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TRABALHO (5)

NOME: Vanda Claudia Baktazar Mesguita
TRABALHC: Prevalencia do HTLV em Lactantes

NOTA: SETE

APRESENTACAO: Muito bem apresentado.

INTRODUCAQ :

RESUMO:

MATERIAL E

RESULTADOS:

DISCUSKAD:

CONCLUSAO:

SUMMARY :

-Ha um trabalho muito longo sobre o HTLV I/II.

-Pena que nao tenha felto uma introducao sobre o tema,
discorrendo sobre a infeccao nas lactantes,dque viesse
a jawtificar o trabalho...

Somente no fim da introducac(pg 11),toca muito de
leve no assunto. ..

Muito resumido

Reflete o trabalho

METQODOS:

Muito Bom Material

Nao gostei da descricao feita dos Metodos de Exame.

Refletem bem o trabalho.

Perdeu a oportunidade de fazer os mesmos testes nas
criancas cujas maes deram resultado positivo !!!
Tambem nao informou se lactantes positivas estam for-
necendo leite ao Banco de Leite e se as criancas que
receblam este leite foram examinadas para
estabelecimento de possivel contaminagao...

Na discussao a autora faz uma afirmacao que deveria
ter sido relatada na INTRODUCAOQ. :

"Considerando a transmissac vertical{mae/filho),a tri-
agem sorologica para HTLV se faz de grande importancia
nos centros de acompanhamento pre-natal.ALEM DO CONHE-
CIMENTO DA SOROPREVALENCIA PARA HTLV EM MBUHERES,A.

@ U EBRA DA CADEIA DE TRANSMISSAQC ATRAVESE DP
LEITE E DE GRANDE VALIA *“ '

Ora este assunto devia ter sido relatado na introducao

do trabalho,como sua principal justificativa... et
Nao obstante,na discussac néo afirma se o aleitamento
transmite ou nac o virus e delxa entrever que & cadeia |
de transmissao nao se faz se: a

"Maes com resultados positivos confirmados sao aconse-
lhadas que(?) a AMAMENTACAC NAO DEVERA SER CONTINUADA
APOS 30/DIAS POS-PARTO"

Este.sim,seria o grande tema da introducao...

Preclsa ser revista.

A conclusao a que o trabalho leva nao se refere "a pro-
posicac do trabalho. /

A importancia da pesquisa do HILV, nao e na popula%ao
feminina,mas sim NAS LACTANTES !!

Ainda gue reflita o trabalho,incide em IMPRECISAC,ao
afirmar: ' 'The confirmatory studies with the WESTERN-BLOT
didn "t SHOW the same prevalence”




BIBLIOGRAFIA:

E obrigatorio dizer qual prevalencia achou no WESTERN
BLOT.... !i!} z

Ainda que boa no que se refere ao HTLV de uma maneira

geral e pobre quanto ao assunto especificamente
estudado.

Somente as referencias no.44 e 50 tratam
egpecificamente do assunto em rauta.
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Prevaléncia do HTLV em lactantes

2 Vanda Claudia Baltazar Mesquita ¢

-~
RESUMO
Realizamos este estudo para avaliarmos a prevaléncia de HITLV em 215
4 lactantes do Banco de Leite Humano da Matemidade Escola Assis
- Chateubriand.
Utilizamos teste de triagem ELISA e confirmatério Western-Blot.
H_ Encontramos um parcentual de 1% para os testes ELISA e 0,5% para Western-
Bolt, resultados similares aos encontrados em oulras 4reas endémicas.
~—
.
"
™ ) Trabatho apresentado como requisito final do IX cureo de Especializagio em Hematologia ¢ Hentoterapia.
B ) Farmacéutica Bioquimica da Miternidade Escola Assia Chateubriand e aluns do curso de Hematologia s Hemotorapia.
=



INTRODUCAO

A infecgdio pelo virus HTLV-VII (Virus Linfotropico para células T Humanas)
tem despertado o interesse de pesquisadores em diversas partes do mundo, inclusive no
Brasil, que foi considerada uma das 4reas endémicas para a infecgdo.Apés a
constatagio da ocorréncia de ATL(leucemia de células T do adulto) e TSP(Paraparesia
Tropical Espistica) entre as doengas hematoldgicas e neuroldgicas disgnosticadas
através de alguns grupos de pesquisa, e como as vias de contigio sdo idénticas aquelas
do HIV(Virus da Imonudeficidncia Humana), os estudos em Bancos de Sangue
justificaram a incorporagdo de testes de triagem sorologica obrigatoria atraves da
portaria 1376 de 19 de novembro de 1993.

\Q virus HTLV-I/I1; é um virus que tem tropismo pelo linfdcito T, maduro com
expressio de CD4, esta incluido na familia do retrovirus “C”(10), que possui 6 subtipos
isolados. Todos tém além do tropisme pelo linfocito T e expressdo CD4, organizagio
geménica semelhante e potencial para provocar desordens morfolégicas e funcionais nas
células infectadas. Dependendo do mecanismo de agressdio, esses retrovirus sdo
classificados em dois grupos: 1- Os que provocam proliftragio celular,
HTLVIILSTLV-I (Virus da Leucemia de Células dos Simios) € 2- o5 que provocam
morte celular, HIV-1, HIV-II, SIV-I(Simeon Immunodeficiency Virus).(ref. 14,15,23)

Ainda dentro da familia dos retrovirus que provocam proliferagiio celular, como
j4 foi citado anteriormente, temos o HTLV/II isolado apartir de células de um paciente
portador de Tricoleucemia, embora nio tenha sido implicado diretamente na etiologia
de qualquer patologia, acredita-se que tenha alta prevaléncia nas sindromes
linfoproliferativas de usudrios de drogas injetédveis ¢ acredita-se que esteja umplicado na

etiologia de algumas doengas de pele.(10,24).



Este virus possui,uma transcrigio do R.N.A feita no sentido contrario RN.A —
D.N.A (4cido ribonucleico para acido desoxiribonucleico), antes que o genoma viral
seja incorporado ao genoma do Hospedeiro ¢ se inicie a replicagdo viral.Essa
importante passagem inversa depende de uma enzima viral chamada Transcriptase
Reversa(TR), uma vez que o virus penetra na célula, a transcriptasé reversa comega o
processo de sintese de D.N.A a partir da matriz do R.N.A. Depois de sintetizadas, as
duas cadeias de D.N.A penetram no Nucleo que se integram ao genoma do hospedeiro
tommando-se imreversivel. Neste estado @rovﬁus), o genoma viral permanece
“latente”por longos periodos, mas por razdes ainda desconhecidas, ele continua a sua

replicagdo e produz novas particulas virais.(13)

O cliclo de replicagdo do virus IITLV-I, ¢ idéntico para os demais retrovirus,
trés genes principais codificam para o grupo de genes associados, GaG(Gliprotein
Antigen), para Transcriptase Reversa ou Polimerase(Pol), para as proteinas de

envolope(env) ¢ X necessdrio 4 replicagio.

O gene GaG, codifica as proitefnas pl9, p24 ¢ plS5, relacionadas
respectivamente com Mairiz(pl9), o capsideo(p24) e o nucleotideo(pi5). No gene Poi,
situam-se os sinais para produgdio da Transcriptase Reversa(p93), e a produgdo da
integrase(IN) viral.0 envelope(env) codifica as proteinas do envelope Gp46 e Gp2l. A
Gp46 ¢é proteina de superficie e tem fungiio de ligar o virus ao receptor celular ¢ a
Gp21, que é proteina fransmembranal, participa dos processos acima que tem possivel

papel imunodepressor.

Ogene X, codifica trés proteinas, que s3o; Tax(p40x), Rex(p27x} e p21x. As
duas primeiras sdo proteinas nucleares e a Gltima citoplasmatica. No processo de
integragdo do genoma viral P as células, formam-se também terminagGes longas

repetidas(LTR), que contém sinais importantes para transcrigiio e replicacio.(13,23,24)

Q HTLV-], foi o primeiro retrovirus a ser descoberto recentemente,em 1980,
porém esta descoberta passou quase desapercebida por ser relativamente estivel e de
baixo contagio, mas com a descoberta do HIV(Virus da Imunodeficiéncia Humana), em
1993, os retrovirus passaram a ter imprtincia mundial, por conta dessas infecgbes

VIrais.



A leucemia de células T em adultos(ALT), foi descrita pela primeira vez em

1970 no Japdo e seu agente caudal isolado foi isolado em 1980.(15,38,46)

O HTLV-I é endémico no Japdo, Caribe, Africa, América central e América do
Sul (04,05,45,46). Estas diferentes areas de endemicidade estio assossiadas com as
diversas rotas de migragio humana.(Estreito de Bering, Oceano Atlintico, Polinésia ou
Australia, Oceano Pacifico).(21,22,54)

Por ter esta distribuigio comopolita, 0 HTLV-I, acredita-se ser o mais
prevalente de todos os virus do mundo e a Africa ser a mais enddmica regifio, onde mais

de 10 milhes de habitantes podem ser soro positivos.

Epidemiologicamente a infecgfio pelo HTL V-], caracteriza-se por agrupamentos
“cluster”da infecgfio em diferentes regides geograficas do mundo, aumento da soro

prevaléncia com a idade e soroprevaléncia mais elevada em mutheres.(01,32,35,43)

Por ser uma doenga nova os escassos estudos da incidéncia do HTLV-I na
populagio geral, flutua por volta de 1%, onde a incidéncia do HTLV-I maior de 18,9%
de soropositividade entre conjuges e filhos, isto fortalece a idéia de que relagles sexuais
¢ amamentagdio sio os mais importantes, 28,8% para tfransfusGes sangiuneas. O
predominio de mulheres sobre os homens 2:1, mas para desenvolver a enfermidade os
homens s3o mais precoces (dez anos a diferenga), onde a idade média para homens ¢ de
40,5 anos ¢ para mulheres 50,3 anos, para desenvolver a doenca a idade média 47,2
anos.(08)

Estudos realizados no Brasil mostram que as doengas associadas ao HTLV-]
existern em fodos estados brasileiros.(39,41). E a soroprevaléncia na regidio Amazobnica,
tem sido de 3,6% a 38%, dependendo do grupo de nativos brasileiros estudados(30,27).
Do ponto de vista transfusional existe uma prevaléncia muito alta na Bahia 1,35% ¢
uma soroprevaléncia geral de 0,41%6(16,20). Constatou-se¢ que em Sdo Paulo, numa
comunidade de imigrantes japoneses de Okinawa, a prevaléncia é de 10%. No estado do
Rio de Janeiro, em homossexuais, prostitutas e hemofilicos, o percentual fica em tomo
de 6,8%. Nos estados de R.J ¢ Ceard a prevaléncia em populagBes normais estd e

torno de 0,5%(09,26,28,37), sendo o nordeste considerado o local de maior prevaléncia



do HTLV-IL em estudos realizados até o momento(Comunicado Oral Pombo Oliveira -
1995).

Simpésios internacionais realizados no R.J » 5.P ¢ Pernambuco em 1992, 1993,
e 1994 foram apresentados dados da prevaléncia do HTLV-VII entre doadores de
sangue(0,15 a 1,3%), pacientes politransfudidos(10 a 18%), pacientes com doengas
linfoproliferativas(7 a 21%) e pacientes com neuropatias(24 a 54%). Demonstrou-se
que esta infecciio atinge niveis varidveis dependendo da regido do pais.(32)

Pela prépria biologia do virus o tempo entre a exposigio, infecgio e
sintomologia ¢ muito longo, pois alguns individuos infectados ao nascimento somente

apresentaram soroconversio apds a terceira década de vida(02,15,25).

E possivel que o risco de desenvolvimento de doengas associadas ao HTLV-I/11,
possa ser diferente de acordo com o modo de transmisssio do virus e como nio hi uma

terapia estabelecida até o momento,.a maneira mais eficiente de eliminarmos a doenga é

romper a via da transmiss#o.(40)
Os virus podem ser transmitidos :
Por via sexual(transmissfio horizontal;
Por transfusfio de sangue e hemoderivados contaminados;
Por via materno-fetal(transmissio vertical);
Por via perental (agulhas e seringas contaminadas com o virus HTLV-I)

Essa vias de transmissdo s3o semelhantes a transmissdo do HIV(Virus da

Imunodeficiéncia Humana), devido a sua biologia ser estritamente associada as
células.(48)

A chance de infecglio pelas vias acima citadas é também varidvel Relagiio
sexual homem/mulher 61%, num periodo de 10 anos, mulher/homem 0,3%, transfusio
de sangue 60%(18).

Nenhum caso de infeccio foi identificado através de saliva,ldgrima ou pelo

simples contato fisico.(40)



O HTLV-I esta diretamente implicado na génese de algumas patologias, denire
clas a Leucemia de Células T Adulto(LTA), a parapresia espistica Tropical(PET),
Polimiosites, uveites e ouiras.(03,17,33,34,36,47,51,52,53)

Os fatores que determina as diversas formas de apresentagio clinica da infecgdio

pelo HTL V-], permanecem desconhecidas(33).

Estudos mostram que até o momento, de¢ todas as pessoas infectadas 5%
desenvolverio LTA ou PET, enquanto 95% restantes evoluirdio com outras formas de
manifestagio de infecgdo viral, como é o caso dos portadores sios e aqueles que

incluem com a forma “Smoldering’’(latente).(49)

As provas sorologicas de detecglio da infecgéio sho subdivididas em provas de

triagem (rastreamento) € provas confirmatorias. Os testes mais importantes sfio;
- Aglutinagdo de particulas de Litex ou Gelatina;
- ELISA ou EIA(Enzime Linked Innnunosorbea:;t Assay);
- Imunoflorescéncia Direta (IF);
- Radioimunoprecipitagio em Gel de Policrilamida (RIPA/PAG) e
- Imunoblot ou Western blot (WE).
Os dois primeiros testes sfo de triagem e os trés tllimos confirmatorios.

Com os resultados observados em doadores de sangue, surgiu o nosso interesse
de pesquisar a prevaléncia da infecgfio em lactantes, jd que esta via de transmissio tem
sido considerada importante na histéria epidemioldgica de individuos que

desenvolveram formas clinicas de infecgao.



MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 215 amostras de sangue de lactantes , que compareceram ao
Banco de Leite Humano da Maternidade Escola Assis Chateubriand (BLH/MEAC), no
periodo de julho & novembro de 1994,

Apo6s uma palestra ministrada s lactantes sobre a importincia epidemioldgica
do estudo, is voluntarias que aceitaram participar do estudo, era preenchida uma folha
de registro, de acordo com as normas do Grupo Brasileiro para Estudo do HTLV-I (ver
anexo I).Em seguida eram encaminhadas ao Laboratéric de Andlises Clinicas da
MEAC para coleta de material. De acordo com o protocolo estabelecido, eram colhidos
3ml de sangue de veia periférica, por técnica 4 vacuo em tubos sem anti-coagulante. O
soro separado apds a retragiio total do codgulo, era armazenado em 2 aliquotas,

registrado em livro do Banco de Soros e congelado para uso posterior.

Realizamos o estudo soroldgico em duas etapas: a primeira etapa, a lriagem,
nela utilizamos o método ELISA(ABBOTT:90 amostras e EMBRABIO: 125 amostas)
segundo a técnica descrita pelo fornecedor, e a segunda efapa teste confirmatorio
WESTERN-BLOT (Cambridge Biotech).

Meétodo ELISA, é o ensaio de captagiio, consiste em revestir o fundo do orificio
com imunoglobina anti-humana, adicionando-se a seguir o soro do paciente.Caso os
anticorpos anti-HTLV-I/II estejam presentes no soro, ele irdo aderir 4 imunoglobina
anti-humana e a adigio de antigeno-HTLYV, seguida da adigio do anticotpo anti-HTLV-
I/II conjugado & enzima resultarfio em reagio colorimétrica positiva. Os testes ELISA
tém a mais simples melodologia ¢ sdo de execusio mais facil. Os ensaios por
competi¢io parecemn ser os mais usados, com menos possibilidade de falsos resultados

positivos em relagiio ao ensaio com antiglubolina.



Método Western-Blot(WB)

O primeiro passo na preparagio do método de WB ¢ o crescimento e
purificagiio do virus.O virus purificado se lisa'por meio de um detergente apropriado, sc
reduz e é tratado com Duodecyl Sulfaio. Este processo libera os peptideos individuais
do virus ¢ alarga ao maximo cada peptideo de tal modo que seu tamanho molecular seja
diretamente proporcional 2o seu peso molecular. O lisado tratado é centrifugado e
disposto em canaletas de gel poliacrilamida. A eleiroforese, entfio, separa as virias
proteinas segundo pesos moleculares e carga elétricas. Apds este procedimento, o gel &
colocado sobre uma folha de nitrocelulose ¢ as proteinas virais, por sua vez “borram”(to
blot) ¢ssa folha, com o emprege da eletroforese, novamente o soro do paciente entiio &
adicionado a folha de nitrocelulose e se estiverem presentes, anticorpos anti HTLV, eles

reagirio com os atigenos virais, Apds lavagem, imunoglobinas anti-humanas marcadas
sdo entdo acrescentadas e 0o WESTERN-BLOT das proteinas virais é visualizado, (fig I)
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RESULTADOS

Analizamos o sangue de 215 lactantes, do Banco de Leite Humano da MEAC,
realizando testes de triagem(ELISA) e confinmatorio (WESTEN-BLOT).

Na triagem sorolégica por ELISA(reagentes ABBOTT e EMBRABIO),
encontramos uma positividade em torno 1%, que representou 2 testes positivos nas 215

amostras analisad as(gréifico 01).

No grifico 02 estio representados os resultados do  teste
confirmatorio( WESTEN-BLOT), cujo indice de positividade ficou em 5%.

A faixa etaria das lactantes variou de 14 a 39 anos, com uma média de idade de

30,2 anos,estes resultados estio sintetizados no grafico 03.

Em relagio ao cardter racial, observamos uma predomindneia de paradas(67%o)

e fambém predominavam as nascidas em Fortaleza(grifico 04 e 05).

No grifico 06 , temos a distribuigio das lactantes por niumero de gestagdes. Das
215 lactantes estudadas, 194 eram primiparas, 16 tinham 2 filhos e 5 ticham entre 3 ¢ 5
fithos.

Observamos que enire as 215 lactantes, 6% cram doadoras do Bando de Leite,

estes resultados estdo descritos no grafico G7.

Comparamos os indices de positividade na triagem sorologica dos dois tipos de
reagentes (ABBOTT e EMBRABI®) nio observamos diferenga siginificativa (grafico
08).
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Planl0 Grafico 2
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Plant Grafico 3

DSTREUCAODAS LACTANTES FOR FAXAETARA




Plan 1 Grafico 4
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Plan 1 Grafico 5
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Plan4 Grifico 6

DISTRBUGAO DAS LACTANTES POR NIVEERO DE GESTAQCES
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Plan] Grafico 7
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Planl Grafico 8
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DISCUSSAO

Analisamos sorologicamente amostras de 215 lactantes do Banco de Leite
Humano da Maternidade Escola Assis Chateubriand (BLH/MEAC), afim de tragar um
perfil epidemiolégico de infecgiio pelo HTLV-I nessa populagio.

A maior dificuldade observada na coleta dos dados, foi o preenchimento de
inquérito epidemiologico, que foi feito diretamente pela pesquisadora devido ao baixo

indice cultural das pacientes estudadas.

Devido ao Programa de Incentivo ao Aleitamento Materno desenvolvido pela
MEAC, a frequéncia de aleitamento entre as lacantes chega a quase 100%, No entanto
o percentual de mies doadoras de Leite Humano s6 perfaz 6%.Varios estudos foram
realizados com lactantes e sua prole, mas nenhum levantamento epidemniologico de
infecgio pelo HTLV-I foi realizado especificamente dentro da populagio
acompanhadas em BLH , como o presente trabalho.(19)

Encontramos um indice de positividade em trono de 1% na triagem soirologica
pelo método ELISA, e que pela sua especificidade, sensibilidade ¢ facil manuscio

técnico , é considerado um bom método para triagem sorolégica.

Quando utilizamos o método confirmatdério de WESTEN-BLOT, obtivemos
uma positividade de 0,5%, resultado semelhante a literatura em estudos realizados em

areas endémicas como Africa, Japdo, Jamaica e América do Sul (4,3,7,29).

Nosso percentual de 0,5% (1/215), confirmado pelo WESTEN-BLOT(um
Gnico caso), trata-se de uma lactante, 18 anos, primipara que se encontrava no segundo
més pos-parto.Serd encaminhado ao prontudrio este resultado e o pedido de

encaminhamento desta paciente para o ambulatério de HTLV em funcionamento no

HEMOCE.



Murphy, Sarin ¢ Manns, afirmaram em seus estudos que a faixa etdria de maior
prevaléncia em mutheres para desenvolvimento de doencas relacionadas ao
HTLV(ATL,PET/HAM), situa-se entre 30 e 40 anos(08,31,35).

Utilizaos para triagem soroldgica diferentes conjumntos de reagentes, devido a
problemas de disponibilidade de material (EMBRABIO ¢ ABBOTT), no entanto nio
observamos na nossa pesquisa diferengas significativas entre eles.

Para o este confirmatério, optamos pelo WESTERN-BLOT, por ser o mais
utilizado pelo Grupo de Estudos para 0 HTLV no Brasil. Apenas um amosira foi
posisitva para aproteinas p21, p24, p19 ¢ Gp46, sendo recomendado, além da repetigio
pelo WESTERN-BLOT com uma nova amostra apos decorrido 06 meses, recorrer a
outras técnicas e maior especificidade, como o PCR (Cadeia de Reaglio Polimerase).
Também ¢é aconselhado que seja estudado familiares como mie, filhos e

conjuges.(06,12,42)

Considerando a transmissfio vertical (mie/filho), a triagem sorol6gica para
HTLV se faz de grande imprtincia nos centros de acompanhamento pré-natal. Além do
conhecimento da soroprevaléncia para HLTV em mulheres,a quebra de cadeia de

transmissdo através da amamentaciio ¢ de grande valia.(40)

Mies com resultados  positivos confirmados, sdo aconselhadas que a
amamentagiio nfo deverd continuar apés 30/40 dias pds parto, aproximadamente,
quebrando assim a cadeia de transmissio através do leite(15,44,50).

Ainda em relagiio a quebra da cadeia de transmissdo, os casos positivos deveréo

ser esclarecidos sobre a transmissdo por via sexual e aconselhado o wuso de

preservativos.



CONCLUSAQ

Analisou-se a prevaléncia do HTLV em 215 lactantes do MEAC, no periodo de

julho a novembro de 1994,

O resultado obtido no presente trabalho, foi de 0,5% de positividade (ELISA ¢
WESTERN-BLOT) pra HTLV.

Considerando a transmissio vertical (mie/filho) e a transmissao horizontal (via sexual),

concluimos que é de grande valia a pesquisa do HTLV na populagiio feminina.



SUMMARY

In the study we draw an epidemiologic profile of the infection by HTLV-L on

pacients who are breast feeding and attend the Maternidade Escola Assis Cheteubriand
Human Milk Bank,

We found a prevalence of 1% when we used the Elisa method, a similar result

to that found in other endemic areas was found. The confirmatory studies with the
WESTERN-BLOT didn’t show the same prevalence.
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PESQUISA MEAC/HEMOCE,

Ficha de acompanhamento n°:

N° do Prontuario: Data da Coleta:
Nome:

Endereco:

Cidade: C.E.P:
Telefone para contato:

Local de Nascimento:Cidade: Estado:
Idade: N° de Gestagdes:

Carater Racial: N° de filhos vivos:
Amamentou anteriormente? { ) Sim ( )Nio
Quantos filhos amamentou?

Doadora do Banco de Leite: () Sim { )Nio
Observagdes ¢ Resultados:

ELISA:( )positivo ( )negativo
WESTERN-BLOT:{ )positivo ( negativo

(Anexo - 1)



MESQUITA, Vanda Cldudia Baltazar

Prevaléneta do HTLV em lactantes/Vanda Claudia Baltazar Mesquita - Fortaleza:
UFC/1995.

P.: 35 Tabelas:8
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