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RESUMO

O presente estudo avaliou a ocorréncia da infec¢do pelo HTLV-1 e seus subtipos em amostras de sangue de pacientes com
diagndstico clinico de paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. A deteccdo da infecgdo pelo HTLV realizou-
se através de testes soroldgico e molecular. Cinco amostras estavam infectadas pelo HTLV-1 do subtipo Cosmopolita, subgrupo
Transcontinental. Os resultados obtidos confirmam a ocorréncia de infeccdo pelo HTLV-1 em pacientes com diagndstico
clinico de paraparesia espdstica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1em Belém, Pard.

Palavras-chaves: Paraparesia espdstica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1. Caracterizagdo molecular.

ABSTRACT

The present study evaluated the occurrence of HTLV-1 and its subtypes in blood samples of patients presenting symptoms of
tropical spastic paraparesis/HTLV-1 associated myelopathy. The detection of HTLV infection was performed by serological and
molecular assays. Five patients were infected by HTLV-1 of the Cosmopolitan subtype, subgroup Transcontinental. The results
confirm the occurrence of HTLV-1 infection among patients with clinical diagnosis of tropical spastic paraparesis/HTLV-1
associated myelopathy in Belém, Paré.

Key-words: Tropical spastic paraparesis/HTLV-1 associated myelopathy. Molecular characterization.

O virus linfotrdpico de células T humanas 1 (HTLV-1) é
um retrovirus associado a patologias humanas como
leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA) e
paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV
(PET/MAH)*. O HTLV-1 tem sido também associado a casos
de polimiosite, poliartrite e uveite!213141,

A paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao
HTLV (PET/MAH) é uma doenca desmielinizante cronica e
progressiva associada a infeccdo pelo HTLV-1 e que afeta
predominantemente a coluna vertebral. Relata-se que esta
doenca afeta entre 0,2 e 5% dos individuos infectados na
quarta década de vida’ .

Além disso, uma sindrome neuroldgica similar a PET/MAH
tem sido descrita em raros pacientes portadores da co-
infeccdo HIV-1/HTLV-2% e pelo menos um paciente infectado
com HTLV-2 ja& foi identificado com uma doenca
neurodegenerativa progressiva cronica clinicamente
indistinguivel de PET/MAH® 2.,

Embora a ocorréncia de PET/MAH seja elevada em
algumas areas geogréficas, até o presente momento sao raras
as informagOes acerca das caracteristicas moleculares do
HTLV-1 que possam justificar a ocorréncia de apenas 1 a 5%
dos individuos infectados apresentarem PET/MAH. Assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar o perfil
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molecular do HTLV-1 infectando pacientes apresentando
sintomas de PET/MAH atendidos no Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Para.

Dez pacientes apresentando distdrbios neuroldgicos,
atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto,
foram submetidos a exames neuroldgicos. Cinco tiveram
diagndstico clinico de disturbio neurodegenerativo tipico de PET/
MAH, de acordo com critérios clinicos estabelecidos pelo
Programa Nacional de DST e Aids do Ministério da Satde?.

Apds o diagnostico clinico, os pacientes foram
encaminhados ao Laboratério de Virologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard, onde
aliquotas de sangue foram coletadas em tubos contendo
EDTA, com posterior separagdo de plasma e de leucdcitos
(células mononucleadas do sangue periférico - PBMC), que
foram congelados a -20°C até 0 momento do uso.

Os soros foram testados para a presenca de anti-HTLV-1/2,
usando-se um ensaio imunoenzimatico, ELISA (HTLV-1/2 Ab-
Capture ELISA Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA).

A extragdo de DNA foi realizada, a partir de PBMC das
amostras sororreativas para anti-HTLV-1/2, usando-se o do
método de extracdo de DNA total, de acordo com o protocolo
da Puregene, Gentra Systems, Inc,USA.

A reacdo de amplificacdo génica foi efetuada em duas
etapas (nested PCR), para a amplificacdo de 159pb da regido
pX do DNA proviral do HTLV-1/2, seguida da digestdo
enzimatica com Tagl para a caracterizagdo do tipo viral®. O
subtipo viral foi determinado a partir das amostras
caracterizadas como HTLV-1 utilizando-se uma nested PCR e
0 sequienciamento 788pb do segmento 5°'LTR como descrito
previamente®.

Ap6s a purificagdo do produto da regido 5'LTR, o DNA
foi submetido ao seqiienciamento automatico usando-se 0
kit da ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing
(Perkin Elmer, USA) usando-se o equipamento ABI 373 DNA
Sequencer (Perkin Elmer, USA).

0O alinhamento das seqiéncias nucleotidicas da regido 5'LTR,
foi efetuada usando o programa Clustal X2, O grau de divergéncia
genética, a partir das sequiéncias obtidas e o padrdo do mapa de
restricdo foi determinado usando-se o programa BioEdit 5.09v4,
O perfil filogenético das cepas foi realizado por meio do método
de agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining - NJ) utilizando
0 modelo evolutivo de Kimura-2 parametros com o auxilio do
programa MEGA — Molecular Evolutionary Genetics Analysis
versdo 3.1°. Para testar a confiabilidade da anélise foram
utilizadas 1.000 réplicas de bootstrap.

Das 10 amostras de pacientes investigadas, apenas cinco
(50%) apresentaram sororeatividade para anti-HTLV-1/2. A
andlise de regido pX identificou a infeccdo pelo HTLV-1.
O seqiienciamento da regido 5°LTR caracterizou as cepas
como pertencentes ao subtipo Cosmopolita, subgrupo
Transcontinental (Figura 1).

Com a anélise das sequiéncias nucleotidicas foi possivel
verificar elevada similaridade entre as amostras e com
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Figura 1- Arvore filogenética mostrando as relagdes das cepas do virus
linfotrdpico de células T humanas descritas no presente trabalho
(TSP18323, DQ897682; TSP12481, DQ897683; TSP12705, DQ897684;
TSP12823, DQ897685 e TSP12827, DQ897686) com aquelas disponiveis
no GenBank. A arvore foi construida por meio do método de Neighbor-
Joining apds o alinhamento de 410 nucleotideos da regido 5°LTR. A
amostra Mel5 foi usada como grupo externo (outgroup). O suporte
estatistico foi efetuado por meio do uso de 1.000 réplicas de bootstrap.

amostras isoladas de pacientes assintomaticos, cujas
seqliéncias estdo descritas na literatura, ndo tendo sido
determinado qualquer padrdo molecular caracteristico
associado a PET/MAH. O mapa de restricdo das amostras,
obtido a partir da andlise das seqliéncias nucleotidicas,
demonstrou similaridade de 66,7% entre as mesmas.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam, por
métodos moleculares, a ocorréncia de infec¢do pelo HTLV-1 em
pacientes portadores de diagnéstico clinico de PET/MAH em
Belém (Pard) e corroboram achados sorol6gicos anteriores que
descreviam a associacdo da infeccdo pelo HTLV-1 com PET/MAH
na regido® e no Brasil* 3%,

A'identificacdo de todas as amostras como pertencentes
ao subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental, esta de
acordo com estudos anteriores que demonstram a maior
frequiéncia deste subtipo viral em pacientes com PET/MAH
no Brasil, o qual é predominante, também, em casos
assintomaticos®?°. Ademais, esse subgrupo tem sido o Unico
encontrado, até entdo, infectando individuos da area urbana
e rural do Estado do Paradl®®®, a excecdo de imigrantes
japoneses residentes em Tomé-Acu, onde o subgrupo Japonés
também foi encontrado®.
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Este subgrupo viral foi, também, encontrado em pacientes
chilenos com PET/MAH®, o que corrobora estudos anteriores
que relatam que a maioria das cepas de HTLV-1 isoladas da
América do Sul pertence ao subgrupo Transcontinental®! %,

As comparac@es das sequiéncias nucleotidicas da regido
5’LTR e do mapa de restri¢do entre as amostras com PET/
MAH e entre estas com cepas isoladas de pacientes
assintomaticos descritos na literatura, revelou elevada
similaridade ndo havendo diferencas significativas que
possam justificar a patogenicidade do virus e, o fato de que
apenas 0,2 a 5% dos individuos infectados desenvolvem a
PET/MAH" %, Contudo, somente um estudo envolvendo um
numero maior de individuos com diagndstico desta patologia
poderd confirmar ou ndo essa hipdtese.
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