,09
Nimero de parceiros nos ultimos seis
meses
1* 16 7.9 187 92 1
2-4 1 167 5 833 2,34 0,33 - 0,402
14,45
Histdrico de sexo com usuarios de drogas
N&o" 13 78 153 922 1
Sim 4 9,3 39 90,7 1,21 0,31 - 0,756
4,29
Historico de sexo com usuarios de
tatuagem/piercing
N&o* 15 89 153 91,1 1
Sim 2 49 39 951 0,52 0,08 — 0,534
2,55

Compartilha utensilios como alicate de
unha
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Nao' 8 6,1 123 939 1

Sim 9 115 69 885 201 067- 0,259
6,03

Uso de tatuagem/piercing

Nao* 13 76 159 924 1

Sim 4 10,8 23 89,2 213 053- 0,257
7,87

! Grupo de referéncia, 2RP: Razdo de prevaléncia, 31C 95%: Intervalo de confianca,
* RP indefinido.

4. DISCUSSAO

A soroprevaléncia do HTLV 1/2 encontrada neste estudo foi bem superior
aos relatos anteriores'®!**8 Este valor pode estar relacionado as caracteristicas
pertinentes ao local de estudo. Penedo é uma cidade de origem quilombola,
portanto, com forte influéncia africana. Em afro-descendentes no Brasil Central foi
relatada prevaléncia de 0,5%". Além disso, a diferenca na prevaléncia pode ser
decorrente das condigbes socioeconOmicas, falta de informacdo sobre a
transmissao viral e 0 ndo uso do preservativo.

A maior frequéncia de casos com sorologia positiva encontrou-se na faixa

etaria com media de 23 anos, corroborando com outros trabalhos®*®

, Cuja media
de idade foi de 27 anos. Por outro lado, houve relato de uma maior frequéncia
naqueles com faixa etaria superior a 50 anos®’. Este dado pode ter varias
explicagbes como soroconversao tardia de infecgdo adquirida mais cedo na vida,
vida sexual mais ativa, maior exposicao sexual com parceiros contaminados e

21,22

alteracdo no epitélio vaginal, principalmente apds a menopausa e por fatores

hormonais'®%.
O baixo nivel socioeconémico acompanhado do baixo grau de escolaridade
também esta associado & infeccdo pelo HTLV**?*. Grande parte das gestantes

infectadas eram do 5° ao 9° ano, que por sua vez suporta a teoria que 0s
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individuos ndo detentores do conhecimento apresentam maior grau de
vulnerabilidade as infeccdes, corroborando com outros autores*>*3,

E indiscutivel a associacéo existente entre aleitamento materno e infec¢ao
pelo HTLV, esta é a principal via de transmissdo. E bastante frequente, em
algumas regides do pais, a pratica do aleitamento cruzado como manifestacéo
solidaria entre as maes, fator que implica na disseminacdo do HTLV na
comunidade®. No presente estudo, 178 das 209 gestantes afirmaram terem sido
amamentadas, e destas, 7,3% (13/178) encontravam-se infectadas pelo virus.
Provavelmente o aleitamento materno tenha sido a fonte de infeccdo nessas
gestantes, uma vez que este virus exibe grande capacidade de instalar-se em
células glandulares, inclusive em células mamarias®. Adicionalmente, durante a
amamentacdo ocorre a passagem de diversas células, inclusive linfocitos
infectados. Diversos autores tém demonstrado que o periodo de amamentacao
superior a seis meses aumenta a chance de a infeccéo acontecer'®?’. No entanto,
em nossa pesquisa nao foi possivel verificar o periodo em que cada gestante foi
amamentada. Embora grande parte das gestantes tenha afirmado ter sido
amamentada, quando interrogadas ndo sabiam ou ndo lembravam o periodo de
amamentagao.

O inicio cada vez mais precoce da vida sexual pode sugerir um risco
adicional para se adquirir doencas de transmissdo sexual. Embora a literatura
aponte que ter multiplos parceiros sexuais ao longo da vida ou ter uma relacao
estavel com um dos parceiros soropositivo esteja associado a transmissao do
HTLV?*?* tal fato n&o foi observado em nossa casuistica. A maioria das gestantes

positivas se relacionou apenas com um parceiro nos ultimos seis meses.
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Portanto, a provavel via de transmissdo do HTLV-1/2 pode ter sido pelo
aleitamento, uma vez que todas tinham sido amamentadas.

Na populacdo de gestantes HTLV-1/2 positivas ndo houve relato de:
historico de transplante de 6rgaos, histérico de DSTs, uso de drogas injetaveis e
compartilhamento de agulhas contaminadas. Entretanto, as variaveis comumente
relacionadas a transmissdo do HTLV como: sexo com usuario de drogas, uso de
tatuagem/piercing, historico de transfusdo de sangue, ter sido amamentada, ter
tido mae de leite, nimero de parceiros e compartilhamento de alicates de unhas
nao constituiram fatores de risco para infeccdo pelo HTLV-1/2 na populacdo
estudada.

Embora nédo tenha havido associacdo estatisticamente significante entre as
variaveis pesquisadas, chamamos atencao para dois fatos importantes: o primeiro
pelo alto percentual de gestantes infectadas pelo HTLV; e segundo o namero de
gestacdo de cada uma delas, ou seja : trés na segunda e trés na terceira
gestacéao.

Todas as gestantes envolvidas na pesquisa receberam as devidas
orientacbes sobre a infeccdo pelo HTLV, inclusive sobre a suspensdo do
aleitamento materno no caso de infec¢ao confirmada.

Os dados obtidos demonstram que a triagem sorolégica para infecgéo pelo
HTLV 1/2 constitui uma importante ferramenta no controle da disseminacéo do
virus entre as gestantes, alertando para a confirmacao da infec¢éo e prevenindo a
transmisséo vertical pela amamentacéo.
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ANEXOS

ANEXO A

UNIVERSIDADE EST SAUDE DE ALA

Transto 1d 7060 de 28 de nezerbro de 2

COMITE DE ETICAE CEP/UNCISAL
Rua Jorge ge Lima 113, Trapic @ Barra
Cep 57.010.30C - Maceio-AL

Protocolo N® 1610

Titulo: “Quantificacdo da carga proviral e andlise da mutagdo da regido tax do HTLV-1 em
pacientes com paraparesia espastica tropical/mielopatia (PET/MAH) e portadores
assintomaticos atendidos em Maceid/Al”

Pesquisador Responsavel: Erlon Oliveira dos Santos

Maceid, 29 de julho de 2011

Sr(@). Pesquisador(a),

Conforme deliberagdo em plenaria ordinaria do CEP/UNCISAL ocorrida no dia 29/07/11
foi de consenso a aprovagdo do protocolo n® 1610, intitulado: “Quantificacio da carga
proviral e analise da mutagdo da regido tax do HTLV-1 em pacientes com paraparesia
espdstica tropical/mielopatia (PET/MAH) e portadores assintomaticos atendidos em
Macei6/Al”, podendo a pesquisa ser iniciada.

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execugao
do experimento, manter o CEP informado através dc envio a cada sels meses, de relatorio
consubstanciado acerca da pesquisa, seu desenvolvimento, bem como qualquer alteracao,

problema ou interrupgao da mesma.

Atenciosamente,

Seordanador do CERPAINCISA

cep-uncisaliwhotmail.com - tel: (82) 3313-6787
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ANEXO B

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE ALAGOAS - UNCISAL
Transformada pela lei n° 6.660 de 28 de dezembro de 2005
Campus Governador Lamenha Filho

Rua Jorge de Lima 113, Trapiche da Barra,
Cep 57.010.300 ~ Maceié-AL.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UNCISAL

Macei6, 06 de margo de 2013

|- IDENTIFICACAO:

PROTOCOLO - 1875

TEMA: “Infecgo pelo virus linfotropico de células T de humanos (HTLV) em gestantes acompanhadas pelo programa
Saude da Familia em Penedo-Al".

Pesquisador Principal: Erlon Oliveira dos Santos

Data de Entrada: 26/04/2012

Sr(®). Pesquisador(®),

Conforme deliberagao em plenaria ordinria do CEP/UNCISAL ocorrida no dia 06/03/2013 foi de consenso a
APROVAGAO do protocolo n® 1875 intitulado: “Infecéo pelo virus linfotropico de celulas T de humanos (HTLV) em
gestantes acompanhadas pelo programa Satde da Familia em Penedo-A", podendo a pesquisa ser iniciada.

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execugédo do experimento,
manter o CEP informado através do envio a cada seis meses, de relatorio consubstanciado acerca da pesquisa, seu
desenvolvimento, bem como qualquer alteragéo, problema cu interrupgéo da mesma.

Atenciosamente, . /}
£

N

\/
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ACCEPTANCE: The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the
research and its significance to our readership. Except where otherwise stated, manuscripts are
peer reviewed by anonymous reviewers and the Editor. The Editorial Board reserves the right to
refuse any material for publication and advises that authors should retain copies of submitted
manuscripts and correspondence as material cannot be returned. Final acceptance or rejection
rests with the Editorial Board.

SUBMISSION OF MANUSCRIPTS: All articles submitted to the Journal must comply with these
instructions. Failure to do so will result in return of the manuscript and possible delay in publication.
Where contributions are judged as acceptable for publication on the basis of scientific content, the
Editor or the Publisher reserve the right to modify typescripts to eliminate ambiguity and repetition
and improve communication between author and reader. If extensive alterations are required, the
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ONLINE GUIDELINES - If possible, authors should visit the Wiley-Blackwell websites for authors
athttp://authorservices.wiley.com/bauthor/journal.asp which detail further information on the
preparation and submission of articles and figures.

PROOFS - Notification of the URL from where to download a PDF (Portable Document Format)
typeset page proof, associated forms and further instructions will be sent by email to the
corresponding author. Alterations to the text and figures (other than the essential correction of
errors) are unacceptable at proof stage and authors may be charged for excessive alterations. The
proof should be checked, and approval to publish the article should be emailed to the Publisher
within 3 days of receipt. Authors should supply an email address to which the notification can be
emailed. If absent, authors should arrange for a colleague to access their email, retrieve the PDF
page proof and check and return them to the publisher on their behalf.
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ANEXO D

J AMERICAM
‘ SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY

Todas as submissdes ao JCM deve ser feita por via electrOnica através da apresentacdo e
JournalPress (EJP) online e sistema de revisdo por pares na seguinte
URL: http://icm.msubmit.net . (Inscricdes por e-mail ndo sera aceito.) Primeiro tempo 0s usuarios
devem criar uma conta de Autor, que pode ser usado para enviar a todos os periddicos
ASM. Instru¢es para criar uma conta Autor estdo disponiveis na URL acima através da "ajuda
para os autores de" link e passo-a-passo as instru¢des para submeter um manuscrito através EJP
também estao disponiveis através do mesmo link na tela de login ou no pagina titular da conta em
casa. Informacgdes sobre os tipos de arquivo aceitaveis para envio eletrdnico pode ser encontrado
sob os Arquivos titulo na ajuda para a tela autores.

O estilo editorial de revistas ASM esta em conformidade com o Manual de Estilo da ASM para
Revistas (Sociedade Americana de Microbiologia, 2013, in-house documento) e Como Escrever e
Publicar um Livro Cientifico , 6 2 ed.(Greenwood Press, Westport, CT, 2006), tal como interpretado
e modificado pelos editores e do Departamento de Revistas ASM.

Os editores e as revistas Departamento reserva o privilégio de edicdo de manuscritos para se
conformar com as convencgles estilisticas estabelecidas nas referidas publicacdes e nestas
instrucoes.

Apés a recepgdo da ASM, um manuscrito aceito passa por um processo automatizado preediting,
limpeza e marcacdo especifica para o tipo de artigo especifico. Para otimizar esse processo, 0s
manuscritos devem ser fornecidos no formato correto e com as se¢des apropriadas e titulos.

Digite cada porcao do manuscrito em espac¢o duplo (minimo de 6 mm entre linhas), incluindo
legendas das figuras, notas de rodapé da tabela, e Referéncias, e nUmero de todas as paginas em
sequéncia, incluindo o resumo, legendas de figuras e tabelas. Coloque os dois Ultimos itens apés
a secdo de Referéncias. Paginas do manuscrito deve ter nimeros de linhas continuas e nimeros
de pagina. Artigos sem numeros de linha e de pagina serdo devolvidos aos autores para a
prestacdo de informacgfes antes do processamento. O tamanho da fonte ndo deve ser menor do
que 12 pontos. Recomenda-se que o0s seguintes conjuntos de caracteres ser facilmente
distinguivel no manuscrito: o algarismo zero (0) e a letra "oh" (O), o numeral 1 (um), a letra "el" (1),
e o "olho" carta (I), e um sinal de multiplicacdo (x) ea letra (x) "ex.". N&o criar simbolos como
gréficos ou usar fontes especiais que sédo externos ao seu programa de processamento de texto,
use o "inserir simbolo" da fun¢éo. Defina o tamanho da pagina para 8,5 por 11 polegadas (21,6 ca.
por 28 cm). ltalico todas as palavras que devem aparecer em italico, e indicar caput-ins em
negrito.

Os manuscritos podem ser editorialmente rejeitados, sem revisdo, com base pobres Inglés
ou falta de conformidade com as normas estabelecidas nestas Instrucdes.

Autores que estdo inseguros sobre o uso adequado Inglés devem ter seus manuscritos verificados
por alguém proficiente no idioma Inglés ou contratar um servico de edigdo profissional idioma para
ajuda.

Full-length Papers &

Full-length papers incluir os elementos descritos na presente secgéo.

Titulo, correndo, titulo e assinatura . Cada manuscrito deve apresentar os resultados de um
estudo independente, coesa, assim, os titulos série numerada ndo sédo permitidas. Tenha cuidado
na composicdo de um titulo. Evite o arranjo titulo / legenda principal, frases completas, e artigos
desnecessérios. Na pégina titulo incluem o titulo, o titulo em execucdo (para ndo exceder 54
caracteres e espacos), o nhome de cada autor, o endereco do (s) instituicdo (6es) em que o
trabalho foi realizado, a afiliacao de cada autor, e uma nota de rodapé, indicando o endereco atual
(es) de qualquer autor (es) ndo mais na instituicdo onde o trabalho foi realizado. Coloque um sinal
de nimero (#) ap6s 0 nome do autor a quem perguntas sobre o papel deve ser dirigido (ver "nota
Correspondente” abaixo).

Nota correspondente . O endereco de e-mail para o autor correspondente deve ser incluido na
pagina de titulo do manuscrito. Esta informacao sera publicada no artigo como uma nota de
rodapé para facilitar a comunicacdo e vai ser usado para notificar o autor correspondente da
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disponibilidade de provas e, mais tarde, do arquivo PDF do artigo publicado. Nao mais do que dois
autores pode ser designado autores correspondentes.

Abstrato . Limitar o resumo de 250 palavras ou menos e concisa resumir o contetudo béasico do
papel, sem apresentar extensas detalhes experimentais. Evite abreviacGes e referéncias, e nao
incluem diagramas. Quando é essencial incluir uma referéncia, use o mesmo formato como
mostrado para a secao de Referéncias mas omitir o titulo do artigo. Concluir o abstrato com uma
declaracdo sumaria. Como o resumo sera publicado separadamente, abstraindo servicos, deve
ser completa e compreensivel, sem referéncia ao texto.

Introducdo . A introducdo deve fornecer informacédo suficiente para permitir que o leitor a
compreender e avaliar os resultados do presente estudo, sem se referir a publicac6es anteriores
sobre o tema. A introdugdo também deve fornecer a hipétese de que foi requerido ou a justificativa
para o presente estudo. Escolha referéncias cuidadosamente para fornecer o fundo mais saliente
do que uma revisdo exaustiva do tema.

Materiais e Métodos . Os Materiais e Métodos deve incluir informacao técnica suficiente para
permitir que as experiéncias de ser repetido. As fontes de todas as midias (ou seja, nome e
localizagéo do fabricante) ou componentes de uma nova formulagéo deve ser fornecido. Quando
as condi¢8es de centrifugacao sao criticos, dar informacdes suficientes para permitir que um outro
investigador para repetir o procedimento: fazer de centrifuga, o modelo de rotor, a temperatura, o
tempo a uma velocidade maxima, e a forca centrifuga (x g , em vez de rotacdes por minuto). Para
materiais comumente utilizados e métodos (por exemplo, meios de comunicacdo e determinacgfes
de concentracdo de proteina), uma referéncia simples ou produto especificamente recomendado
ou procedimento é suficiente. Se varios métodos alternativos sédo geralmente usados, é Util para
identificar o método resumidamente, bem como para citar a referéncia. Por exemplo, é preferivel
para o estado "As células foram desconjuntadas por tratamento de ultra-sons como descrito
anteriormente (9)", em vez de para o estado "As células foram quebradas, como descrito
anteriormente (9)." Isso permite que o leitor a avaliar o método sem uma constante referéncia as
publicacdes anteriores. Descreva novos métodos completamente, e dar fontes de produtos
quimicos incomuns, reagentes, equipamentos, ou cepas microbianas. Quando um grande numero
de estirpes microbianas ou mutantes sao utilizados em um estudo, incluem tabelas que identificam
as fontes imediata (isto €, as fontes de quem as estirpes foram obtidas) e as propriedades das
estirpes, mutantes, bacteriéfagos, e plasmideos, etc

Um método ou deformacdo, etc, utilizado em apenas uma das véarias experiéncias relatadas no
papel pode ser descrito na seccao de resultados ou muito rapidamente (uma ou duas frases) em
nota de rodapé da tabela ou legenda da figura. Espera-se que as fontes de quem as estirpes
foram obtidas seréo identificados.

Resultados. Na secc¢éo de resultados, incluem a razdo ou desenho dos experimentos, bem como
os resultados; reserva ampla interpretacdo dos resultados para a sec¢éo Discussdo. Apresentar
os resultados como concisa quanto possivel em um dos seguintes: texto, uma tabela (s) ou figura
(s). Evite o uso prolongado de graficos para apresentar dados que poderia ser mais concisa
apresentados no texto ou tabelas. Por exemplo, excepto em casos excepcionais, duplo-reciprocos
parcelas usado para determinar aparentes K m valores ndo devem ser apresentados na forma de
graficos, em vez disso, os valores devem ser indicados no texto. Da mesma forma, graficos que
ilustram outros métodos comumente utilizados para obter constantes cinéticas ou fisica (por
exemplo, viscosidade reduzida lotes e terrenos utilizados para determinar a velocidade de
sedimentagdo) ndo precisam ser mostrados, exceto em circunstancias incomuns. Todos os dados
tabulares devem ser acompanhadas por qualquer desvio padrdo ou erro padrdo das médias. O
numero de determinac@es repetidas (ou animais) utilizados para fazer tais calculos devem também
ser incluidos. Todas as afirmacgdes relativas a significancia das diferencas observadas devem ser
acompanhados de valores de probabilidade dada entre paréntesis. O procedimento estatistico
utilizado deve ser declarado em Materiais e Métodos. llustracbes de limite (particularmente
fotomicrografias e micrografia eletrbnica) para os que sao absolutamente necessarias para
mostrar os achados experimentais. Enumere as figuras e tabelas na ordem em que séo citadas no
texto, e ndo se esqueca de citar todas as figuras e tabelas.

Discusséo . A sesséo de discussdo deve fornecer uma interpretacdo dos resultados em relagéo
ao trabalho publicado anteriormente e para o sistema experimental na mao. Ndo deve conter
repeticdo extensa da secdo de resultados ou reiteracdo da introducdo. Em artigos curtos, os
Resultados e Discussao podem ser combinados.

Agradecimentos. A fonte de qualquer apoio financeiro recebido para o trabalho a ser publicado
deve ser indicado na secdo Agradecimentos. (Sera assumido que a auséncia de tal
reconhecimento € uma declaracdo dos autores de que nenhum apoio foi recebido). O formato
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usual é a seguinte: "Este trabalho foi apoiado pelo Servico de Saude Publica concessao CA-01234
do Instituto Nacional do Cancer "

Reconhecimento de assisténcia pessoal deve ser dada como um paragrafo separado, como deve
quaisquer declaracées negando endosso ou aprovacédo das opinides refletidas no papel ou de um
produto nele mencionados.

Apéndices. Apéndices que contém material adicional para auxiliar o leitor séo permitidas. Titulos,
autores, e secbes de referéncia que sao distintas das do artigo primario nao sdo permitidos. Se
nao é praticavel para listar o autor (es) do apéndice na assinatura ou indicados nesta se¢édo do
artigo primario, reescrever o apéndice de modo que ela pode ser considerada para a publicacao
como um artigo independente, quer de papel de comprimento completo ou de curto -Forma
(anteriormente) Nota estilo. Equacdes, tabelas e figuras devem ser marcados com a letra "A"
antes do numero para distingui-las das citadas no corpo principal do texto.

Referéncias =
A partir de janeiro de 2013, ASM adotou o sistema de citagdo sequiéncia de referéncias em que as
referéncias sdo citados em ordem numérica em que aparecem no texto (ASM ndo usa mais o
sistema de citacdo de nome com uma lista de referéncias em ordem alfabética). Por exemplo, a
primeira referéncia citada em um artigo € numerado 1 e listados em primeiro lugar nas
Referéncias. Além disso, o0 ASM nédo permite mais a abreviacao de linhas de autor em entradas na
sec¢do de Referéncias; "et al." Ndo pode ser usado no lugar de qualquer autor, independentemente
do ndmero.
(I) Referéncias listados na secdo de Referéncias. A secao Referéncias devem incluir todos os
artigos de revistas (impressa e online), livros e capitulos de livros (impressos e online), patentes,
teses e dissertacdes, anais de conferéncias publicados, reunidos resumos publicados livros de
resumos ou suplementos de revistas, letras (para o editor), e da empresa de publicacdes, bem
como artigos em revistas de imprensa, capitulos de livros e livros (titulo da publicagdo deve ser
fornecido). As referéncias devem ser citadas em ordem numérica em que aparecem no texto
(citacdo de sequéncia do sistema). Fornecer os nomes de todos os autores para cada
referéncia, como a linha de autor ndo sera abreviado e "et al." ndo ser4 utilizado . Todas as
referéncias listadas devem ser citadas entre parénteses, em numero no texto. Desde titulo e
informacao assinatura que € baixado da PubMed nem sempre mostra acentos, italico, ou
caracteres especiais, 0s autores devem consultar os arquivos PDF ou versdes impressas dos
artigos e incorporar as correcdes necessarias no manuscrito submetido. Abreviar nomes revista de
acordo com obanco de dados PubMed Revistas (National Library of Medicine, National
Institutes of Health), a principal fonte para o estilo ASM.
Seguir os estilos mostrados nos exemplos abaixo para referéncias de impresséo.
1. Caserta E, Haemig HAH, Manias DA, Tomsic J, Grundy FJ, Henkin TM, Dunny

GM. 2012. In vivo e in vitro em analise de regulacdo do promotor responsivo a

feromonas prgQ pela proteina de receptor PrgX pheromone. J. Bacteriol. 194:3386-

3394.

2. Falagas ME, Kasiakou SK.2006.Uso de unidades internacionais, quando a
administragdo de colistina vai ajudar confusdo relacionada a diminuicdo varias
formulac6es da droga em todo o mundo. Antimicrob. Agents Chemother. 50: 2274-
2275. (Letter.)

3. {"Carta" ou "Carta ao Editor" é permitido, mas ndo obrigatério, no final de tal
inscricéo.}

4. Cox CS, Brown BR, Smith JC. J. Genet, no prelo * {O titulo do artigo & opcional;
titulo da revista é obrigatéria.}.

5. da Costa MS, Nobre MF, Rainey FA. 2001. Género |. Thermus Brock e Freeze
1969, 295 AL , emend. Nobre, Truper e da Costa 1996b, 605, p. 404-414. Nos Em
Boone DR, RW Castenholz, GM Garrity (ed), manual de Bergey de Bacteriologia
sistematica, 2 2 ed, vol 1. Springer, New York, NY.

6. Stratagene. 2006. Sistema de isolamento de ADN de levedura: manual de
instrucdes. Stratagene, La Jolla, CA.{Use o0 nome da empresa como 0 autor se
nenhum é fornecido para uma publicacdo da empresa.}

7. Forman MS, Valsamakis A.2003.Coleta de amostras, transporte e
processamento: virologia, p 1227-1241. NaMurray PR, Bardo EJ, Pfaller MA,
Jorgensen JH, Yolken RH (ed), Manual de microbiologia clinica, 8 ed, Washington,
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
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DC.

Fitzgerald G, Shaw D. Em AE Waters (ed), Microbiologia Clinica, no prelo. EFH
Publishing Co,, Boston, MA. *  {Titulo  capitulo é  opcional.}

Garcia CO, Paira S, R Burgos, Molina J, Molina JF, Calvo C, Vega L, Jara LJ,
Garcia-Kutzbach A, Cuellar ML, Espinoza LR. 1996. Deteccao
de Salmonella DNA na membrana sinovial e liquido sinovial de pacientes da
América Latina, utlizando a reaccdo em cadeia da polimerase. Rheum
artrite. 39 (Suppl) : S185.{Resumo Reunido publicado em suplemento da revista.}

Smith D, Johnson C, Maier M, Maurer JJ. 2005. Distribuicdo de fimbrial, fagos e
plasmideos genes de viruléncia associados entre aves Salmonella

enterica serovars, abstr P-038, p 445, Abstr. Conhega general
105.Sou. Soc. Microbiol. Sociedade Americana de Microbiologia, em Washington,
DC. {Resumo titulo é opcional.}

Rotimi VO, Salako NAO, EM Mohaddas, Philip LP. 2005. Abstr Antimicrob Conf
45 Intersci. Agents Chemother., Abstr D-1658. {Resumo titulo € opcional.}

Verde PN, Hood D, Dow CS. 1984. Status taxondmico de algumas bactérias
metilotréficas, p 251-254. EmCrawford RL, Hanson RS (ed), o crescimento
microbiano em C 1 compostos. Anais do Simposio Internacional 4.Sociedade
Americana de Microbiologia, em Washington, DC.

O'Malley DR. 1998. Ph.D. tese. Universidade da Califérnia, Los Angeles,
CA. {Titulo é opcional.}

Odell JC. Abril de 1970. Processo para a cultura de lote. EUA patente
484363770. {Incluir o nome do item patenteado / processo, se possivel, 0 nUmero
de patentes é obrigatoria.}

Elder BL, Sharp SE. 2003. Cumitech 39, avaliacao de competéncias no laboratério
clinico. Coordenacéo ed, Sharp SE. ASM Press, Washington, DC.

* Uma referéncia a uma publicacdo em imprensa ASM deve indicar o nimero de controle (por
exemplo, JCM00577-13) se € um artigo de jornal ou 0 nome da publicacéo, se for um livro.

Somente online referéncias devem fornecer essencialmente a mesma informacdo que faz
referéncia a impressado fazer. Para artigos de jornal online, publicar ou revisdo datas podem
substituir o ano de publicagdo; uma URL DOI (preferencial) ou é necessario para artigos com
numeros de pagina nado tradicionais ou identificadores de artigo eletrdnico. Alguns exemplos a

seqguir.

Winnick S, Lucas do, Hartman AL, Toll D. 2005. Como melhorar o
cumprimento? Pediatria 115: E718-e724.

Smith FX, Merianos HJ, Brunger AT, Engelman DM. 2001. Residuos polares
conduzir associacdo de hélices transmembranares

polyleucine. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 98: 2250-2255. doi:
10.1073/pnas.041593698.

Dionne MS, Schneider DS. 2002. O rastreio do sistema imune fruitfly. Genome
Biol. 3: REVIEWS1010.http://genomebiology.com/2002/3/4/reviews/1010.

Gregory ST. 2 de setembro de 2009, data de postagem. Capitulo 2.5.4, base
estrutural para o mecanismo de decodificacdo. Na Bock A, et al (ed), ECOSAL-
Escherichia coli e Salmonella : biologia celular e molecular. ASM Press,
Washington, DC. http://www.ecosal.org/. {Note que cada capitulo tem sua prépria
data de postagem.}
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Nota: a data de postagem ou de adesdo é necessaria para qualquer referéncia on-line que é
periodicamente atualizado ou alterado.

(li) As referéncias citadas no texto . Referéncias a dados inéditos, manuscritos submetidos para
publicacdo, apresentacdes, conferéncias inéditas (por exemplo, um relatério ou cartaz que nao
apareceu em actas de conferéncias publicados), comunicacfes pessoais, pedidos de patentes e
patentes pendentes, software de computador, bancos de dados e sites deve ser feita entre
parénteses no texto da seguinte forma.

... resultados semelhantes (RB Layton e Weathers CC, dados néo publicados).
... Sistema foi utilizado (JL Mclnerney, AF Holden, e PN Brighton, submetido para publicag&o).

... como descrito previamente (MG Gordon e FL Rattner, apresentado no Simpdsio sobre
Fourth Microbiologia Alimentar, Overton, IL, 13 a 15 Junho de 1989). {Para resumos
nonpublished e cartazes, etc}

... este novo processo (VR Smoll, 20 de Junho de 1999, Australian Patent Office). {Para
aplicagbes ndo-americanos de patentes, dar a data da publicacdo do pedido.}

... disponivel na base de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/index.html).

... ABC usando software (versdo 2.2; Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual
[http://www.state.micro.edu]).
URLs para as empresas que produzem qualquer um dos produtos mencionados em seu estudo ou
para produtos que estdo sendo vendidos ndo podem ser incluidos no artigo. No entanto, URLs
empresa que permitem o0 acesso a dados cientificos relacionados ao estudo ou shareware
utilizados no estudo sé@o permitidos.
(lif) Referéncias relacionado com material suplementar . Referéncias que estédo relacionadas
apenas com material suplementar hospedado pela ASM ou publicado em um site pessoal /
institucional ndo devem ser listados na se¢do de Referéncias de um artigo; inclui-los com o
material suplementar em si.
(Iv) Referenciando aceita ASM (publicar-ahead-of-print) manuscritos . Citagbes de ASM
aceita manuscritos deve olhar como exemplo a seguir.
Wang GG, Pasillas MP, Kamps MP. 15 de maio de 2006. Transativagdo persistente por
MEIS1 substitui Hox funcdo em modelos leucemogénese mieldides: provas do co-ocupacao
de MEIS1-PBX e Hox-Pbx complexos aos promotores de leucemia genes
associados. Mol. Cell. Biol. doi: 10.1128/MCB.00586-06.

Outros jornais podem usar estilos diferentes para seus publish-frente-of-print manuscritos, mas as
entradas de citacio deve incluir as seguintes informacgfes: nome do autor (s), data de publicacéo,
titulo, titulo da revista, e volume e nimeros de pagina e / ou DOI. O seguinte é um exemplo:
Zhou FX, Merianos HJ, Brunger AT, Engelman DM. 13 de fevereiro de 2001, data de
postagem.Residuos polares conduzir associagcdo de hélices transmembranares
polyleucine. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA doi: 10.1073/pnas.041593698.



