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. RESUMO

Titulo: ESTUDO DOS DETERMINANTES DE RISCO PARA A INFECCAO PELO
HTLV EM DOADORES DE SANGUE DO ESTADO DA BAHIA E CARACTERIZACAO
GENOTIPICA DOS ISOLADOS VIRAIS. Objetivo: determinar os fatores de risco associados
a infeccdo pelo HTLV em doadores de sangue do Estado da Bahia e caracterizar

genotipicamente os isolados virais. Desenho do Estudo: Caso-controle. Material e métodos:

504 doadores com teste sorolégico de triagem positivo (total de doacbes = 104.835,
prevaléncia ndo confirmada de 0,48%) foram convidados por carta (X 2) e contato telefénico.
154 (33,1%) compareceram para o teste confirmatério (Western Blot [WB]), dos quais 139
foram positivos (91,9%). 99 dos 139 consentiram em participar do estudo (casos). 194
doadores com teste sorolégico de triagem negativo participaram como controles. Foram
obtidas informa¢cbes de ordem demografica, socioeconémica, educacional e relativas ao
comportamento sexual através de um questionario padronizado aplicado por um Unico
entrevistador. Isolados virais de 23 doadores foram sequenciados e analisados
filogeneticamente. Resultados: A analise multivariada revelou que sexo feminino (OR=3,8),
baixa renda familiar (OR=3,4), DST prévia (OR=6,1), uso inconstante de preservativo
(OR=4,7) e numero de parceiros durante a vida (OR=9,3) séo fatores de risco independentes
para infeccdo pelo HTLV-1. Observamos diferencas significativas de comportamento sexual
entre homens e mulheres. Todos os isolados virais analisados pertenceram ao subgrupo
transcontinental, subgrupo cosmopolita. Pela primeira vez foi observado um isolado da Africa
do Sul inserido no grupamento latino-americano principal. Conclusédo: Os fatores de risco
identificados confirmam achados prévios de outros estudos. Os nossos achados sugerem
gue a principal via de transmissdo de HTLV-1 na Bahia seja a sexual, e que as mulheres
estdo em uma posicéo de vulnerabilidade. A analise filogenética demonstrou que a Africa do
Sul pode ter contribuido na introducdo do HTLV-1 no Brasil. Observamos uma importante
gueda na prevaléncia da infec¢do pelo HTLV-1 em doadores de sangue no nosso Estado na

ultima década.



Il. INTRODUCAO

A infeccdo pelo HTLV-1 (sigla referente a Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1)
deve ser vista como um problema de saude publica, apesar da patogenicidade relativamente
baixa deste retrovirus quando comparada a do HIV. Estimativas sugerem que 20 milhdes de
pessoas em todo o mundo sejam portadores do HTLV-1, com algumas areas
reconhecidamente tendo prevaléncias bastante elevadas. O Brasil € considerado um pais
onde a infeccéo pelo HTLV-1 é endémica, ainda que a prevaléncia seja relativamente baixa
guando comparado a paises como Japdo e Jamaica. Apesar disso, em funcdo das suas
dimensbes continentais o Brasil pode albergar o maior nimero absoluto de individuos
infectados pelo HTLV-1.

A cidade de Salvador se destaca como sendo uma das cidades brasileiras de maior
prevaléncia dessa infeccdo, possivelmente em funcdo do grande numero de africanos
trazidos no periodo do trafico de escravos. Considerando-se a prevaléncia de infeccdo pelo
HTLV-1 na cidade de Salvador, que € de 1,8%, pode-se estimar que existam entre 40.000 e
50.000 pessoas infectadas. Considerando também que cerca de 5% desses individuos (entre
2.000 e 2.500 pessoas) desenvolverao doencas com elevadas taxas de mortalidade (p. ex.
leucemia linfoma de células T do adulto) e de morbidade (p. ex., mielopatia associada ao
HTLV-1), e que os pacientes sao acometidos usualmente nas suas fases de vida mais
produtivas, o problema da infeccédo pelo HTLV-1 provavelmente tem relevancia local.

Entre doadores de sangue as evidéncias mais recentes revelam uma significativa
heterogeneidade na prevaléncia de HTLV-1 nas diferentes regifes do pais, observagao que
ainda carece de explicagdes conclusivas. Além disso, 0s niumeros mais recentes apontam
para uma reducdo gradativa da prevaléncia geral, cujas razdes ainda sdo meramente
especulativas, tais como a criagdo do COAS e o efeito dilucional causado pela exclusao
definitiva dos doadores infectados. Apesar da tendéncia a queda na prevaléncia, Salvador
ainda continua entre as cidades com uma das maiores prevaléncias de infecgdo pelo HLTV-
1.

Varios fatores de risco para a infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de sangue tém sido

descritos. Na maioria dos estudos essa infec¢cdo tem sido associada a baixos indicadores



socioecondmicos (baixa escolaridade, baixa renda, etc.) e a certas caracteristicas de
comportamento sexual (nUmero de parceiros sexuais, uso inconstante de preservativos
durante as relacfes sexuais, relagbes sexuais com individuos procedentes de areas
endémicas para infeccdo pelo HTLV-1, etc.). Além desses fatores de risco "universais",
estudos revelam uma importante heterogeneidade dos determinantes de risco para infeccao
pelo HTLV-1, mesmo para regides geograficamente proximas. Em virtude dessa
caracteristica, estudos para identificacdo de determinantes de risco para infec¢éo pelo HTLV-
1 sdo necessérios, particularmente em localidades onde a prevaléncia da infec¢do é
considerada elevada.

Apesar dos inumeros estudos epidemiolégicos sobre a infeccdo pelo HTLV-1 na
cidade de Salvador, a origem dessa infeccdo entre nds ainda é incerta. Em funcdo da
extraordindria estabilidade genética desse retrovirus, parcialmente explicada pelo fato de a
replicacdo proviral ser decorrente da expansdo clonal das células infectadas ao invés da
replicacdo do virus por transcricdo reversa, a analise filogenética do HTLV-1 tem sido
utilizada como uma importante ferramenta no estudo da origem e da disseminacdo da
infeccéao.

Andlises filogenéticas de isolados virais e de haplotipos da B” globina da populacdo
geral da cidade de Salvador sugerem uma possivel origem da regido sul do continente
africano para as cepas circulantes na nossa cidade. A andalise de um nimero adicional de
isolados virais pode revelar evidéncia adicional reforcando essa hipotese. Além disso, as
informacéo obtidas com o sequenciamento da regido LTR, que é o local onde se encontram
as regides promotoras da transcricdo viral, podem ser Uteis na identificacdo de sequéncias
"patogénicas" ao se fazer a correlacdo com a evolucéo clinica dos individuos dos quais os

isolados foram obtidos e sequenciados.



lIl. REVISAO DA LITERATURA

[1l.A. Historico.

A descoberta do virus linfotrépico de células T humanas tipo | (HTLV-I) esté ligada a
uma epidemia de leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) ocorrida no Japdo na
década de 70 (UCHIYAMA, 1977; TAKATSUKI, 1977), o que levou subsequentemente ao
isolamento de um antigeno viral, denominado MT-1 (HINUMA, 1981). Anticorpos contra este
antigeno foram encontrados no soro de todos os 44 pacientes portadores de ATLL
estudados, e em 32 de 40 pacientes com outros linfomas de células T, os quais tinham
guadro clinico bastante semelhante ao dos pacientes com ATLL, porém sem evidéncia de
células leucémicas circulantes (HINUMA, 1981).

Paralelamente a essas descobertas no Jap&o, um grupo de pesquisadores do Instituto
Nacional de Saude dos Estados Unidos identificou um retrovirus em uma linhagem celular
(HUT102) oriunda de um paciente com micose fungoide, que mais tarde descobriu-se ser
portador de leucemia de células T do adulto (POIESZ, 1980). Subsequentemente descobriu-
se que o retrovirus que no Japdo foi inicialmente identificado como virus da leucemia de
células T do adulto (ATLV, adult T-cell leukemia virus), e que nos Estados Unidos foi
chamado de HTLV-1, eram idénticos. A partir de entdo, o primeiro retrovirus humano descrito
passou a ser chamado de HTLV-1 (WATANABE, 1984). Na mesma época em que era
descoberto o HTLV-1, Kalyanaraman descrevia o HTLV-2, isolado de uma linhagem de
células T estabelecida em um paciente com leucemia de células pilosas (KALYANARAMAN,
1982).

[11.B. Morfologia do HTLV.

As particulas virais (ou virions) do/HTLV sao esféricas e medem cerca de 100 a 140
nm de diametro. Cada virion tem um nucleocapsideo icosaédrico central com diametro 80 a
100 nm, circundado por um envelope circular (Figura 1). Um unico complexo proteico esta
presente na superficie do virion, consistindo de duas subunidades proteicas glicosiladas: a
proteina de superficie (SU) denominada gp21 e a proteina transmembrana (TM) denominada
gp46. 0 core interno e constituido de trés proteinas: proteina do nucleocapsideo (NC) ou p19,
do capsideo (CA) ou p24 e da matriz (MA) ou pl15. Nesse core, um RNA dimérico (35S cada



fita) de 8-9 kb (kilobases) esta empacotado junto com outras proteinas importantes no
desenvolvimento do papel catalitico antes do cicio de' replica'<;ao viral: a transcriptase
reversa, a integrase e a protease ou RNAse H. De acordo com o seu aspecto atraves da
microscopia eletrénica, o HTLV tem morfologia do tipo C: possui ndcleo eletrodenso central,
e extracelular e brota da membrana das células do hospedeiro (WONG-STAAL, 1985;
SALEMI, 1999).

gp 46

integrase : - gp 21
< p19

p24

sSRNA,

p10 protease

Transcriptase

Proteinas do MHC Reversa (p55)

Figura 1. Estrutura do virion do HTLV.

[1l.C. Estrutura genética do HTLV

O HTLV tem um genoma de contendo quatro genes codificantes: gag (grupo
antigénico), pol (polimerase), env (envelope) e tax/rex (transativador/regulador da expressao)
(FEUER, 2005). 0 genoma e flanqueado por sequencias nao-codificantes: uma sequencia
Unica nas extremidades 5' e 3', chamadas respectivamente de U5 e U3, as quais por sua vez
flanqueiam uma pequena sequencia repetitiva em ambas as extremidades, chamada R
(Figura 2).

Um tRNA-prolina (pro-tRNA) proximo de cada extremidade 5' do RNA e usado como
iniciador para sintese do DNA. Na forma proviral, 0 genoma viral possui duas repeti90es
denominadas "long terminal repeats" (LTR), dentro das quais estdo contidas as sequencias



U3, R e U5, em ambas as extremidades do DNA proviral. Durante a transcricdo trés RNAmM
séo produzidos: o RNAm genémico de 8,5 kb, transcrito da jun9ao U3-R na extremidade LTR
5' ate a juncdo R-U5 na extremidade LTR 3', que e traduzido nas proteinas Gag e Pol; o
RNAmM subgendmico de 4,2 kb (processado uma unica vez) que codifica as proteinas Env; 0
RNAm de 2,1 kb (duplamente processado) que codifica as proteinas reguladoras Tax e Rex

dos diferentes "open reading frames" (ORF).

HTLV-] | pol I x|

b e

[ e | (] 11|

B RUST—T—T—T—T— —— U3 R|US
HTLV-2 I pol | [v]

o] [ ev 11

O Il ]

U3| RjUST— . . | . U3 R|US

Figura 2. Organizacdo genémica do HTLV. Adaptado de Feuer e Green, Oncogene, 2005.

As duas regides LTR idénticas, localizadas nas extremidades 5' e 3' do genoma
proviral, contem sequéncias reguladoras que controlam a integracdo e a expressao proviral.
O LTR é a regidao mais divergente do genoma do HTLV e poucos trechos se mantem
conservados entre 0 HTLV-1 e o HTLV-2, incluindo elementos que sdo importantes para
expressdo dos genes virais. A regido LTR é a mais comumente explorada nos estudos de

sequenciamento e analise filogenética desses retrovirus.

A regido gag codifica as trés proteinas MA (da matriz), CA (do capsideo) e NC (do

nucleocapsideo), também denominadas pl9, p24 e pl5, respectivamente, de acordo com
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seus pesos moleculares. A protease viral e codificada por uma regidao no genoma do HTLV
pertencente a parte da regido gag-3' e parte da regido pol-5'. Essa protease e responsavel
pela clivagem das poliproteinas precursoras Gag, Gag-Pro e Gag-Pro-Pol, e por gerar a
protease madura pela atividade de auto-clivagem (NAM, 1988).

O gene pol do HTLV e inicialmente expresso como um precursor poliproteico Gag-Pro-
Pol. A regi&o pol codifica as proteinas transcriptase reversa, a RNAse H e a integrase, sendo
gue nenhuma delas foi ainda caracterizada com detalhes. O gene env codifica uma proteina
precursora que e clivada par proteases celulares, originando as proteinas maduras do
envelope viral: uma proteina de superficie chamada SU, de 46 kD, e uma transmembrana
chamada TM, de 21 kD, também conhecidas como gp46 e gp2l, respectivamente. A
principal funcdo da proteina precursora e se ligar ao recém-descoberto receptor de superficie
celular para 0 HTLV-1, iniciando a infecc¢éo viral (MANEL, 2005).

A regidao pX inicia-se no final do gene env. 0 pX proximal consiste de cerca de 600
nucleotideos contendo ORF (sigla referente a Open Reading Frame) diferentes, codificando
para proteinas auxiliares, cujas funcdes nédo sdo conhecidas (CIMINALE, 1995). A regido pX
distal codifica o segundo exon das duas proteinas reguladoras Tax e Rex. A proteina Tax do
HTLV-1 e uma fosfoproteina de 42 kD que funciona como um fator ativador transcricional,
gue promove a interacdo de fatores celulares com as sequencias potencializadoras
(enhancers) de 21 pb localizadas na regido LTR5' do genoma proviral (YOSHIDA, 2005). Tax
ativa a transcricdo de varios genes celulares, influenciando a ligacdo de fatores de
transcricdo celular ao DNA, incluindo genes codificantes de linfocinas, receptores de
linfocinas, moléculas de superficie celular e proto-oncogenes, nos diferentes passos da
transcricdo, alongamento e terminacédo (Figura 3) (YOSHIDA, 2005; FRANCHINI, 1995).
Outros mecanismos de atuacao das proteinas do gene tax parecem envolver interagdes com
0 gene supressor de tumor p53 (PISE-MASISON, 1998) além de ativacdo da molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1, sigla referente a intercellular adhesion molecule 1)
(UCHIYAMA, 1996).

O segundo gene regulador, o gene rex, é essencial para replicacdo viral. A proteina

Rex possui 27 kD, e sua funcédo consiste em induzir a expressdo dos RNAmM, bem como
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regular os niveis de expressdo das proteinas virais, desenvolvendo um papel importante
como modulador da transicdo da fase reguladora inicial para a fase produtiva do cicio de

replicacdo do HTLV-1

LTR Bag pal env pX LTR

R o m— i = —
A 4 .
! TF-- ':..J.I';—h Pol 3
' l>_H“'-hhhh"“‘-‘_‘m_/ F ty -
I
beme
[ ~1
R o -
k mRNA ,:1 ' Repression
I
Yermmmmm e m e e m—————— Tax K 'r?:l

Figura 3. Esquema ilustrativo da regulacédo da expressdo génica do HTLV-1 pelas proteinas

tax e rex.

[11.D. O receptor celular do HTLV.

Um dos mais intrigantes aspectos da infec¢do pelo HTLV-1/2, relacionado a natureza
do seu receptor celular, foi recentemente desvendado. Dentre as varias moléculas
exploradas como potenciais receptores celulares do HTLV-1/2, como tetraspaninas (PIQUE,
2000), VCAM-1 (sigla referente a vascular cell adhesion molecule 1) (HILDRETH, 1997),
ICAM-1 e ICAM-3 (DAENKE, 1999), e proteoglicanos de heparan sulfato (PINON, 2003),
evidéncias atuais sugerem que o GLUT-1, a principal molécula de transporte de glicose e
lactato através da membrana celular, seja o receptor celular de entrada do HTLV-1/2
(MANEL, 2003). Uma vez que o GLUT-1 € um transportador transmembrana de distribui¢cdo
universal no organismo, incluindo células endoteliais da barreira hemato-encefalica
(CORNFORD, 1994), varias células no olho (KUMAGAI, 1994) e células da glia

(VIRGINTINO, 1997), as implicacdes dessa descoberta sdo consideraveis com relacdo a
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expansdo do conhecimento da fisiopatologia das diferentes manifestacdes clinicas
relacionadas a infeccéo pelo HTLV-1 (MANEL, 2004).

[II.E. Subtipos de HTLV.

Os estudos filogenéticos tem possibilitado o agrupamento do HTLV-1 em seis
diferentes subtipos: la, ou Cosmopolita, espalhado em diferentes areas geogréficas do
mundo (MIURA, 1994); Ib, Africano central (HAHN, 1984); Ic, ou Melanésio, subtipo isolado
na Papua Nova Guiné e Australia (GESSAIN, 1993); Id, isolado de pigmeus da Republica
Central Africana, bem como de pacientes da Republica de Camardes e Gabdo (CHEN, 1995;
MBOUDJEKA, 1997); le e If, recentemente propostos como os isolados mais divergentes
representando novos subtipos, isolados de amostras de pigmeus no Congo e de um
individuo do Gabado (SALEMI, 1998). O subtipo cosmopolita ainda pode ser dividido em
diferentes subgrupos: transcontinental (A), japonés (B), oeste africano (C) e norte africano
(D) (MIURA, 1997; GASMI, 1994; VIDAL, 1994). Conforme sugerido pelos seus pr6prios
nomes, esses grupos filogenéticos e seus subgrupos s@o associados a origem geografica e

etnia dos portadores dos virus descritos originalmente.

lll.F. Epidemiologia da infec¢do pelo HTLV-1

O HTLV-1 e um retrovirus de distribuicdo mundial, com estimativas de que existam
entre 15 e 20 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (De THE, 1996; PROIETTI,
2005). Diferentemente da infec¢do pelo HIV, a infeccdo pelo HTLV-1 tem distribuicdo
desigual em varias partes do globo, com certas regifes tendo prevaléncia notoriamente mais
elevada (Figura 4). Em algumas ilhas do sudoeste do Japédo a prevaléncia de infectados na
populacdo geral pode chegar a 37% (HINUMA, 1982). A regido da Melanésia também e
considerada regido endémica, com soroprevaléncia de 14%, bem como certas ilhas do
Caribe, onde a prevaléncia varia de 5 a 8% da populacdo geral (YANAGIHARA, 1990;
MURPHY, 1991). A endemicidade da infeccdo pelo HTLV-1 se estende a alguns paises das
Américas Central e Latina, incluindo o Brasil. A soropositividade do HTLV-1, de acordo com
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estudos epidemiolégicos em paises caribenhos, aumenta significativamente com a idade, &
maior em mulheres, particularmente aquelas com nivel sécio-econémico menos privilegiado,

e correlaciona-se com transfuséo de sangue (MURPHY, 1996).

lll.F.1. Epidemiologia da infec¢éo pelo HTLV-1 no Brasil

No Brasil, os dados epidemiol6gicos da infeccdo pelo HTLV-1 sao relativamente
escassos, restritos quase exclusivamente a descricdo da prevaléncia em populacdes
especificas. Embora ndo tenha sido publicado ate o presente um estudo epidemiolégico com
metodologia adequada para estimar a prevaléncia da populacdo geral para todo o pais,
tomando-se como base os dados existentes de prevaléncia acredita-se que no Brasil haja
cerca de 2,5 milhdes de pessoas infectadas pelo HTLV-1. Essa cifra faz do Brasil o pais com
0 maior numero absoluto de individuos infectados pelo HTLV-1 em todo o mundo
(CARNEIRO-PROIETTI, 2002).

Figura 4. Distribuicdo global da prevaléncia de infec¢do pelo HTLV-1. Paises com infeccdo endémica (com
prevaléncia entre 1 e 5%) estdo representados em marrom escuro. Paises com prevaléncia menor do que 1% estdo
representados em laranja. (PROIETTI, 2005).

Os primeiros dados de prevaléncia de infeccdo pelo HTLV no nosso pais foram

publicados em 1996, quando 13% dos individuos de uma comunidade de residentes em
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Campo Grande (MS) tiveram evidencia soroldgica de infeccdo, a maioria dos quais
procedentes de Okinawa no Japao, regido de prevaléncia reconhecidamente elevada
(KITAGAWA, 1986). Numero idéntico foi encontrado entre homens residentes no Rio de
Janeiro portadores de HIV e que tinham disturbios de coagulacdo (CORTES, 1989). Nesse
mesmo estudo a prevaléncia de infeccao entre prostitutas da zona rural do estado do Rio de
Janeiro foi de 1%. Estudando individuos infectados pelo HIV na cidade de Santos, S&o
Paulo, Etzel e colaboradores. encontraram uma prevaléncia de co-infecgao pelo HTLV-1/2 de
6% (ETZEL, 2001), numero consideravelmente superior a 1,5%, encontrado por Casseb e
colaboradores em individuos infectados pelo HIV na cidade de Sdo Paulo (CASSEB, 1997).
Catalan-Soares e colaboradores reportaram prevaléncia de infeccdo por HTLV-1/2 de\ 1,6%
em detentos do presidio de Manhuacu, Minas Gerais (CATALAN-SOARES, 2000), enquanto
a prevaléncia de HTLV-1 entre presidiarios na cidade de Campinas 12%Jentre os detentos
com sorologia positiva e negativa para HIV, respectivamente (OSTI, 1998). A prevaléncia de
infeccdo pelo HTLV-1 em LSRICH, 2004).

Em funcdo da relacdo existente entre infeccdo pelo HTLV-1 e doenca neurolégica,
pacientes com neuropatias crénicas tem sido objeto de véarios estudos de soroprevaléncia de
infeccdo por esse retrovirus. Castro e colaboradores estudaram 16 pacientes com mielopatia
cronica de origem indeterminada e encontraram soropositividade para HTLV-1 em 37% doa
pacientes (CASTRO, 1989). Prevaléncia elevada também foi reportada por Gabbai e
colaboradores que estudaram 37 pacientes portadores de HAM/TSP (sigla referente a HTLV-
1-associated mielopathy | tropical spastic paraparesis), dos quais 11 (30%) se mostraram
soropositivos para HTLV-1 (GABBAI, 1993). Macedo e colaboradores estudaram 190
pacientes portadores de neuropatia crénica progressiva na cidade de Belém do Para. Quinze
individuos (7,9%) tiveram evidéncia sorolégica para infeccdo pelo HTLV-1/2 (MACEDO,
2004). O teste confirmatorio de Western Blot foi realizado em amostras de 14 desses
pacientes, dos quais 10 estavam infectados pelo HTLV-1 e 3 estavam infectados pelo HTLV-

2. Em 1 paciente o teste de Western Blot ndo foi capaz de identificar o tipo de HTLV.

Em um estudo multicéntrico de ambito nacional, Aradjo e colaboradores
demonstraram que as manifestagfes clinicas dos pacientes brasileiros portadores de
HAMITSP sdo muito semelhantes aquelas descritas em varias partes do mundo (ARAUJO,
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1998). Gomes e colaboradores reportaram prevaléncia de infecdo pelo HTLV-1 de 21% (67
de 322) em pacientes portadores de neuropatia crbnica (exceto causas vasculares,
traumaticas e tumorais) na cidade de Salvador. No subgrupo de pacientes com mielopatia
cronica a prevaléncia foi de 50% (52 de 104 pacientes) (GOMES, 1999).

A prevaléncia de infeccao pelo HTLV-1 também tem sido estudada em grupos de
pacientes com doencas hematoldgicas. Carneiro-Proietti e colaboradores estudaram 226
pacientes portadores de hemofilia tratados na Fundagdo Hemominas, em Belo Horizonte, e
encontraram 16 pacientes~ soropositivos pelo ELISA, sendo que apenas 11 tiveram a
infec9ao confirmada ap6s O teste do Western Blot (4,8%) (CARNEIRO-PROIETTI, 1998). A
prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 em pacientes hematolégicos no Rio de Janeiro,
reportada no segundo Simp6sio Internacional sobre HTLV-1, foi de 7,4% (MATUTES, 1994).
Contrariamente, nenhum dos 32 pacientes politransfundidos portadores de talassemia beta
estudados por Covas e colaboradores teve sorologia positiva para 0 HTLV-1/2 (COVAS,
1993). Pombo de Oliveira e colaboradores encontraram 43 pacientes soropositivos para o
HTLV-1 dentre 188 (23%) pacientes portadores de doencas de células T (POMBO DE
OLIVEIRA, 1995). Borducchi e colaboradores estudaram a soroprevaléncia de HTLV-1/2 em
66 familiares de 13 pacientes com leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL). Catorze
dos 66 tiveram sorologia positiva pelo Western Blot (21%), todos assintomaticos.
(BORDUCCH]I,1998).

[ll.F.2. Epidemiologia da infec¢éo pelo HTLV-1 na Bahia.

Dados de diferentes estudos indicam que ha uma significativa variacdo na prevaléncia
de infeccéo pelo HTLV no Estado da Bahia. Britto e colaboradores estudaram a prevaléncia
de infeccdo pelo HTLV-1 em amostras de 1.539 individuos procedentes de quatro cidades
situadas em diferentes regiées do Estado, escolhidas considerando caracteristicas historicas,
socioecondmicas e antropologicas (BRITTO, 1998). Quarenta e sete das 1.539 amostras

foram positivas para o teste pelo método ELISA (3,0%), mas apenas 5 dessas amostras
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foram positivas para o teste Western Blot (4 para HTLV-1; 1 para HTLV-1/2). A prevaléncia
confirmada foi, portanto, de 0,32%. As prevaléncias variaram de 0% na cidade de Prado
(extremo sui do Estado) a 0,7% na cidade de Jacobina (a cidade mais proxima de Salvador
dentre as cidades estudadas, localizada na regidao nordeste do Estado). Amostras de sete
individuos, todos residentes na cidade de Jacobina, foram indeterminadas para HTLV pelo
meétodo de Western Blot. Como essas amostras podem ter representado um estado de
soroconversao "em andamento”, a prevaléncia na cidade de Jacobina poderia ser elevada de
0,7% para 3,2% caso todos os indeterminados pudessem ser confirmados. Essa prevaléncia
seria significativamente maior do que nas outras cidades estudadas e se aproximaria
daquela observada em um estudo realizado previamente também na cidade de Jacobina,
onde a prevaléncia encontrada foi de 2,3% (MOREIRA JR, 1993).

Um estudo epidemiolégico de base populacional publicado recentemente permitiu
estimar a prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 na cidade de Salvador. (DOURADO, 2003)
Amostras de sangue de moradores de 3 areas "sentinelas" procedentes de 10 bacias
hidrograficas (total de 30 areas) foram analisadas para a presenca de infec¢do pelo HTLV-1
pelo método de ELISA, que foi repetido em duplicata, e subsequente confirmacdo pelo
Western Blot. Um total de 1385 pessoas (idades entre 1 e 89 anos; 42% homens) foram
randomicamente selecionadas, de um total de 68.749 habitantes dessas areas. A prevaléncia
geral de infeccéo foi de 1,8%. Quando analisado por sexo, a prevaléncia entre os homens foi
de 1,2%, enquanto que para as mulheres a prevaléncia foi de 2%. Observou-se uma relagéo
linear entre prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 e faixa etaria. Enquanto nenhum individuo
abaixo de 13 anos tinha evidencia sorologica de infeccdo pelo HTLV-1, a proporcdo de
infectados entre individuos acima de 50 anos era de 6,3% e 9,3%, respectivamente entre
homens e mulheres. Observou-se também uma relacdo inversa entre escolaridade e
prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1, embora sem significAncia estatistica no modelo
multivariado (DOURADO, 2003).

Na Bahia a epidemiologia da infeccdo pelo HTLV-1 também foi estudada em
populagdes especificas. No estudo de Gomes e colaboradores, ja& mencionado previamente,
322 pacientes com problemas neurolédgicos (excluidos os de causas vasculares, traumaticas

e tumorais) foram avaliados com relacdo a presenca de infec¢cdo pelo HTLV-1. Sessenta e
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oito pacientes tiveram o teste de Western Blot positivo para HTLV-1 (n =67) e HTLV-2 (n =1).
Quando comparados aos individuos nao infectados, os individuos infectados tinham idade
mais avancada e eram mais frequentemente do sexo feminino. N&o foram encontradas
diferengas com relagdo a racga, ao nivel de escolaridade e ao local de nascimento (GOMES,
1999).

Em estudo semelhante, Moreno Carvalho e colaboradores reportaram prevaléncia de
57% (16/28) em pacientes com mielopatia associada ao HTLV/paraparesia espastica tropical
(HAMITSP) na Bahia (MORENO- CARVALHO, 1992). Nesse estudo a prevaléncia de
infeccdo pelo HTLV-1 também foi maior em mulheres. Avaliando também pacientes com
HAM/TSP no estado da Bahia, Meireles e colaboradores reportaram soropositividade em
21% (9 de 43) dos pacientes (MEIRELES, 1992). Dos Santos e colaboradores analisaram a
prevaléncia de varias doencas de transmissao perinatal, incluindo HTLV-1. Dentre 1.024
mulheres submetidas aos testes sorolégicos, 14 mulheres tiveram resultados repetidamente
positivos pelo método de ELISA, mas apenas 9 (0,88%) tiveram o resultado do Western Blot
positivo (DOS SANTOS, 1995). Prevaléncia idéntica (0,84%) foi encontrada por Bittencourt e
colaboradores entre 6.754 mulheres atendidas na unidade de cuidados pré-natais de um dos
maiores hospitais-maternidade da rede publica do Estado da Bahia. (BITTENCOURT, 2001).

lIl.F.3. Fatores de risco para a infeccao pelo HTLV-1

Poucos estudos visando identificar os determinantes de risco para a infec¢ao pelo
HTLV-1 na populacdo geral foram reportados ate o presente momento. Em um dos primeiros
estudos com essa finalidade, Struver e colaboradores investigaram os fatores de risco para a
infeccdo pelo HTLV-1 em duas pequenas vilas geograficamente nao contiguas da cidade de
Miyazaki, Japao (STRUVER, 1992). Os autores observaram diferencas importantes nos
determinantes de risco nas duas vilas, apesar da proximidade geografica entre elas. O
comportamento dos determinantes de risco foi diferente mesmo em diferentes
"microrregides” dentro das proprias vilas. Os achados desse estudo sugerem que em
algumas localidades ocorre uma "microendemicidade"” da infeccdo pelo HTLV-1, o que pode
ter relacdo com uma possivel transmissao intra-familiar (STRUVER, 1992).
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Murphy e colaboradores reportaram os resultados de um estudo caso-controle na
Jamaica, envolvendo 201 individuos infectados pelo HTLV-1 e 225 individuos néo infectados.
Entre os homens apenas 0 numero de diferentes parceiras sexuais durante a vida foi
identificado como fator de risco independente para a infeccdo pelo HTLV-1. Entre as
mulheres, além do numero de diferentes parceiros sexuais durante a vida os autores
identificaram o uso de dispositivo intra-uterino (DIU) como fator de risco independente. Esse
achado Ihes permitiu levantar a hipotese de que alteragbes na mucosa uterina pela presenca
do DIU pudessem favorecer a infeccao pelo HTLV-1. Frery e colaboradores, através de um
estudo caso-controle pareado para idade e local de residéncia envolvendo 66 individuos
infectados pelo HTLV-1 e 91 individuos nado infectados na Martinica, identificaram como
fatores de risco independentes piores condi¢des sanitarias, obesidade e estado civil (vilvos,
divorciados ou separados). Houve associacdo também entre infec¢do pelo HTLV-1 e menor

escolaridade, embora sem significancia estatistica (FRERY, 1991).

Em um estudo descritivo recentemente apresentado na forma dissertacdo de
Mestrado, Moxot6 e colaboradores analisaram as caracteristicas sociodemograficas e
epidemiologicas de mulheres acompanhadas em ambulatério de ginecologia geral, divididas
em trés grupos: ndo infectadas pelo HTLV-1 (n =66), infectadas pelo HTLV-1 e
assintomaticas (n =37) e infectadas pelo HTLV-1 e sintomaticas (n =27). As principais
diferencas observadas entre 0os grupos, que se restringiram a menor escolaridade, estado
civil e média de idade, foram atribuidas ao grupo de mulheres infectadas e sintomaticas.
Comparado ao grupo das mulheres ndo infectadas e ao das mulheres infectadas e
assintomaticas, as mulheres infectadas e sintométicas tinham menor escolaridade
(proporgcéo de mulheres com menos de 8 anos de estudo respectivamente de 54%, 49% e
78% [p=0,05]), eram mais frequentemente vilvas (respectivamente 6,1%, 5,4% e 30% [p
=0,012]) e mais velhas (médias de idade respectivamente de 42,2 + 14,7 anos, 42,5 + 14,4
anos e 54,2 +12,7anos [p=0,01]). Comparando-se as mulheres nao infectadas com as
mulheres infectadas (sintomaticas e assintomaticas), observou-se entre as infectadas maior
proporgdo de iniciagdo sexual com idade inferior a 18 anos (70% contra 44%, p<0,001), de
pratica de sexo anal (57% contra 19%, p=0,025), de mulheres que tinham tido mais de trés
parceiros sexuais durante a vida (47% contra 12%, P < 0,001), e de mulheres com historia

prévia de transfusdo sanguinea (27% contra 7,7%, p < 0,001). A proporcao de mulheres com
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histéria prévia de DST também foi maior entre as infectadas (23% contra 10%), mas essa
diferenca nado foi estatisticamente significativa (p=0,08). Na analise de regressédo logistica
permaneceram como variaveis independentemente associadas com a infecgdo pelo HTLV-1
a historia de pratica de sexo anal (OR=2,7; 1C95% 1,0-7,0), transfusédo sanguinea prévia (OR
= 5,2, IC95% 1,6-17), numero de parceiros sexuais diferentes durante a vida (OR =6,2,
IC95% 2,3-17), bem como idade da iniciacdo sexual (OR =2,6, IC95% 1,1-6,1) (MOXOTO,
2005). Esses dados sugerem que as mulheres estejam sendo infectadas preferencialmente

pela via sexual, em decorréncia de praticas sexuais desprotegidas.

Como pode ser notado, ha uma substancial heterogeneidade de delineamento e
resultados dos estudos reportados ate o presente que visaram identificar os determinantes
de risco para a infeccdo pelo HTLV-1. Além disso, os resultados de estudos como o de
Struver e colaboradores sinalizam para a necessidade de se investigar os determinantes de
risco para a infec¢ao pelo HTLV-1 em localidades onde essa infeccéo é prevalente, mesmo
gue estudos semelhantes ja tenham sido realizados em regides geograficamente préximas,
uma vez que um perfil de fatores de risco diferente pode ser identificado. O Unico estudo de
fatores de risco para a infecgdo pelo HTLV-1 realizado em nosso meio (MOXOTO, 2005)
envolveu apenas mulheres, abrindo espaco para a realizacdo de estudos adicionais para
avaliar a associacao de caracteristicas epidemiolégicas e comportamentais de mulheres no
Nnosso meio, no intuito de confirmar a posi¢cdo de vulnerabilidade das mulheres a infeccéo
pelo HTLV-1.

[ll.F.4. Epidemiologia da Infecgéo pelo HTLV-1 em doadores de sangue.

Desde que uma das vias de transmissdo do HTLV-1 e a transfusdo de
hemocomponentes contaminados, a pesquisa desses virus e obrigatoria para rastreamento
de doadores de sangue infectados. Dados de soropositividade de HTLV-1 em doadores de
sangue tem mostrado nimeros bastante variados, dependendo da regidao estudada. Samdal

e colaboradores reportaram a inexisténcia de infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de sangue
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na Noruega, enquanto que apenas um doador, que era usuario de drogas, teve sorologia
positiva para HTLV-2 (SAMDAL, 1999). Na Franca, onde a triagem dos doadores de sangue
é feita desde 1989, a prevaléncia de infec¢do pelo HTLV-1/2 é de 0,0039% (COUROUCE,
1993). Em outros paises da Europa a prevaléncia de infec¢ao pelo HTLV-1/2 é similarmente
baixa: 0,002% na Holanda (ZAAIJER, 1994), 0,021% na Alemanha (SCHATZL, 1994),
0.002% na Suécia (ANDERSON, 1995), 0,0016% na Dinamarca (CHRISTIANSEN, 1995),
0,0026% na Espanha (SORIANO, 1995). Nos Estados Unidos as taxas de soroprevaléncia
tem variado entre 0,0016% e 0,0025% (FANG, 1990; BIANCO, 1990). No estado americano
do Novo México as taxas de prevaléncia (0,072%) foram consideravelmente mais elevadas
do que nos demais estados, com a peculiaridade de 90% das infeccGes serem relacionadas
ao HTLV-2. Esses achados foram atribuidos ao numero elevado de hispanicos e americanos
nativos entre os doadores de sangue (HJELLE, 1990). Em Buenos Aires, a prevaléncia de
soropositivos para HTLV-1 entre doadores de sangue e de 0,032% (GUTFRAIND, 1994). Na
Martinica Francesa esses numeros sdo da ordem de 0,4% de doadores soropositivos
confirmados (CESAIRE, 1999). Em Trinidade e Tobago a soroprevaléncia para HTLV-1 E DE
1,6% E 1,1%, respectivamente (DAISLEY, 1993). No Japao, Oguma e colaboradores
reportaram soropositividade para HTLV-1/2 entre doadores de sangue adolescentes de 1,2%
e 0,98%, respectivamente para homens e mulheres. A taxa de soropositividade para essa
mesma coorte de doadores se manteve estavel apds 8 anos de seguimento: 1,3% e 0,98%,
respectivamente para homens e mulheres (OGUMA, 1995).

No Brasil a triagem de doadores de sangue para a infeccdo pelo HTLV foi tornada
obrigatéria pela Portaria 1376 do Ministério da Saude, de 19 de novembro de 1993. A
soroprevaléncia de HTLV-1/2 entre doadores de sangue no nosso pais também é muito
variavel. Galvdo-Castro e colaboradores publicaram os dados de um estudo da prevaléncia
de infeccao pelo HTLV-1/2 em doadores de sangue de cinco cidades brasileiras no ano de
1993. (GALVAO-CASTRO, 1997) Dentre as cidades estudadas, Salvador foi a que
apresentou a maior prevaléncia de infeccdo (1,35%), sendo que a prevaléncia nas quatro
outras cidades oscilou entre 0 e 0,33%. Todos os doadores de Salvador estavam infectados
com o HTLV-1. Quando comparado aos Estados Unidos e paises da Europa, a
soroprevaléncia meédia entre doadores de sangue no Brasil € cerca de 20 a 100 vezes

superior.
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Por recomendacao do capitulo de HTLV da Sociedade Brasileira de Virologia, um
estudo seccional de ambito nacional foi conduzido envolvendo todos os bancos de sangue
da rede publica de derivados de sangue (CATALAN-SOARES, 2005). Entre janeiro de 1995
e dezembro de 2000, foram analisados dados de sorologia para HTLV-1/2 pelo método de
ELISA em 6.218.619 amostras de doadores de sangue dos 26 Estados da Federacdo mais o
Distrito Federal. Como apenas 11 dos 27 bancos de sangue tinham dados de sorologia pelo
método de Western Blot, apenas os dados sorologicos pelo método de ELISA foram
considerados. As prevaléncias globais para os anos de 1995, 1996, 1997, 1998, 1999 e 2000
foram, respectivamente, de 5,6%, 6,9%, 5,6%,4,3%, 4,1% e 3,5%, com uma prevaléncia
meédia no periodo estudado de 4,8%. O estudo revelou que ha uma grande heterogeneidade
nas taxas de prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1/2 no Brasil, que variou de 0,4/1000
doadores em Santa Catarina a 10/1000 doadores no Maranhdo (Figura 5). As maiores
prevaléncias foram observadas no Maranhdo, na Bahia, no Para e em Pernambuco: 10/1000,
9,4/1000, 9,1/1000 e 7,5/1000, respectivamente. Um dado adicional revelado por esse

estudo foi a tendéncia de queda na prevaléncia de infecgéo pelo Htlv-1/2 no Brasil.

lIl.F.5. Fatores de risco associados a infec¢do pelo HTLV-1 em doadores de sangue.

Enquanto os dados de soroprevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de
sangue sao largamente disponiveis, os estudos de determinantes de risco para a infeccdo
sd0 mais escassos. Em um dos primeiros relatos a explorar os determinantes de risco para
infeccdo pelo HTLV-1, Williams e colaboradores publicaram os resultados de um pequeno
estudo de caso-controle envolvendo 5 mulheres e 2 homens infectados. O Unico fator de
risco identificado nesse estudo foi contato sexual com habitantes de areas endémicas para
infeccdo pelo HTLV-1. Nesse estudo a prevaléncia de infeccdo pelo HTLV-1 foi de 0,025%
(10 individuos infectados dentre 39.898 doadores de sangue) (WILLIAMS, 1989).
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Figura 5 — Taxas de prevaléncia de infec¢éo pelo HTLV-I/Il em doadores de sangue dos 26 Estados da Unido e Distrito
Federal (resultados apenas do teste de rastreamento pelo método ELISA). Fonte: Catalan-Soares, 2005.
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Mais recentemente, Rouet e colaboradores reportaram um estudo de caso-controle
explorando varios fatores de risco associados com a infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de
sangue de Guadalupe, Guiana Francesa (ROUET, 2002). Cento e dois doadores
soropositivos para HTLV-1 foram comparados com 306 controles. Das 15 variaveis
estudadas, apenas 6 (anos de estudo < 9, raca negra, > 2 parceiros sexuais nos 3 anos que
precederam o estudo, idade da iniciacdo sexual, relato de DST e sorologia positiva para
Clamidia) permaneceram associadas a infeccdo pelo HTLV-1 de maneira estatisticamente

significativa na analise multivariada.

No Brasil também existem alguns dados sobre os determinantes de risco para a
infecgdo pelo HTLV-1/2 em doadores de sangue. Ferreira e colaboradores estudaram a
prevaléncia e os fatores de risco associados a infeccao pelo HTLV-1/2 em 17.063 doadores
de sangue de uma instituicdo privada no Estado de Séo Paulo. (FERREIRA, 1995) Trinta
doadores (0,2%) tiveram sorologia positiva para HTLV-1/2, dos quais 25 eram portadores de
HTLV-1. Os fatores de risco encontrados nesse estudo foram ascendéncia asiatica (OR =15),
idade acima de 50 anos (OR =4,2) e sorologia positiva para o virus C da hepatite (OR =22)
ou virus B da hepatite (OR =5,7).

Colin e colaboradores conduziram um pequeno estudo transversal com grupo controle
em doadores de sangue no Acre, entre 1998 e 2000 (COLIN, 2003). Durante esse periodo
11.121 amostras foram rastreadas para a infeccdo pelo HTLV-1/2 através do método de
ELISA. Setenta e trés amostras (0,7%) resultaram positivas através do teste de ELISA,
porem apenas 12 (0,1% do total) permaneceram positivas ap0s a repeticdo do teste de
ELISA de outro fabricante. Das 12 amostras positivas, 8 foram positivas para HTLV-1, 2
positivas para HTLV-2, e 2 com resultado indeterminado. A anélise de PCR revelou que um
dos doadores estava infectado pelo HTLV-1 e o outro, pelo HTLV-2. A média de idade dos
doadores infectados foi significativamente maior do que os doadores no grupo controle: 38,4
+ 11,7 contra 31,7 + 8,2 anos (p<0,009). Dentre as inUmeras variaveis estudadas, apenas o
tempo de residéncia no Estado do Acre e histéria prévia de DST se mostraram associadas a
infeccdo pelo HTLV-1/2. Curiosamente, e de maneira contraria ao reportado por outros

estudos, a proporcdo de individuos com historia prévia de DST foi significativamente menor
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entre os doadores infectados pelo HTLV-1/2 quando comparado ao grupo controle (25%
contra 79%, p<0,0002).

Catalan-Soares e colaboradores publicaram os resultados de um estudo caso-controle
também explorando os determinantes de risco para infec¢do pelo HTLV-1/2 em doadores de
sangue (CATALAN-SOARES, 2003). Entre marco de 1997 e junho de 1999, 135 doadores
com sorologia positiva para HTLV-1/2, 167 doadores com sorologia indeterminada para
HTLV-1/2 e 116 doadores com sorologia negativa para HTLV-1/2 participaram do estudo.
Através de questionario padronizado os participantes forneceram informagcfes pessoais
sobre dados demogréaficos, comportamento de risco para transmissdo de HTLV-1/2, bem
como histdria reprodutiva para as participantes do sexo feminino. Comparando os individuos
infectados (sorologia positiva para HTLV-1/2) com os individuos nao infectados, as variaveis
gue se comportaram como fatores de risco independentes na analise multivariada foram
histéria prévia de transfusdo sanguinea (OR =10 [IC95% 2,2-46]), tempo de escolaridade
inferior a 8 anos (OR =4,1 [IC95% 2,2-7,4]), e uso de drogas ilicitas ndo injetaveis (OR =3,2
[IC95% 1,1-9,7]). As mesmas varidveis também se comportaram como fatores de risco para
infeccdo nos individuos com sorologia indeterminada: histéria prévia de transfuséo
sanguinea (OR =4,8 [IC95% 1,0-23]), tempo de escolaridade inferior a 8 anos (OR =2 [IC95%
1,8-3,3]) e uso de drogas ilicitas ndo injetaveis (OR = 3,6 [IC95% 1,3-9,9]). Em resumo,
apesar de diferentes variaveis terem sido exploradas nos diferentes estudos publicados ate o
presente momento, as evidéncias sugerem que 0s principais determinantes de risco para
infeccdo pelo HTLV-1 sejam condi¢cdo socioecondmica e educacional desfavoravel, além de
praticas sexuais inseguras. Alguns fatores de risco aparentemente sem plausibilidade
biolégica podem ter sido revelados por acaso estatistico. Contrariamente, eles podem estar
sinalizando que a epidemiologia do HTLV-1 e mais complexa do que apreciado inicialmente.

l1l.G. Epidemiologia molecular da infec¢éo pelo HTLV-1.

[1.G.1. Métodos filogenéticos moleculares

A compreenséo da epidemiologia molecular das infec¢des, incluindo a relacionada ao
HTLV, requer nocdes dos métodos filogenéticos moleculares empregados. Desde o
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desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, o numero de sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos disponiveis para os diferentes genes de diferentes
organismos tem aumentado exponencialmente. Hoje a inferéncia filogenética é
preferencialmente empregada nesses dados moleculares, substituindo a analise das
caracteristicas fenotipicas do passado. O primeiro passo hum método filogenético implica no
alinhamento das sequéncias homoélogas. Duas sequéncias sdo tidas como homodlogas
guando se pode assumir que elas tem um ancestral comum. Algoritmos de alinhamento
diferentes foram desenvolvidos com o objetivo de minimizar o numero de erros entre todas
as sequéncias nhum banco de dados. Procurando obter o melhor alinhamento, as falhas (ou
gaps) podem ser inseridas em uma ou mais sequéncias para ajustar as diferencas no
comprimento interno. O alinhamento e entdo utilizado para inferir relacfes filogenéticas
(SALEMI, 1999).

111.G.1.a. Arvores filogenéticas.

Uma arvore filogenética € uma representacdo grafica da relacao
evolucionaria também denominadas "taxa". "Taxa" numa arvore filogenética pode ser, por
exemplo, um grupo de animais ou cepas virais diferentes. A arvore € composta de nodos
conectados por bragcos. O nodo terminal (ou tips), situados a direita da arvore, representa o
"taxa" contemporaneo, enquanto os nodos internos, situados a esquerda, representam o0s
ancestrais. Uma relagao filogenética em uma arvore é definida por um braco conectando dois
nodos. Um grupo de "taxa" dividindo um mesmo ancestral comum é denominado de um
grupo monofilético (ou clade). O modelo geral de varios bracos numa arvore é referido como
a topologia da arvore (SALEMI, 1999).

Evolucdo é normalmente considerado um processo onde um ancestral origina dois
diferentes descendentes. Uma arvore filogenética representada por trés bracos conectados
por um nodo interno e chamada bifurcacdo. Uma arvore em que todos os nodos internos
apresentam bifurcagdes é dita ser uma arvore totalmente resolvida ou estritamente bifurcada.
Entretanto, um Unico ancestral pode originar varios descendentes diferentes, resultando em
uma arvore com topologia de estrela, onde mais de trés bragos estdo conectados a um node

interno.
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Arvores filogenéticas podem ser denominadas com raiz ou sem raiz. Uma arvore é
dita sem raiz quando o ponto mais antigo no tempo, o local de um ancestral comum para
todos os "taxa", néo foi identificado. Em arvores com raiz a origem e a diregdo do caminho
evolucionario sdo conhecidas, enquanto arvores sem raiz dao informacdo somente sobre a
relacdo entre os "taxa", mas nao definem uma direcdo evolucionaria. A melhor maneira de
transformar uma arvore sem raiz em uma com raiz e incluir um grupo externo (ou outgroup) ,
gue € um "taxa" com um longo braco, mais antigo e divergente que todos os outros "taxa" do
estudo. O grupo externo deve ser escolhido com cautela. Ele deve ter divergido antes de
todos os outros "taxa”, mas ndo deve ser tdo distantemente relacionado dos outros, a fim de
obter um alinhamento ndo ambiguo e evitar dificuldades em estimar a verdadeira distancia

entre o grupo externo e os "taxa" (SALEMI, 1999).

[11.G.1.b. Modelos de substituicdo nucleotidica.

A primeira ideia sobre a relacdo entre diferentes "taxa" pode ser dada pela sua
distancia evolucionaria. A maneira mais simples de estimar a distancia evolucionaria entre
duas sequéncias nucleotidicas é contar o numero total de nucleotideos diferentes entre elas
e dividir pelo numero total de nucleotideos disponiveis. As sequéncias deverao ter o mesmo
comprimento. Essa aproximagao assume que as sequéncias devem estar alinhadas e falhas
(gaps) inseridas para ajustar as mudancas no comprimento interno. Essa distancia
evolucionaria € chamada distancia-p. Uma estimativa mais real pode ser encontrada
utilizando um modelo particular de evolucdo, que assume como 0s nucleotideos mudam
durante o processo evolutivo. Por exemplo, considerando quatro nucleotideos, A, C, G e T,
esse modele poderia estimar a probabilidade que cada nucleotideo tem quando permanece o
mesmo e se altera durante a evolugdo. Probabilidades podem também ser usadas para
distancias evolucionarias aproximadas.

Os modelos de substituicdo nucleotidica geralmente assumem que 0 processo de
mudanca € um processo do tipo Markov homogéneo. A probabilidade de mudanca em um
modelo Markov ndo depende da histéria prévia do sistema. Por exemplo, a probabilidade que
a posicdo de um G numa sequéncia mude para T, no futuro, € dependente do fato que um A

ou C mudou para G no passado. O processo € também considerado reversivel no tempo,
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assim que a substituicdo de A por C tem a mesma probabilidade que a substituicdo de C por
A. Finalmente, assume-se que as frequéncias dos quatro nucleotideos sdo constantes
durante todo o tempo (SALEMI, 1999).

Os modelos de substituicdo nucleotidica frequentemente consideram dois tipos de
substituicdo nucleotidica: transicdo e transversdo. Uma transi¢cdo ocorre quando uma purina
e substituida por outra purina, ou uma pirimidina é substituida por outra pirimidina. Duas
transicbes diferentes sdo possiveis, entre purinas e entre pirimidinas. Uma transversao
ocorre quando uma pirimidina € substituida por uma purina, ou uma purina é substituida,
fazendo com que apenas quatro transversées sejam possiveis.

Os modelos de substituicdo nucleotidica mais comuns sdo 0s seguintes: modelo de
Jukes e Cantor (JC69), que assume frequéncias iguais para cada nucleotideo em equilibrio e
gue todas as mudancas entre 0os quatro nucleotideos ocorrem com a mesma probabilidade
(JUKES E CANTOR, 1969); modelo Kimura-2-parametros (K80), que permite transicdes e
transversdes ocorrendo com diferentes probabilidades (KIMURA, 1980); modelo Felsenstein
(F81), que permite aos quatro nucleotideos terem frequéncias diferentes em equilibrio
(FELSENSTEIN, 1981); o modelo Hasegawa (HKY85), que permite frequéncias nucleotidicas
diferentes em equilibrio e parcialidade em transicdo/transversdo (HASEGAWA, 1985); o
modelo Tamura e Nei (TN93) e similar ao HKY85, mas também permite que transicées entre
pirimidina e transicbes entre purinas ocorram com diferentes probabilidades (TAMURA E
NEI, 1993).

[11.G.1.c. Modelos de y-Distribuicao.

Todos os modelos descritos anteriormente assumem que cada sitio nas sequéncias
nucleotidicas alinhadas sofre mutagdo exatamente na mesma velocidade. Entretanto,
pressdes seletivas diferentes em posicdes diferentes do genoma podem ser responsaveis
por alguns nucleotideos evoluirem mais lentamente ou mais rapidamente que outros. Em
regides codificadoras, mutacdes na primeira e segunda posicdo geralmente levam a
mudanca no aminoacido, e elas ocorrem normalmente a baixas velocidades devido a selecéo
purificadora. Além disso, regides ndo codificadoras tendem a mudancas rapidas, porque

mutacbes podem ocorrer com menos restricdes que em regides codificadoras. Em uma
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aproximacao classica, a velocidade da heterogeneidade entre os sitios pode ser aproximada
por uma funcdo estatistica chamada y-distribuicdo, que representa a velocidade de
substituicdo nucleotidica em funcdo da proporcéo de sitios tendo uma velocidade particular
(YANG, 1996). A inclusdo de taxas de substituicdo nucleotidicas y-distribuidas nos modelos
descritos anteriormente € uma descricdo mais realistica do processo evolucionario e permite

estimar a distancia evolucionaria.

[11.G.1.d. Métodos filogenéticos baseados no célculo da matriz de distancias.

Em métodos de distancia, a distancia evolucionaria € computada para todos os pares
de "taxa", levando a uma matriz de distancias. A arvore é entdo construida empregando um
algoritmo em que a relagdo topoldgica local entre "taxa" é identificada em ordem de
similaridade. Os principais métodos utilizados s&o: analise de “cluster" (UPGMA)
(MICHENER E SAKAL, 1957), neighbor-joining (NJ) (SAITOU E NEI, 1987) e o método de
Fitch-Margoliash (FITSH E MARGOLIASH, 1967).

l11.G.1.e. Métodos de maxima verossimilhanca (maximum likelihood).

Métodos de maximum likelihood avaliam o grupo de probabilidades que um dado
modelo evolucionario produzira utilizando as sequéncias observadas. As filogenias inferidas
sdo aquelas com maiores probabilidades. Com esses métodos € possivel estimar os
diferentes parametros envolvidos na computacdo dos modelos de substituicdo nucleotidica
diferentes (FEISENSTEIN,1981).

[11.G.1f. O "bootstrap".
O uso do bootstrap foi proposto para avaliar a magnitude dos efeitos de erros
amostrais sobre inferéncias. O bootstrap é implementado da seguinte forma: a matriz de
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dados original é usada para gerar novas matrizes, as matrizes de bootstrap. Caracteres da
matriz original sdo amostrados aleatoriamente e transferidos para a matriz de bootstrap.
Todos os caracteres da matriz original podem ser amostrados com igual probabilidade. Esse
processo de amostragem, entretanto, € realizado com reposi¢cdo. Isso significa que um
mesmo caractere pode ser transferido mais de uma vez para a matriz de bootstrap a partir da
matriz original, enquanto outros caracteres ndo serdo amostrados nenhuma vez. Esse
processo inteiro € repetido varias vezes, gerando diversas matrizes de bootstrap. A seguir,
cada uma dessas € usada para inferir uma arvore usando um mesmo método. Uma vez que
as matrizes sao diferentes umas das outras (em decorréncia do processo de amostragem)
diferentes arvores (ou réplicas) podem ser geradas. Os valores de bootstrap apresentados
em uma arvore indicam em quantas das arvores (réplicas), geradas a partir das matrizes de
bootstrap, determinado agrupamento foi obtido. Por exemplo, usualmente os testes geram
1.000 réplicas da arvore filogenética que esta sendo analisada. Caso se obtenha um valor de

bootstrap de 80, isso significa que 800 das 1.000 replicas foram iguais a arvore original.

[II.H. A histéria do HTLV nas populacdes humanas.

A endemicidade do HTLV-1 e HTLV-2 em algumas populacfes vivendo em areas
remotas do globo sugere que esses retrovirus possam ter infectado popula¢cdes humanas ha
milhares de anos. Através de andlise de DNA mitocondrial, estima-se que a separacao das
populacdes humanas africanas e ndo-africanas tenha ocorrido entre 75.000 e 287.000 anos
atras (REICH E GOLDSTEIN, 1998). Transmissdes interespecificas frequentes do STLV-1 de
simios para humanos foram demonstradas na Africa (VANDAMME, 1994; LIU, 1996;
MAHIEUX, 1998). Algumas das cepas do HTLV-1 divergentes encontradas nas populacfes
africanas seriam resultantes mais provavelmente da transmisséao interespecificas do que de
infec¢des antigas dos pigmeus. A Figura 6 ilustra relagcéo filogenética proposta entre o0 HTLV
e 0 seu correspondente nos primatas, o STLV (sigla referente a Simian T-cell Lymphotropic
Virus) (WATANABE, 1986).
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BLV

ANCESTRAL =— HTLV-2
Subtipo asiéatico
e PTLV — PT-STLV
L by — CH-STLV

HTLV-1

Subtipo asiéatico

— AG-STLV

Figura 6 - Relacéo filogenética proposta entre os diferentes isolados de STLV e o HTLV-1. BLV - bovine leukemia virus;
PTLV - Primate T-cell Lymphotropic Virus; HTLV-2 - Human T-cell Lymphotropic Virus type II; PTLV-1 - Primate T-cell
Lymphotropic Virus type |; PT-STLV - Simian T-cell Lymphotropic Virus, isolado do macaco pig tail (PT) asiatico; CH-STL V -
Simian T-cell Lymphotropic Virus, isolado de chimpanzé africano; HTLV-1 - Human T-cell Lymphotropic Virus type 1; AG-
STLV - Simian T-cell Lymphotropic Virus, isolado do macaco African Green. (WATANABE, 1998)

A origem do HTLV-1/2 no continente americano ndo é inteiramente clara. Duas
hipoteses, geradas a partir de dados de diferentes estudos filogenéticos, tentam explicar
como esse retrovirus chegou ao continente americano. A primeira diz respeito a migracao de
populagbes Mongoloides infectadas através da Beringia (ou Ponte Terrestre de Bering), ha
mais de 10.000 anos ou mais recentemente através da migracéo de povos do periodo Jomon
pelo Oceano Pacifico (MIURA, 1997; BRYAN, 1983; MEGGERS, 1975). A segunda sugere
gue esse virus pode ter sido introduzido no continente americano durante o trafico de
escravos nos séculos XVI, XVII, XVIII e XIX (GESSAIN, 1992; VANDAMME, 1998;
MIURA,1997).

Um trabalho recente de Van Dooren e colaboradores trouxe substancial refor¢co para
essa segunda hipétese. Treze amostras oriundas de 4 grupos étnicos diferentes do Peru

tiveram analise filogenética das sequéncias do LTR e do env. Os dados de analise de reldgio
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molecular suportaram a ideia de que o HTLV-1/2 foi introduzido no continente americano em
varias ocasides diferentes no periodo pos-Colombiano (entre 400 e 100 anos atras),
provenientes de vérias linhagens africanas provavelmente durante e apds o trafico de
escravos (VAN DOOREN, 1998).

Embora os dados sobre a epidemiologia molecular do HTLV-1/2 no Brasil ainda sejam
relativamente escassos, dados do Laboratdrio Avancado de Saude Publica (LASP) do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz-Bahia, tem contribuido para o entendimento da origem
da infecgéo pelo HTLV-1 em nosso meio. Dois estudos recentes demonstraram que a vasta
maioria dos isolados virais da cidade de Salvador pertencem ao subtipo Cosmopolita,
subgrupo Transcontinental, tipo latino-americano. Em um estudo de isolados virais de 82
individuos (19 da populagédo geral, 21 de mulheres gravidas, 16 de usuarios de drogas
injetaveis, e 26 de pacientes com disfuncdo neurolégica associada ao HTLV-1), Alcantara e
colaboradores demonstraram, em uma analise filogenética envolvendo amostras de 49 dos
82 individuos, que 48 das 49 amostras analisadas pertenciam ao subgrupo Transcontinental
do subgrupo Cosmopolita (ALCANTARA, 2003). Um dado interessante desse estudo foi o
fato de varios isolados da Africa do Sui terem se agrupado préximo aos isolados brasileiros,
sem no entanto terem se localizado dentro do grupamento latino-americano. Esse dado
reforca a tese de que individuos oriundos da Africa do Sul também tiveram um papel na
introducdo do HTLV-1 no continente sul-americano, ja que é sabido que a maioria dos
africanos trazidos para o Brasil era procedente da Africa ocidental (CURTIN, 1969; VERGER,
1968; VERGER, 1976; RODRIGUES, 1977; VIANA FILHO, 1988; PINSKY, 1988). A
evidéncia adicional presente nesse estudo para reforcar essa hipotese foi a observacdo de
que o haplotipo CAR do gene da cadeia 13 da globina, prevalente em regiées da Africa do

Sul, estava presente em cerca de 30% dos cromossomos.

Ainda com o intuito de demonstrar a possivel origem sul-africana para alguns dos
isolados de HTLV-1 encontrados na cidade de Salvador, 0s mesmos autores conduziram um
estudo de andlise filogenética envolvendo 29 individuos infectados pelo HTLV-1 residentes
em Durban, KwaZulu-Natal, Africa do Sul, bem como 10 individuos infectados pelo HTLV-1
da cidade de Salvador, Bahia. A analise demonstrou que todas as sequéncias estudadas
pertenciam ao subgrupo Transcontinental do subtipo Cosmopolita. Os isolados sul-africanos
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e brasileiros se mantiveram separados em quatro grupamentos diferentes: sul-africanos A e
B e latino-americanos A e B (Figura 7). Apenas um isolado sul-africano pertenceu ao
grupamento latino-americano B, sustentado por um valor de bootstrap de 88% (p<0,001 em
ML) (ALCANTARA, 2006). Esses dados foram considerados como evidéncia adicional a
sugerir a contribuicdo da regido sul do continente africano na introducdo do HTLV-1 na

cidade de Salvador.
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Figura 7. Arvore NJ enraizada de cepas de HTLV-1 baseado na analise filogenética de 724 pb da regido LTR revelando
agrupamento dos isolados virais da Africa do Sul e da AAmérica Latina dentro do subgrupo A (transcontinental). Os isolados
permaneceram nos seus respectivos grupamentos (ALCANTARA, 2006).
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V. OBJETIVOS

IV.A. Objetivos primarios.

IV.A.1. Estimar a prevaléncia de infeccédo pelo HTLV-1 entre doadores de sangue no
Estado da Bahia no periodo estudado.

IV.A.2. Identificar os determinantes de risco para infeccao pelo HTLV-1 entre doadores
de sangue no Estado da Babhia.

IV.A.3. Analisar filogeneticamente as cepas de HTLV-1 circulantes entre os doadores

de sangue no Estado da Babhia.

IV.B. Objetivo secundario a posteriori
IV.B.1. Comparar caracteristicas comportamentais entre os doadores de sangue

masculinos e femininos.
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V. JUSTIFICATIVA

Salvador € uma das cidades brasileiras com maior prevaléncia de infec¢ao pelo HTLV-
1, tanto na populacdo geral quanto entre doadores de sangue. Estima-se que o numero
absoluto de individuos infectados pelo HTLV- 1 na cidade de Salvador esteja entre 40.000 e
50.000. Como cerca de 5% dos individuos infectados podem desenvolver doencas
caracterizadas por elevada morbidade e mortalidade (por exemplo, mielopatia associada ao
HTLV-1 e leucemia linfoma de células T do adulto), pode-se estimar que entre 2.000 e 2.500
individuos estejam potencialmente sob risco somente na cidade de Salvador. Esses numeros

tornam a infecgdo pelo HTLV-1 em nossa cidade um problema de saude publica.

Evidéncias mais recentes demonstram uma queda na prevaléncia da infeccdo pelo
HTLV-1 entre os doadores de sangue, cujas causas sao ainda meramente especulativas,
como a criagdo do COAS e a exclusao definitiva dos doadores infectados pelo HTLV-1
identificados pelos exames de rastreamento. Por outro lado, dados sobre os determinantes
de risco para infeccdo pelo HTLV-1 entre doadores de sangue ainda séo relativamente
escass0s no nNosso pais. Apesar de ja serem conhecidos muitos dos determinantes de risco
para essa infeccdo em outros paises e em outros estados do Brasil, a reconhecida
heterogeneidade também desses determinantes torna necessaria sua exploracdo na nossa
populacdo. O conhecimento desses determinantes de risco nas diferentes regides do Brasil

poderia contribuir para o entendimento da propria heterogeneidade da infec¢ao pelo HTLV-1.

Por fim, a origem da infec¢do pelo HTLV-1 na cidade de Salvador ainda € incerta. Em
funcdo da extraordindria estabilidade genética desse retrovirus, parcialmente explicada pelo
fato de a replicacdo proviral ser decorrente da expansédo clonal das células infectadas ao
invés da replicacdo do virus por transcricao reversa, tem sido utilizada como uma importante
ferramenta no estudo da migracao das populagdes. Analises filogenéticas de isolados virais e
de haplotipos da B* globina da populacéo geral da cidade de Salvador sugerem uma possivel
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origem da regido sul do continente africano para as cepas circulantes na nossa cidade. A
analise de um numero adicional de isolados virais pode revelar evidéncia adicional
reforcando essa hipotese. Além disso, as informagdes obtidas com o sequenciamento da
regido LTR, que e o local onde se encontram as regides promotoras da transcricao viral,
podem ser Uteis na identificacdo de sequéncias "patogénicas” ao se fazer a correlagcdo com a

evolucéo clinica dos individuos dos quais os isolados foram obtidos e sequenciados.
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VI. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS.

VI.A. Delineamento do estudo.
Este é um estudo de caso-controle ndo pareado, com propor¢do de casos e controles
de 1:2.

VI.A.1. Definigdo de caso.

Foram considerados "casos" todos os doadores voluntarios de sangue do HEMOBA
cujas doacdes tenham ocorrido entre janeiro de 2000 e dezembro de 2003, e cujos
resultados da sorologia pelo método de triagem (ELISA) tenham sido repetidamente
positivos, com a devida confirmacdo posterior através do método de Western Blot. Esses
doadores foram incluidos independentemente do resultado de testes soroldgicos obrigatorios
de triagem de outras doencas infecciosas (hepatite B, hepatite C, HIV, sifilis e doenca de

Chagas).

VI.A.2. Definicdo de controle
Os individuos "controle" foram doadores de sangue do HEMOBA cuja sorologia para
HTLV-1 tenha sido negativa pelo método ELISA. Apenas um resultado foi necessario para

considera-los negativos, em virtude da reconhecida alta sensibilidade do método.

VI.A.3. Recrutamento.

VI.A.3.a. Casos.

O convite para participar do estudo foi por meio de carta enviada ao endereco
constando nos registros da Fundacdo Hemoba. No caso de nao ter havido resposta do
doador uma segunda correspondéncia foi encaminhada para 0 mesmo endereco duas
semanas apos 0 envio da primeira correspondéncia. Duas semanas ap0s 0 envio da
segunda correspondéncia foi feito um contato telefébnico para o numero de telefone

constando nos registros da Fundacdo Hemoba. Os doadores que nao puderam ser
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contatados foram considerados inacessiveis e nenhuma tentativa adicional de contata-los foi

feita.

VI.A.3.b. Controles.

A selecdo de controles foi feita na proporcdo de 2 controles para cada caso, de
maneira randémica, por meio de nameros randémicos de 5 digitos gerados por computador,
correspondendo a numeragdo da bolsa de sangue, Unica para cada doador. Para
homogeneizar o tempo decorrido entre a doacdo de sangue e a entrevista para casos e
controles, visando minimizar a chance de viés de classificacdo, convocamos um numero de
controles proporcional ao numero de casos para cada ano. Em funcdo da taxa de resposta
muito baixa a convocacao por carta para participar do estudo (apenas 3 individuos néo
infectados pelo HTLV-1 responderam e foram eventualmente entrevistados), a forma de
arrolamento de controles foi alterada logo no inicio do estudo. Os doadores de sangue
passaram a ser convidados a participares do estudo enquanto aguardavam para doar
sangue, sendo que suas informacdes sé faram consideradas apos a confirmacdo do
resultado negativo do exame de triagem para infeccdo pelo HTLV-1. Diferentemente dos
doadores infectados, os quais ja eram conhecedores da sua condicdo de infectados, 0s
resultados das testes sorolégicos de triagem ndo estavam disponiveis no momento da
entrevista para os individuos que participaram do estudo como controles. Dessa forma, tanto
o entrevistador quando a vasta maioria dos individuos no grupo controle estavam cegos para

a situacao sorolégica no momento da entrevista.

VI.B. Coleta de dados.

A obtencé&o de dados tanto dos "casos" quanto dos "controles" foi feita através de um
questionario padronizado (APENDICE 1), aplicado em cada um dos participantes por um
unico investigador (o autor). Tanto os "casos" quanto os "controles” foram entrevistados em
ambiente reservado, com a presenca apenas do entrevistador. As informacgdes colhidas
foram de ordem demogréfica (sexo, idade, endereco, etc.) e social (renda pessoal e familiar,
escolaridade, etc.), além de informacdes sobre amamentacédo e aspectos da vida sexual do

entrevistado. Dentre as variaveis relacionadas ao comportamento sexual dos participantes, a
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variavel "numero de parceiros sexuais" foi obtida em de trés formas: numero total de
diferentes parceiros sexuais durante a vida, nUumero de parceiros sexuais nos ultimos dois
anos que precederam a entrevista, e nimero de parceiros sexuais nos ultimos seis meses
gue precederam a entrevista. Dessa maneira poderiam ser detectadas incongruéncias com
relacdo as respostas entre casos e controles para essa importante variavel, ja que o nimero
total parceiros sexuais obrigatoriamente sO poderia ser maior ou igual ao numero de
parceiros sexuais nos dois anos que precederam a entrevista, o qual por sua vez
obrigatoriamente sé poderia ser maior ou igual ao nUmero de parceiros nos seis meses que
antecederam a entrevista. Os questionarios foram identificados com o numero da bolsa de
sangue do doador, para preservar em sigilo a identidade do entrevistado. Tanto entrevistador
guanto os doadores infectados participantes estavam cientes da situacdo sorol6gica. Com
relagcdo aos controles, uma vez que as informacdes para a vasta maioria dos participantes
foram colhidas antes da realizacdo dos testes soroldgicos, todos estavam "cegos" para a

situacao soroldgica.

VI.C. Coleta de material.

De cada participante do estudo foi colhido um total de 16 ml de sangue periférico (2
tubos de 3 ml contendo EDTA e um tudo de 10 ml contendo heparina) para analise
soroldgica e estudos de biologia molecular no Laboratério Avancado de Saude Publica do

Centro de Pesquisas Goncalo Moniz em Salvador (LASP).

VI.D. Locais do estudo.

Os doadores de sangue foram procedentes do HEMOBA (Fundac&o de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia - HEMOBA), o principal banco de sangue do estado da Bahia. O
Hemoba é responsavel pelo fornecimento de mais de 80% dos hemocomponentes do Estado
da Bahia. As entrevistas e o0 seguimento dos doadores infectados, bem como a repeticoes
dos testes ELISA e os testes de Western Blot confirmatorios, foram feitos no Centro de
Assisténcia Integrado e Multidisciplinar ao Portador de HTLV-1 (CHTLV) da Escola Bahiana

de Medicina/Fundacdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias. Esse centro é um
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servico de referéncia no Estado da Bahia para a assisténcia de individuos infectados pelo
HTLV-1/2, mantido através de uma parceria entre a FBDC e a FIOCRUZ - Ba. Os testes de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e 0 sequenciamento das regides LTR dos isolados
virais foram feitos no Laboratdrio Avancado de Saude Publica (LASP), do Centro de

Pesquisa Gongalo Moniz (Fiocruz-Ba).

VI.E. Diagnéstico laboratorial.

VI.E.1. Triagem.

Todos os doadores de sangue que participaram deste estudo se submeteram as
etapas de triagem clinica e laboratorial conforme determina a Resolucdo de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 153 de 14/06/04, emitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que normatiza os processos envolvidos na doacdo de hemoderivados no nosso
pais. A triagem clinica consiste na avaliacao clinica por profissional de nivel superior, com a
finalidade de assegurar que o candidato a doagcdo nao preencha nenhum dos critérios de
exclus@o temporaria ou definitiva, devidamente listados na supracitada resolucdo. A triagem
das amostras para anticorpos anti-HTLV-1/2 nos doadores de sangue foi realizada por ELISA
(HTLV-1 rp21, enhanced, EIA, Cambridge Biotech Corporation). As amostras com resultado
positivo foram testadas em duplicata e em o resultado tendo permanecido positivo ou

indeterminado foram submetidas ao teste confirmatério (Western Blot).

VI.E.2. Confirmacao.

As amostras com resultados repetidamente positivos para a presenca do HTLV-1
foram analisadas pelo método Western Blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Science
Park, Singapore) para confirmacgéo e diferenciacdo entre HTLV-1 e 2. Foram consideradas
positivas as amostras que mostravam reatividade para as proteinas do core (GAG) p19 e/ou
p24, e do envelope GD21 e rgp46-1 (para o HTLV-1) ou rgp46-11 (para o HTLV-2). As
amostras que permaneceram indeterminadas mesmo apoOs a realizacdo do Western Blot
(bandas especificas para HTLV, sem discriminagdo entre HTLV-1 ou 2) foram submetidas ao

teste de PCR para confirmacéo diagnadstica.
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VI.F. Caracterizacdo molecular.

VI.F.1. Extracdo de DNA e amplificacdo de PCR.

A extracdo de DNA de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
sorologia positiva para HTLV-1 foi feita utilizando o kit QlAamp Blood (Qiagen Inc.,
Chatsworth, CA, U.S.A.). Nested PCR foi realizado em todas as amostras para confirmar a
presenca do DNA proviral do HTLV-1. As sequéncias da regido LTR foram amplificadas na
forma de dois fragmentos superponiveis: um fragmento LTR-gag, de 472 pb e um fragmento
tax-LTR de 479 pb (ALCANTARA ET AL, 2006). Todos os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e

visualizados com luz ultravioleta.

VI.F.2. Sequenciamento e andlise filogenética.

Os produtos de amplificacdo da regido LTR dos 23 novos isolados do HTLV-1 em
estudo foram purificados utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) e sequenciados
diretamente em um analisador genético (3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems Inc.,
Foster City, CA). As reacdes de sequenciamento foram realizadas usando as mesmas
sondas (primers) utilizadas na amplificagéo do fragmento interno do Nested PCR, utilizando o
kit Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas,
juntamente com sequéncias referéncias (isolados procedentes de diferentes grupos étnicos e
de diferentes regibes geogréaficas) obtidas do banco de dados GenBank/EMBL, foram
alinhadas com o auxiilio do programa ClustalX (20) e Oambe (21), e editadas manualmente
com o auxilio do programa GeneDoc (22). As arvores filogenéticas Neighbor-Joining (NJ) e
Maximum-Likelihood (ML) foram geradas através do programa PAUP*, versao 4.0b10 (23). O
modelo evolucionario Tamura-Nei com distribuicdo gama (que considera diferentes taxas de
substituicdo para transversdes e transicdes, assim como a heterogeneidade nas taxas de
substituicdo intra-sitio) foi selecionado como o melhor modelo para a analise filogenética
através do programa Modeltest. A arvore NJ foi construida através de uma matriz de taxa de
substituicdo nucleotidica otimizada e um parametro de distribuicdo gama (0 = 0,5124), com
frequéncias de bases empiricas. A confiabilidade dos grupamentos monofiléticos na arvore
NJ foi testada através do método de bootstrap, analisando 1.000 réplicas. Uma procura
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heuristica foi realizada para otimizacdo dos parametros na analise de ML, utilizando a arvore
NJ como material inicial. O método do teste da razéo de probabilidade foi usado para calcular
0 suporte estatistico (expresso em valor de p) para suporte dos ramos internos. As arvores
foram visualizadas através do programa TreeView, versdo 1.4 (24).

VI.F.3. Nimeros de acesso.

Os numeros de acesso do banco de dados GenBank dos 23 fragmentos da regido
LTR dos isolados virais sequenciados no nosso laboratério e incluidos no estudo filogenético
sdo os seguintes: HB3167, OQ471187; HB3104 00471188; HB3133, 00471189; HB2966,
00471190; HB3168, 00471191; HB3171, 00471192; HB3170, 00471193; HB3311, 00471194,
HB3229, 00471195; HB3114, 00471196; HB2562, 00471197; HB3205, 00471198; HB3135,
00471199; HB3166, 00471200; HB3160, 00471201; HB3119, 00471202; HB3230, 00471203;
HB3102, 00471204; HB3203, 00471205; HB3120, 00471206; HB3134, 00471207; HB3202,
00471208; HB3194,004712009.

As outras cepas de HTLV-1 utilizadas na analise foram: pyg19, L76310; ITIS, 232527,
MELS5, L02534; HS35; 000294; GH78, 023693; CH26, 023690; Bo, U12804; 00, U12805;
Pr52, U12806; MOMJ, Z31659 Pri144, U12807; GB233, 023692; RKIl4, AF054627; MT4,
Z31661; HTLV24, 00005565; HTLV04, 00005557; FNN100, 00005547; Nil.Peru, Y16484;,
Bll.Peru, Y16481; Mel.Peru, Y16478; BI3.Peru, Y16483; Bl2.Peru, Y16482; Oul.Peru,
Y16475; Me3.Peru, Y16480; Ou3.Peru, Y16477; Me2.Peru, Y16479 and Ni2.Peru, Y16487;
ATM, J02030; ATK1, J02029; MT2, L03562; CR1, K02722; TBH2 to -4 , L76025, L76034 and
L76028; TBH6 and -7, L76030 and L76029; BOI, L36905; AMA, CMC, FCR and MAOS,
X88871-X88873 and X88876; MWMG, Z31662; StDen, L76306; PH236, L76307; GABY7,
L76311; 12503A, L76309; H24, L76308; Ni3.Peru, Y16485; HKN, X88874; TBH5, L76027;
Cam, AF 063819; Nar, AF063820; H5, M37299; AINU, 023694; Ou2.Peru, Y16476.
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VI.G. Andlise estatistica.

O numero da amostra foi calculado tomando como base o género feminino como
"exposicao”. As mulheres representam em média 25% do universo de doadores entre o0s
individuos néo infectados. Essa propor¢cédo sobre para algo em torno de 45% do universo de
individuos infectados pelo HTLV-1, de acordo com dados nacionais. Assumindo um erro tipo
| de 5% e um erro tipo Il de 10% (o que confere ao estudo um poder de 90% para analisar
especificamente a variavel género feminino), e para atingir a proporcao final de 2 controles
para cada caso, seriam necessarios 94 individuos infectados e 188 individuos néao
infectados.

As variadveis idade, idade da primeira relacdo sexual, escolaridade (em anos
estudados), numero de parceiros sexuais e renda foram obtidas como variaveis continuas. A
comparacao das médias dessas variaveis foi feita utilizando o teste t de Student. Essas
variaveis foram subsequentemente dicotomizadas para possibilitar sua inser¢cdo nos modelos
uni- e multivariado. O ponto de dicotomizagcdo para a introdu¢cdo no modelo multivariado
correspondeu aquele de maior forca de associacdo no modelo univariado. Algumas variaveis
foram categorizadas a priori em nunca, raramente, frequentemente e sempre. Foi o caso das
variaveis "frequéncia de uso de preservativo durante relacdes sexuais", "frequéncia de
pratica de sexo anal”, "frequéncia de pratica de sexo oral", "frequéncia de pratica de relagéo
sexual com pessoas do mesmo sexo". As variaveis categéricas foram comparadas usando o
teste do X? ou o teste exato de Fisher quando apropriado. A analise multivariada foi feita pelo
modelo de regresséao logistica binaria, tendo sido incluidas no modelo todas as variaveis para
as quais houve significancia estatistica no modelo univariado (p<0,05). Algumas variaveis
também foram colocadas no modelo multivariado pela "plausibilidade bioldgica", a despeito
da inexisténcia de significancia estatistica no modelo univariado.

Uma analise post hoc comparando as caracteristicas de homens e mulheres foi
realizada em funcéo dos resultados de um estudo de corte transversal realizado pelo nosso
grupo (MOXOTO, 2005). Nesse estudo a infeccdo pelo HTLV-1 estava associada a pratica
de sexo anal, a idade da primeira relacado sexual, ao numero de parceiros sexuais durante a
vida e a histéria de transfusdo sanguinea. O objetivo dessa analise post hoc foi

essencialmente de comparar as caracteristicas de comportamento sexual entre homens e
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mulheres, explorando as variaveis da mesma forma como ja exposto acima, embora as

caracteristicas demograficas também tenham sido comparadas.

VI.H. Consideraces éticas

Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 2) foi aplicado a todos os
participantes do estudo, em conformidade com a Resolugdo CNS n° 196 de 1996 (anexo 3).
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz / Fiocruz em 10 de margco de 2003, sob numero de protocolo
114/2003.
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VII. RESULTADOS

VII.A. Populacéo estudada

Entre 01/01/2000 e 31/12/2003 o banco de dados do Hemoba registrou 104.835
doacdes voluntarias de sangue. O teste de triagem sorologica para infeccéo pelo HTLV I/II foi
positivo em 504 doadores, o que traduz uma prevaléncia bruta de 0,48%. Todos os 504
doadores foram contatados por carta (X 2) e contato telefonico (X 1), mas somente 154
(30.5%) puderam ser contatados e/ou retornaram para coleta de uma nova amostra de
sangue com a finalidade de repetir o teste de triagem (ELISA) e, em se obtendo resultado
repetidamente positivo, realizar teste confirmatério com Western Blot. A repeticdo do teste de
rastreamento por ELISA foi negativa em amostras de 15 doadores dentre os 154 que
retornaram, dando uma taxa de falso positivo de 9.1%. Portanto, 139 doadores tiveram a
sorologia pelo método de ELISA persistentemente positiva. Todas as 139 amostras foram
positivas também para o teste pelo método Western Blot.

Noventa e um dentre os 139 doadores consentiram em participar do estudo na
condicao de casos, todos infectados pelo HTLV-1. A vasta maioria dos individuos que néo
consentiram em participar do estudo o fez por “falta de interesse” no assunto. Nao ha
informacdes disponiveis sobre os individuos que ndo puderam ser contatados. Utilizando as
informacdes disponiveis no banco de dados da Fundacdo Hemoba, n6s comparamos a
média de idade, o género e o local de origem entre os doadores que participaram e 0s que
nao participaram do estudo ndo observamos diferencas estatisticamente significativas (dados
nao mostrados). Cento e noventa e quatro doadores voluntarios de sangue consentiram em

participar do estudo na condi¢&o de controles.

VII.B. Analise descritiva.

VII.B.1. Caracteristicas demograficas e socioeconémicas

A tabela 1 ilustra as principais caracteristicas demograficas e socioeconémicas da
populacdo estudada. A média de idade geral (+ desvio padrao [DP]) foi de 33,8 (+ 10,6) anos,
diferindo significativamente entre casos e controles: 39,3 + 10,3 e 31,1 + 9,8 anos,

respectivamente (p<0,0001). Apesar de as mulheres representarem um terco de todos os
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participantes no estudo, a sua proporcdo entre os infectados sobe para 45%,
significativamente maior do que aquela observada entre os doadores néo infectados
(p=0,004).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos doadores de sangue participantes do estudo

Variavel Total HTLV-1 positivos HTLV-1 negativos Valor
(n=285) (n=91) (n=194) dep
Idade 33,8 (+10,6) 39,3 (+10,3) 31,2 (+9,8) <0,0001
Género feminino 95 (33%) 41 (45%) 54 (28%) 0,004
Escolaridade* 10 (£3,4) 8,6 (+4,1) 10,7 (+3,7) <0,0001
Renda pessoal** 592,48 (+884,29) 426,39 (+441,77) 670,38 (+1.020,07) 0,03
Renda familiar** 1.341,44 (+1.695,93) 775,80 (+742,59)  1.668,48 (+1.931,08) <0,0001
Solteiros*** 113 (42%) 26 (31%) 87 (47%) 0,02

Os ndmeros entre parénteses representam o desvio padrdo ou a porcentagem, conforme indicacao.

* - em anos de estudo; ** - em R$; *** - n=269 (excluidos vilvos e divorciados)

Em virtude da associacdo conhecida entre baixo nivel socio-econdmico e infeccdo
pelo HTLV-1, tentamos caracterizar de maneira satisfatéria a populacdo estudada com
relacdo aos aspectos socioecondmicos. Duzentos e trinta e nove participantes (84%) eram
residentes de Salvador, 28 (9,8%) da regido metropolitana de Salvador e 16 (5,6%) eram do
interior do Estado. A vasta maioria dos participantes reportou ter acesso a agua tratada e
saneamento basico no seu domicilio (99% e 96%, respectivamente), sem diferenca entre os

grupos caso e controle.

O numero médio de anos estudados foi significativamente diferente entre os casos e
os controles: 8,6 = 4,1 contra 10,7 anos + 3,7, respectivamente (p<0,0001). Os grupos caso e
controle diferiram significativamente com relacéo a proporcgéo de individuos que concluiram o
ensino fundamental (respectivamente 23% contra 11%, p =0,007) e com relagc&o a proporcao

de individuos que concluiram o nivel superior (respectivamente 4,4% contra 20%, p<0,0001).

Os grupos caso e controle diferiram também com relacdo a renda mensal. As médias
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de renda pessoal foram, respectivamente, de R$426,39 + 441 ,77 e R$670,38 £ 1.020,07 (p
=0,03). Para a renda familiar, as cifras foram de R$775,80 e R$1.668,48, respectivamente (p
< 0,0001). Convertendo para o salario minimo (SM) vigente na época do estudo, observamos
gue 80% dos individuos participantes no estudo tinham renda pessoal mensal de até 4 SM,
sendo que 31% do total tinham renda pessoal inferior a 1 SM. Apenas 3,5% dos participantes
tinham renda pessoal superior a 10 SM. Com relacéo a renda familiar, 70% dos participantes

referiram renda mensal ate 5 SM, e 13% referiram renda mensal superior a 10 SM.

Cento e cinquenta e seis individuos (55%) informaram ser casados ou viver
maritalmente e 113 (40%) eram solteiros. A andlise do estado civil foi feita sem os
separados/divorciados e vilvos, uma vez que essas categorias juntas compreendiam apenas
5% da populagdo estudada. Os grupos caso e controle diferiram de maneira estatisticamente
significativa com relagdo ao estado civil. Embora a minoria dos individuos em ambos os
grupos tenha se reportado como solteiros, a propor¢cdo dessa categoria entre 0s casos e
controles foi de 31% contra 47% (p=0,02).

VII.B.2. Caracteristicas comportamentais de risco.

Vérias caracteristicas comportamentais foram exploradas e estdo ilustradas nas
tabelas 2, 3 e 4. A média de idade de iniciacdo sexual foi virtualmente idéntica para casos e
controles: 16,5 + 3,0 anos e 16,6 + 3,5 anos, respectivamente (p = 0.84).

O numero médio de parceiros sexuais durante a vida nao diferiu entre os grupos (8,9 +
6,9 entre os casos e 8,1 + 6,8 entre os controles; p=0,33). Entretanto, quando a variavel
"numero de parceiros durante a vida" foi dicotomizada em 0 ou 1 contra 2 ou mais,
observamos que a propor¢ao de individuos que tiveram dois ou mais parceiros sexuais foi
significativamente maior entre 0s casos quando comparado aos controles: 92% e 81%,
respectivamente (p=0,013). Nao houve diferenga entre os grupos com relacdo ao ndamero
meédio de parceiros sexuais durante os 24 meses (2,0 + 1,9) para ambos os grupos, p=0,6) e
durante os 6 meses (1,3 + 1,0 contra 1,2 + 0,6, respectivamente; p=0,5) que precederam a

entrevista.
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Tabela 2. Caracteristicas comportamentais dos doadores participantes do estudo

Variavel Total HTLV-1 positivos HTLV-1 negativos  Valor de p
(n=285) (n=91) (n=194)

Idade de iniciacdo sexual 16,5 (+3,3) 16,5 (£3,0) 16,6 (+3,5) 0,84

Numero total de parceiros

sexuais* 8,4 (16,8) 8,9 (+6,9) 8,1 (16,8) 0,39

Numero total de parceiros

sexuais 2 2 241 (84%) 84 (92%) 157 (81%) 0,013

Uso inconstante**  de

preservativo 141 (50%) 23 (26%) 118 (62%) <0,001

Os Numeros entre parénteses representam o desvio padrdo ou a porcentagem, conforme indicacgéo.

* - representa a meédia do total de parceiros sexuais durante a vida. ** - nunca ou raramente

A variavel "frequéncia de uso de preservativos durante relacdes sexuais" foi
categorizada a priori em nunca, raramente, frequentemente e sempre. Os grupos caso e
controle diferiram significativamente com relagdo a propor¢édo de individuos que reportaram
nunca usarem preservativo (35% contra 7,9%, respectivamente), que reportaram usar
raramente (39% contra 30%), frequentemente (17% contra 37%, respectivamente) e sempre

(9,0% contra 25%) (p < 0,0001 para a comparac¢ao de todos 0s grupos).

Outro aspecto analisado foi o da relacdo sexual com pessoas do mesmo Ssexo,
variavel essa também categorizada a priori em nunca, raramente, frequentemente e sempre.
A vasta maioria dos individuos reportou nunca ter tido contato sexual com pessoas do
mesmo sexo, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa entre 0s grupos caso e

controle.

Quanto a variavel foi categorizada em "nunca" contra "alguma vez na vida", a
proporcdo de individuos infectados que reportou passado de alguma relagdo homossexual
durante a vida foi maior do que a proporao reportada pelos controles: 6,6% contra 2,1%, sem

no entanto ter alcancado significancia estatistica (p=0,079).

49



Tabela 3. Caracteristicas comportamentais dos doadores participantes do estudo

Variavel Total HTLV-1 positivos HTLV-1 negativo:  Valor de p
(n=285) (n=91) (n=194)

Rela¢do homossexual

Alguma vez na vida 10 (4%) 6 (7%) 4 (2%) 0,079
Préatica de sexo anal

Alguma vez na vida 130 (46%) 49 (54%) 81 (42%) 0,056
Prética de sexo oral

Alguma vez na vida 189 (66%) 60 (66%) 129 (67%) 0,92
Antecedente de DST* 46 (16%) 31 (34%) 15 (8%) <0,0001

* - DST - Doenga Sexualmente Transmissivel

Utilizando também essa Ultima categorizacdo analisamos o comportamento sexual
com relagdo a pratica de sexo oral e de sexo anal. Dois ter¢os dos individuos em ambos os
grupos reportaram ter praticado sexo oral alguma vez na vida (66% para casos e controles).
Com relacdo a pratica de sexo anal, 54% dos individuos infectados reportaram ja ter
praticado sexo anal alguma vez na vida, comparado com 42% dos individuos néo infectados
(p=0,056). A razdo de odds para infeccéo pelo HTLV-1 entre individuos que praticaram sexo
anal alguma vez na vida comparando com individuos que nunca praticaram sexo anal foi de
1,6 (IC 95% 0,9-2,7).

Ainda com relagdo ao perfilamento de pratica sexual neste estudo foi analisado o
histérico auto-referido de doenca sexualmente transmissivel (DST). Cabe salientar que a
forma como os participantes do estudo foram questionados ndo permitiu identificar tipos
especificos de DST. Quarenta e seis participantes (16%) reportaram terem tido sintomas que
eles atribuiram a alguma DST pelo menos uma vez na vida. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos caso e controle com relacéo a historia prévia de
DST: 34% entre os infectados pelo HTLV-1 contra 8% entre os nao infectados (p<0,0001). A
vasta maioria dos participantes com histdoria prévia de DST era do sexo masculino (85%
contra 15%; p=0,004).

Noventa e cinco por cento dos participantes relataram terem sido amamentados nos
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primeiros meses de vida, a vasta maioria dos quais por mais de seis meses. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos caso e controle com relacdo a histéria
de amamentacgdo: 95% para ambos 0s grupos. A historia prévia de transfusdo sanguinea foi
reportada por 10% dos doadores infectados contra 2% dos doadores nao infectados
(p=0,005). Em ambos os grupos as transfusbes ocorreram de maneira praticamente
equitativa nos periodos ate 1993 (quando a triagem para a infeccdo pelo HTLV-1 ndo era

realizada) e a partir de 1994 (quando o rastreamento sorolégico passou a ser obrigatorio).

A proporcdo de individuos que ja haviam doado sangue previamente foi
significativamente maior entre os controles quando comparado com 0s casos: 69% contra
44% (p < 0,0001). Por fim, os grupos também diferiram de maneira estatisticamente
significativa com relacdo ao habito de fumar. Enquanto no grupo dos doadores infectados
30% eram fumantes, no grupo dos doadores nao infectados essa proporgao era de 12% (p <
0,0001).

Tabela 4. Caracteristicas comportamentais dos doadores participantes do estudo

Variavel Total HTLV-1 positivos HTLV-1 negativos  Valor de p
(n=285) (n=91) (n=194)

Amamentados durante a

infancia 216 (95%) 57 (95%) 159 (95%) 1,0

Transfusdo sanguinea

prévia 13 (5%) 9 (10%) 4 (2%) 0,005

Doagéo sanguinea prévia 172 (61%) 40 (44%) 132 (69%) <0,0001

Habito de fumar 51 (18%) 27 (30%) 24 (12%) <0,0001

VI1.B.3. Andlises univariada e multivariada

Os resultados da analise univariada podem ser observados na tabela 5.

Os seguintes fatores de risco para infecgcao pelo HTLV-1 foram identificados: idade =
51 anos, sexo feminino, < 5 anos de estudo, renda pessoal mensal < 5 SM, renda familiar

mensal < 5 SM, ter tido um ou mais filhos, uso irregular de preservativos durante relacbes
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sexuais (raramente ou nunca), historia prévia de DST, ter tido dois ou mais parceiros sexuais
durante a vida, historia prévia de transfusdo sanguinea e habito de fumar cigarros. Estado
civil solteiro se comportou como fator protetor contra a infeccdo pelo HTLV-1 na populagéo
estudada. As variaveis idade da iniciagcdo sexual e amamentacdo ndo se associaram a

infeccdo pelo HTL V-1 na analise univariada.

Tabela 5. Andlise univariada dos fatores de risco para infeccdo pelo HTLV-1

Variavel Casos Controles  Odds Ratio Valor de p
N(%) N(%) (IC 95%)
Idade (=51 anos) 13(14) 7(4) 4,4(1,7-12) 0,001
Género feminino 41(45) 54(28%) 2,1(1,3-3,6) 0,004
Escolaridade* (<5) 21(23) 21(11)  2,5(1,3-4,8) 0,007
Renda pessoal** (<5) 89(98) 174(90) 5,1(1,2-22) 0,016
Estado civil solteiro 26(29) 87(45) 0,5(0,3-0,8) <0,0001
Ndmero de filhos (21) 69(76) 105(54) 2,6(1,5-4,6) <0,0001
Uso inconstante*** de
preservativos 23(26) 118(62) 4,7(2,7-8,2) <0,0001
Histéria prévia de DST 31(34) 15(7,7)  6,2(3,1-12) <0,0001
Ndmero de parceiros
sexuais (22) 84(92) 157(81)  2,8(1,2-6,6) 0,013
Idade de iniciagdo de vida
sexual (216 anos) 50(56) 103(54) 1,1(0,6-18) 0,75
Habito de fumar 27(30) 24(12) 3,0(1,6-5,5) <0,0001
Transfusdo sanguinea prévia 9(10) 4(2) 5,2(1,6-17) <0,0001
Amamentacéo 52(95) 159(95) 0,9(0,2-3,4) 0,84

*- em anos de estudo; **- em salario minimo; ***- nunca / raramente; DST - doenga sexualmente transmissivel

IC95% - Intervalo de confianca de 95%.

Na analise multivariada foram colocadas todas as variaveis que se mostraram
associadas a infeccéo pelo HTLV na analise univariada, além das variaveis idade de inicio de
vida sexual ativa e amamentacdo (Tabela 6). Cinco variaveis permaneceram associadas a
infecgao pelo HTLV-1 no modelo multivariado: ter tido 2 ou mais parceiros sexuais durante a
vida (OR = 9,3 [IC95% 2,2-40]; p=0,0027); historia auto-referida de DST (OR = 6,1 [IC95%
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2,0-18]; p=0,0012); histéria de uso inconstante de preservativos durante relacdes sexuais
(OR = 4,7 [2,0-11]; p=0,0004); sexo feminino (OR = 3,8 [IC95% 1,6-8,9]; p=0,0021); e renda
familiar mensal (OR = 3,4 [1,2-9,7]; p=0,02).

Tabela 6. Analise multivariada dos fatores de risco para infecgcéo pelo HTLV-1

Variavel Andlise univariada Analise multivariada
OR(IC95%) Valor de p OR(IC95%) Valor de p

Nimero de parceiros

sexuais (22) 2,8(1,2-6,6) 0,013 9,3(2,2-40) 0,002
Histéria prévia de DST 6,2(3,1-12) <0,0001 6,1(2,0-18) 0,001
Uso inconstante de

preservativo 4,7(2,7-8,2) <0,0001 4,7(2,0-11) 0,004
Género feminino 2,1(1,3-3,6) 0,004 3,8(1,6-8,9) 0,002
Renda familiar (<5) 5,1(2,5-10) <0,0001 3,4(1,2-9,6) 0,02

VII.B.4. Andlise dos fatores de risco estratificados por género

A tabela 7 ilustra as principais caracteristicas demograficas dos homens e das
mulheres que participaram do estudo. A média de idade entre homens e mulheres néo diferiu
de maneira significativa: 33,4 + 10,6 anos contra 34,6 + 11,0 anos, respectivamente (p=0,36).
A vasta maioria dos doadores era procedente da cidade de Salvador: 80% das mulheres,
92% dos homens (p = 0,12). A renda média pessoal entre os homens foi mais de duas vezes
maior do que a das mulheres (p = 0,001). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre homens e mulheres com relagédo ao numero de anos estudados: 10,1 + 4,0 contra 10,0

+ 3,8, respectivamente (p =0,3).
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Tabela 7. Andlise das caracteristicas demograficas por género

Variavel Total Homens Mulheres Valor de p
(N=285) (N=190) (N=95)

Idade 33,8(+10,6) 33,4(+10,4) 34,6(+11,0) 0,36

Escolaridade 10(+3,4) 10,1(+4,0) 10,0(+3,8) 0,81

Renda pessoal 592,48(+884,29) 738,37(x1.016,36) 300,67(x£395,53) <0,0001

Estado civil solteiro 113(42%) 77(29%) 36(13%) 0,93

As diferencas mais marcantes observadas foram relacionadas ao comportamento
sexual (Tabela 8). A média de idade de iniciacdo sexual entre os homens foi de 15,8 + 2,6
anos, comparado com 18,0 + 4,1 anos entre as mulheres (p < 0,0001). Os homens
reportaram terem tido uma média de 10,5 + 6,8 parceiros sexuais diferentes durante a vida,
comparado com 4,1 + 4,4 para as mulheres (p < 0,0001). As diferencas permaneceram
significativas mesmo para o periodo de dois anos e para o periodo de seis meses que
precederam a entrevista. As propor¢cdes de homens e mulheres que reportaram terem tido
dois ou mais parceiros sexuais nos dois anos que precederam a entrevista foram,
respectivamente, de 54,0% contra 24,4% (p =0,004), enquanto que para o periodo de seis
meses foram, respectivamente, de 34,0% e 9,8% (p = 0,007). A proporcdo de homens que
reportaram histéria prévia de DST foi significativamente maior do que a proporcdo de

mulheres: 21% contra 7%, respectivamente (p =0,004)

Homens e mulheres diferiram significativamente com relacdo a frequéncia de uso de
preservativo durante relagdo sexual: 41% e 67%, respectivamente, reportaram uso
inconstante de preservativo ("raramente” ou "nunca" - p < 0,0001). Observamos que o estado
civil influenciou significativamente o comportamento sexual quanto ao uso de preservativo:
21% dos individuos solteiros reportaram fazer uso irregular de preservativos contra 67%
entre os individuos que se classificaram como pertencendo as outras categorias de estado
civil (p < 0,0001 ). Em funcdo desta observacdo nos analisamos o comportamento de
homens e mulheres solteiros com relagdo ao uso de preservativo durante as relacbes

sexuais e observamos diferenca ainda maior do que a existente para o grupo inteiro de
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doadores. Enquanto apenas 12% dos homens solteiros reportaram uso irregular de
preservativo, esse numero foi de 41% entre as mulheres (p =0,019). Essa diferenca de
comportamento ndo foi observada no grupo de individuos que se declararam casados ou
vivendo maritalmente, no qual a vasta maioria dos individuos faz uso irregular de
preservativos: 85% das mulheres, 84% dos homens. As diferencas de praticas de sexo oral e
sexo anal também séo evidentes entre homens e mulheres. Por exemplo, enquanto 28% das
mulheres reportaram ter praticado sexo anal alguma vez na vida, esse numero foi de 54%
entre os homens (p<0,0001). Quando analisada separadamente para homens e mulheres, a
pratica de sexo anal confere diferentes razoes de odds para a infecgao pelo HTLV-1. Entre
0os homens que praticaram sexo anal alguma vez na vida, a razao de odds nao ajustada para
as demais variaveis, comparando com homens que nunca praticaram sexo anal, foi de 1,5
(IC95% 0,8-3,0). Para as mulheres que praticaram sexo anal alguma vez na vida,
comparando com mulheres que nunca praticaram sexo anal, a razdo de odds nao ajustada
para as demais variaveis foi de 4,0 (le 95% 1,5-10). A razdo de odds ajustada foi de 2,3
(1C95% 0,8-6,9).

Tabela 8. Comparacédo das caracteristicas comportamentais de homens e mulheres

Variavel Total Homens Mulheres Valor de p
(N=285) (N=190) (N=95)

Idade de iniciagcdo sexual 16,5(x3,3) 15,8(x2,6) 18(x4,1) <0,0001

Ndmero de parceiros

sexuais* 8,4(%6,8) 10,5(6,8) 4,1(+4,4) <0,0001

Uso inconstante de

preservativos 141(50%) 76(41%) 62(67%) <0,0001

Relacdo homossexual** 10(3,5%) 5(3%) 5(5%) 0,079

Pratica de sexo anal 130(46%) 103(54%) 27(28%) <,0001

Pratica de sexo oral 189(66%) 138(73%) 51(54%) 0,001

Historia prévia de DST 46(16%) 39(21%) 7(7%) 0,004

Os numeros entre parénteses representam o desvio padréo ou a porcentagem, conforme indicagéao.

*- referente & média do nimero total de parceiros sexuais durante a vida; ** - alguma vez na vida.
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Embora tenhamos observado diferencas comportamentais entre homens e mulheres
no que diz respeito a pratica de sexo oral (73 % e 54% respectivamente reportaram ter
praticado sexo oral alguma vez na vida, p=0,001), essas diferencas ndo se traduziram em
uma maior chance de infeccdo pelo HTLV-1 quando os dados foram analisados
separadamente para homens e mulheres. Por fim, a proporcdo de homens com historia
prévia de DST foi significativamente maior do que a de mulheres: 21% contra 7,4%,
p=0,004).

Uma analise do numero de parceiros sexuais durante os ultimos 6 meses, ultimos 24
meses e durante a vida, mostrou que, entre os homens doadores infectados que referiram
ser casados ou ter um relacionamento estavel (“morar junto"), houve um menor nimero
médio de parceiros sexuais nos ultimos 24 meses (p = 0,037). Nao houve diferenca entre as
mulheres. Numa analise com todos os participantes do estudo, estratificado pelo estado civil
em quatro grupos (solteiros, casados/vive junto, divorciados e vilvos) observou-se que 0s
solteiros sdo mais jovens que 0s outros grupos (p < 0,005) e os casados sao mais jovens
qgue os divorciados (p = 0,011). Em relacdo ao numero de parceiros sexuais, a Unica
diferenca encontrada foi para o nimero de parceiros nos ultimos 24 meses entre 0s solteiros
e os casados (p < 0,001). Entre as mulheres, houve diferenca significante (p = 0,001) no
numero médio de parceiros sexuais na vida entre as soropositivas (5,9 + 58) e a
soronegativas (2,7 = 2,7). Nao foi encontrado diferenga no numero médio de parceiros

sexuais entre os homens.

Analisamos também a interacdo entre género feminino (considerado exposi¢do) e as
demais variaveis, conforme ilustrado na tabela 9. Dentre todas as variaveis analisadas, as
Unicas que mostraram ter interagdo com o género feminino foram o estado civil e 0 numero

de parceiros sexuais durante a vida.
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Tabela 9. Variacdo da razdo de chances, em modelo de regressdo logistica, para variaveis sociodemogréficas,
epidemiolégicas e comportamentais dos doadores positivos e negativos para HTLV-1, modificadas pelo género (feminino

como evento)

Variavel Sem ajuste para o género Com ajuste para o género
OR(IC95%) Valor de p OR(IC95%) Valor de p

Idade 1,08(1,05-1,11) <0,001 1,08(1,05-1,11) <0,001
Anos de estudo 0,87(0,81-0,93) <0,001 0,87(0,81-0,93) <0,001
Renda familiar 0,81(0,74-0,90) <0,0001 0,82(0,75-0,91) <0,0001
Renda familiar per capita 0,68(0,52-0,88) 0,003 0,82(0,53-0,90) 0,005
Casado/vive maritalmente 1,61(0,97(2,68) 0,067 1,69(1,01-2,85) 0,047
Namero de filhos 1,35(1,17-1,55) <0,001 1,35(1,18-1,56) <0,001
NUmero de parceiros sexuais

nos ultimos seis meses 1,17(0,84-1,57) 0,4 1,28(0,92-1,77) 0,14
Numero de parceiros sexuais

nos ultimos 24 meses 0,99(0,87-1,13) 0,89 1,05(0,91-1,20) 0,5
NUmero de parceiros sexuais

durante a vida 1,02(0,98-1,06) 0,34 1,06(1,01-1,10) 0,011
Idade de inicio de vida sexual 0,99(0,92-1,07) 0,84 0,95(0,88-1,04) 0,27
Uso inconstante de

preservativos* 4,70(2,69-8,22) <0,001 4,30(2,43-7,59) <0,001
DST 6,17(3,12-12,20) <0,001 9,01(4,32-18,80) <0,001

DST- doencga sexualmente transmissivel; *- raramente ou nunca.

VII.B.5. Resultados de outros testes sorolégicos.

Uma vez que sao realizados outros testes de triagem de doencas transmissiveis por
transfusdo de hemoderivados, nds analisamos as diferencas entre doadores infectados pelo
HTLV e controles com relacdo aos resultados de outros testes sorologicos. Vinte dos 91
doadores infectados pelo HTLV tiveram pelo menos um outro teste soroldgico alterado,
comparado a 9 entre 194 controles (22,0% contra 4,6%, p<0,0001). A proporcao de
individuos com um segundo teste de triagem anormal ndo diferiu entre homens e mulheres
(10,5% contra 9,5%, respectivamente; p=0,78). Os testes mais frequentemente anormais
entre os 91 individuos infectados pelo HTLV foram anti-HBc (n = 11), anti-HCV (n = 6), VDRL
(n = 4), anti-HIV (n = 1) e sorologia positiva para doenca de Chagas (n = 1). Entre os 194
individuos néo infectados pelo HTLV, os testes mais frequentemente anormais foram Ag-HBs
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(n = 3), Anti-HBc (n = 3), anti-HIV (n = 1), VDRL (n = 1) e sorologia positiva para doenca e
Chagas (n =1).

VII.C. Analise filogenética.

Todos os 23 isolados estudados filogeneticamente pertenceram ao subgrupo
transcontinental (A) do subtipo cosmopolita (a), com 78% de bootstrap, sendo esse resultado
também sustentado estatisticamente pelo teste de verossimilhanca maxima (ML, p<0,001)
(Figura 7). A maioria dos isolados (n=18) pertenceu ao grupamento latino-americano
previamente descrito (VANDOOREN, 1998; ALCANTARA, 2003), com 65% de bootstrap
(p<0,001). Desses 18 isolados apenas 1 formou um grupamento monofilético com dois
isolados do Peru (Mel e Me2), porem sem sustentacdo pelas andlises de bootstrap ou de
ML.

Observamos também dentro do grupamento latino-americano dois grupamentos
monofiléticos contendo apenas isolados brasileiros de Salvador- Bahia. Um deles, contendo
cinco novos isolados (HB2562, HB3203, HB3102, HB3119, HB3230) foi sustentado
estatisticamente por ML (p<0,001). No outro grupamento monofilético se agruparam 12
novos isolados juntamente com um isolado previamente descrito (FNN100, ALCANTARA,
2006), porem sem sustentacao por bootstrap ou M L.

Dois isolados sul-africanos, ambos descritos previamente (ALCANTARA, 2006),
pertenceram aos grupamentos latino-americanos. Um deles (HTLV24) pertenceu ao
grupamento latino-americano menor, sustentado por um alto valor de bootstrap e ML com
elevada significancia estatistica. Um isolado sul-africano (HTLV04) pertenceu ao grupamento
latino-americano maior, sustentado apenas por ML (p<0,001) (Figura 7).

Apenas 1 isolado (HB3166) dentre os 23 analisados filogeneticamente neste estudo
nao pertenceu a nenhum dos dois grupamentos latino-americanos. Esse isolado divergiu
anteriormente do grande grupamento latino-americano maior, porém sem sustentacdo por
bootstrap ou ML. Essa divergéncia muito provavelmente foi decorrente de uma duplicacdo de
um fragmento de 12 pares de bases dentro da regido LTR desse isolado, correspondente a
regidao de 9018 a 9029 da sequéncia referencia ATK1. Esse € o Unico isolado do HTLV-1 a

apresentar essa insercao de 12 pb na regido LTR, quando comparado a isolados do resto do
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mundo (Figura 8). Os demais isolados novos (n =4) se agruparam de maneira monofilética
com outras sequéncias da América Latina, formando um novo grupamento latino-americano
(Grupamento Latino-Americano 2, Figura 7). Como demonstrado previamente (ALCANTARA,
2006), um isolado da Africa do Sul (HTLV24) pertenceu a esse grupamento latino-americano
menor, sustentado por um alto valor de bootstrap (93%) e p<0,001 em ML.
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Figura 7. Arvore NJ baseada em 718 pb da regi&o LTR dos isolados do HTLV-1. Os valores de bootstrap nos ramos
representam a porcentagem de réplicas para as quais os taxons terminais formam um grupamento monofilético. Mel5 foi
utilizado como grupo externo para enraizar a arvore. A origem geografica é sinalizada entre parénteses. As novas
sequéncias de LTR incluidas nesta andlise sdo mostradas em negrito.

**. representa alta significancia estatistica pelo método de ML (p<0,001)
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Figura 8. llustracéo representativa do segmento da sequéncia da regido LTR de um dos isolados virais (HB3166). A
- segmento duplicado; B - fragmento duplicado e inserido. ATK1 - isolado viral cuja sequéncia completa de LTR é utilizada
como referéncia.
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VIIl. Discussao

Em concordancia com outros dados existentes na literatura, nosso estudo revelou
uma associacdo entre infeccdo pelo HTLV-1 entre doadores de sangue e baixo nivel
socioeconbmico e praticas sexuais inseguras (SCHREIBER, 1997; ROUET, 2002;
CATALAN-SOARES, 2003). Na analise multivariada foram identificados como fatores de
risco independentes o sexo feminino, o uso inconstante de preservativos durante relacfes
sexuais, a histéria prévia auto-referida de DST, uma menor renda familiar e histéria de mais
de um parceiro sexual durante a vida.

A maioria dos estudos que exploraram os determinantes de risco para infeccao pelo
HTLV-1 em doadores de sangue encontrou resultados semelhantes aos aqui reportados. No
estudo de Catalan-Soares e colaboradores a infec¢cdo pelo HTLV-1 esteve associada com a
idade mais avancada, com baixa escolaridade (< 8 anos de estudo), com o uso de drogas
ilicitas ndo-intravenosas, com historia de transfusdo prévia, assim como com histéria prévia
de sexo pago. De maneira interessante, apesar de o estudo mineiro ndo ter contemplado
nenhum tipo de pareamento, o sexo feminino ndo se comportou como fator de risco para
infeccdo pelo HTLV-1 nem na andlise univariada (razdo de odds de 1,3 [IC 95% 0,8-2,3]).
Esses achados diferem sobremaneira dos nossos resultados, que revelaram uma chance de
estar infectado pelo HTLV-1 quase quatro vezes maior em mulheres no modelo multivariado:
razdo de odds de 3,8 (IC95% 1,6 - 8,9). Mais interessante ainda, na analise multivariada o
sexo feminino aparece no estudo mineiro como fator protetor para a infeccdo pelo HTLV-1
(OR =0,7, IC95% 0,4-1,3), ainda que sem significancia estatistica.

Embora néo seja possivel fazer comparacdes estatisticas entre os dois grupos de
mulheres (infectadas e néo infectadas) dos dois estudos, observamos uma diferenca
importante entre as duas populacbes. Enquanto 69% das nossas doadoras infectadas
reportaram terem frequentado a escola por um periodo superior a 8 anos, essa proporcao foi
de 28% entre as doadoras mineiras infectadas. A diferenca foi minima nos grupos das
doadoras nao infectadas: 55% contra 64%, respectivamente. E possivel que a variavel
escolaridade entre as mulheres, cuja discrepancia entre casos e controles no estudo mineiro

foi marcante, tenha atenuado a associacdo entre sexo e infec¢cado pelo HTLV-1 no modelo
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multivariado, ainda que essa nao seja uma explicacdo plausivel para a inexisténcia de
associacao na analise univariada.

A observacdo de que a proporcdo de mulheres com melhor escolaridade foi maior
entre as infectadas é de certa maneira incongruente com dados prévios da literatura, que
revelam uma relacdo inversa entre escolaridade e risco de infeccdo pelo HTLV-1.
Infelizmente, em todos os outros estudos de caso-controle publicados ate o presente
envolvendo doadores de sangue ou a populagéo geral houve o pareamento por sexo, 0 que
obviamente impossibilita a exploracao dessa variavel como fator de risco para infeccéo pelo
HTLV-1.

A variavel escolaridade ndo permaneceu como fator de risco independente para a
infeccdo pelo HTLV-1 no nosso estudo, destoando de dados prévios da literatura.
Comparando mais uma vez com o estudo mineiro citado acima, a diferengca no perfil de
escolaridade entre os participantes do presente estudo e os daquele reportado por Catalan-
Soares e colaboradores ndo se restringiu ao grupo das mulheres. No grupo dos homens
infectados, respectivamente 58% e 16% reportaram ter frequentado a escola por periodo de
tempo superior a 8 anos. Nota-se, portanto, que houve um maior equilibrio nos grupos caso e
controle do nosso estudo, que no geral teve nivel de escolaridade superior, 0 que pode ter
influenciado no fato de ndo termos encontrado associacdo entre escolaridade e risco de
infeccdo pelo HTL V-1 na nossa analise multivariada, ainda que ela estivesse presente na
andlise univariada (Tabela 5).

Nossos dados vém ao encontro de outros estudos baianos que exploraram a
associacdo entre escolaridade e infeccdo pelo HTLV-1. No estudo de Dourado e
colaboradores, em que foram avaliados os determinantes de risco Salvador (DOURADO,
2003), observou-se que individuos que relataram nimero de anos estudados menor ou igual
a 7 tinham trés vezes mais chance de infeccdo pelo HTLV-1 (OR n&o ajustada 3,3, 1C95%
1,0-11). Entretanto, & semelhanca do que observamos entre 0s nossos doadores de sangue,
a variavel escolaridade no estudo de Dourado e colaboradores ndo permaneceu
independentemente associada a infeccdo pelo HTLV-1 no modelo multivariado nem entre os
homens (OR ajustada=0,4, le 95% 0,04-4,4), nem entre as mulheres (OR=4,8, le 95% 0,6-
40).
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Gomes e colaboradores também exploraram a escolaridade como fator de risco para a
infeccdo pelo HTLV-1 em pacientes com doenca neuroldgica. Nesse estudo os individuos
foram divididos em trés estratos de escolaridade: menos que 5, de 5 a 11 e mais de 11 anos
de estudo. Ainda que nao tenha havido associacdo estatisticamente significativa entre
escolaridade e infeccdo pelo HTLV-1, os autores observaram uma razdo de odds
progressivamente maior com o aumento do numero de anos estudados (GOMES, 1999).

Nesse aspecto 0s nossos resultados, juntamente com os dos outros dois estudos
baianos que exploraram a associagdo entre a variavel escolaridade e a infeccao pelo HTLV-
1, divergem daqueles reportados por outros estudos, nos quais a escolaridade se comporta
como um fator de risco independente para infeccéo pelo HTLV-1 (CATALAN-SOARES, 2003;
ROUET, 2002; SCHREIBER, 1997).

Uma explicacao para essa observacédo é que a escolaridade aferida na forma de "anos
de estudo" possa ndo ser um marcador social no que diz respeito ao risco de infeccao pelo
HTLV-1 no nosso meio. Alguns indicadores tém sinalizado que a qualidade do ensino em
algumas regibes do pais pode estar aquém do desejavel, apesar do reconhecido progresso
em termos quantitativos, de acesso a escola. Uma pesquisa recentemente publicada pelo
IBGE revelou que a maior parte dos alunos da rede publica de ensino passa menos de
guatro horas na sala de aula (www.ibge.gov.br). Na Bahia, por exemplo, considerando-se os
niveis fundamental e médio, respectivamente 76% e 56% dos alunos passam menos de
quatro horas por dia na sala de aula. Os respectivos niumeros para o Estado de Minas
Gerais, por exemplo, sdo de 35% e 31%. Além disso, dados do Exame Nacional do Ensino
Médio (ENEM, edicdo 2005) mostram que as notas médias observadas na cidade de
Salvador foram as menores dentre as quatro maiores capitais do pais. Assim, a "quantidade"
de anos estudados pode néo estar se traduzindo em "qualidade™” de aprendizado. Portanto,
0S nossos dados, em conformidade com os outros estudos locais, sinalizam para a
necessidade de rever as politicas publicas de ensino no nosso Estado e reverter essas
aparentes desvantagens.

Com relacdo a vulnerabilidade do sexo feminino para serem acometidas por DST,
outros dados sustentam os achados do nosso trabalho. Por exemplo, no estudo de base
populacional para avaliar prevaléncia de infec¢cdo pelo HTLV-1 na cidade de Salvador as

mulheres tinham quase duas vezes mais chance de serem portadoras do HTLV-1 quando
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comparadas aos homens, embora esse achado ndo tenha atingido significancia estatistica
(OR=1,7, 1C95% 0,7-4,0) (DOURADO, 2003). Além disso, esse estudo revelou que a
influéncia da idade no aumento da prevaléncia foi muito mais marcante nas mulheres (9,3%
contra 6,3% para individuos acima de 50 anos), o que também sugere que as mulheres se
infectam mais ao longo do tempo justamente em funcdo da sua vulnerabilidade, conforme
demonstrado previamente (MURPHY, 1996).

Um outro estudo que da sustentacdo a ideia de que o sexo feminino no N0sSso meio se
constitui em um fator de risco para DST foi publicado por Carret e colaboradores (CARRET,
2004). Analisando a prevaléncia e os fatores de risco associados a DST na cidade de
Pelotas (RS), os autores identificaram o sexo feminino como um fator de risco independente
(OR =3,2, IC95% 2,4-4,3). Assim, a despeito de termos analisado uma populacdo de
doadores de sangue, que é considerada mais saudavel do que a populacéo geral em funcéo
de ter sido triada clinicamente antes da doacdo propriamente dita, nossos dados corroboram
a hipétese de que as mulheres sdo mais susceptiveis para adquirir a infeccdo pelo HTLV-1
(NUNES, 2004; GUILHEM, 2000).

Ainda com relacdo as caracteristicas sociodemograficas, observamos que baixa
renda mensal se comportou como fator de risco independente para infeccdo pelo HTLV-1
(Tabela 6). Muito embora seja amplamente aceito que o nivel socioeconémico guarda
relacéo inversa com o risco de infecgéo pelo HTLV-1, a vasta maioria dos estudos publicados
ate o0 presente momenta nao conseguiu demonstrar tal associacdo de maneira
inquestionavel. Habitualmente os resultados mostram uma associacdo estatisticamente
significativa na andlise univariada, mas usualmente essa variavel ndo permanece como fator
de risco independente no modelo multivariado (ROUET, 2002; MURPHY, 1996; DOURADO,
2003; FRERY, 1991).

Como era esperado, varias variaveis relacionadas ao comportamento sexual se
mostraram associadas ao risco de infeccdo pelo HTLV-1 (Tabela 5). Individuos que
reportaram 0 uso inconstante de preservativo durante relacdo sexual (nunca ou raramente)
tiveram uma chance quase cinco vezes maior de estar infectado pelo HTLV (OR =4,8, IC95%
2,0 - 11). No estudo de caso- controle conduzido em Guadalupe (ROUET, 2002), a anélise
multivariada mostrou uma razdo de odds para uso inconsistente de preservativos de 1,6

(IC95% 0,6-4,7), portanto sem significancia estatistica. Um achado interessante vem do
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estudo jamaicano publicado por Murphy e colaboradores (MURPHY, 1996). Os autores
reportaram um ténue efeito protetor do uso regular de preservativos (OR =0,8, 1C95% 0,4-
1,7), ainda que sem significAncia estatistica. Curiosamente, nesse estudo o0 uso de
dispositivo intra-uterino (DIU) entre mulheres se comportou como uma variavel
independentemente associada a infeccdo pelo HTLV-1 (OR = 2,7, IC95% 1,1-6,3). Esse
achado permitiu aos autores especularem que, em funcdo de maiores taxas de infeccdes
pélvicas associadas com o uso do DIU, altera¢cdes na mucosa endometrial e/ou cervical, bem
como o desenvolvimento de infiltrado linfocitario, possam atuar como facilitadores da
transmissao de retrovirus, incluindo HTLV-1 (MURPHY, 1996). Carret e colaboradores
demonstraram que 0 uso inconstante de preservativos durante a relagcdo sexual estava
significativamente associado a chance de adquirir DST na cidade de Pelotas-RS (razdo de
odds=2,3 [IC95% 1,2-4,4]), reforcando a ideia de protecdo contra DST (incluindo HTLV-1)
com uso regular de preservativos durante relacbes sexuais. Apesar da plausibilidade
biolégica entre frequéncia de uso de preservativos e risco de infec¢cdo pelo HTLV-1,
infelizmente a maioria dos estudos que exploraram o0s determinantes de risco para essa
infeccdo ndo incluiu essa variavel. Individuos com histéria prévia de DST tiveram uma
chance seis vezes maior de estarem infectados pelo HTLV-1, quando comparados a
individuos sem histéria prévia de DST (Tabela 6). No estudo caribenho a histéria prévia de
DST também se comportou como fator de risco independente para a infeccdo pelo HTLV-1,
embora com uma forca de associacdo menor (OR=2,3, IC95% 1,0 - 5,3). Schreiber e
colaboradores encontraram associa¢cdo apenas na andlise univariada entre infeccdo pelo
HTLV-1 e histéria prévia de DST, com razdo de odds de 3,0 (IC95% 1,8-4,8) para DST
"ulcerativa" e de 3,2 (IC 95% 2,3-4,5) para DST "nao ulcerativa”. Mais uma vez, a maioria dos
estudos que pretenderam identificar os determinantes de risco para infec¢gado pelo HTLV-1
nao exploraram a histéria prévia de DST.

A chance de individuos expostos a dois ou mais parceiros sexuais diferentes durante
a vida estarem infectados pelo HTLV-1 foi cerca de 10 vezes maior (OR =9,3, IC 95% 2,2-40)
do que a de individuos que reportaram terem tido nenhum ou apenas um parceiro sexual
durante a vida (Tabela 6). Esse dado esta em concordancia com outros relatos da literatura,
gue mostram uma relacao direta entre nimero de parceiros sexuais durante a vida e risco de

infeccdo pelo HTLV-1. Schreiber e colaboradores mostraram um risco de infeccdo pelo
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HTLV-1 quase 3 vezes maior (OR ajustada =2,8, IC 95% 1,3-5,9) para doadores de sangue
gue tiveram sete ou mais parceiros sexuais diferentes durante a vida, comparado com
doadores de sangue que tiveram dais ou menos parceiros sexuais diferentes durante a vida.
O ndmero total de parceiros sexuais durante a vida também se comportou como fator de
risco para infeccdo pelo HTLV-1 no estudo reportado por Rouet e colaboradores (OR nao
ajustada=2,4, 1C95% 1,2-5,1), sem no entanto permanecer como variavel associada de
maneira independente (OR ajustada =1,2, IC 95% 0,44-3,5). Curiosamente, esse estudo
revelou uma associagdo entre o0 nimero de parceiros sexuais nos trés anos que precederam
a entrevista (= 2 parceiros sexuais diferentes comparado com 0-1) e o risco de infeccéo pelo
HTLV-1 (OR ajustada=2,4, I1C95% 1,2-5,1). No estudo reportado por Murphy e
colaboradores, o numero de parceiros sexuais diferentes esteve associado a um risco
aumentado de infec¢cdo pelo HTLV-1, porém a forca da associacdo foi mais pronunciada
entre as mulheres. Um achado relativamente inesperado no nosso estudo foi a falta de
associacao entre idade de inicio de vida sexual ativa e infeccdo pelo HTLV-1, nem mesmo na
analise univariada. No estudo caribenho publicado por Rouet e colaboradores, a idade da
iniciacdo sexual se comportou como um fator de risco para infeccdo pelo HTLV-1. As médias
de idade de iniciacdo sexual reportadas para casos e controles diferiram significativamente:
17,2 (= 2,8) anos contra 19,3 (= 3,7) anos, respectivamente (p<0,001). Para cada ano de
retardo na idade de iniciacdo sexual foi observada uma redugao no risco de infecgao pelo
HTLV-1 de 20% no modelo univariado (OR=0,8 [IC95% 0,7-0,9]), e de 16% no modelo
multivariado (OR=0,8 [IC95% 0,76-0,93]). Enquanto as médias de idade de iniciacdo sexual
foram semelhantes nos grupos dos pacientes infectados pelo HTLV-1 nos dois estudos (17,2
+ 2,8 anos no estudo caribenho contra 16,5 + 3,0 anos no presente estudo), a média de
idade de iniciacdo sexual dos grupos controles foram, respectivamente, de 19,3 £ 3,7 anos
contra 16,6 + 3,5 anos. Estudos de base populacional conduzidos no Brasil revelam médias
de idade de iniciacdo sexual semelhantes & encontrada no nosso estudo (CARRET, 2004;
AQUINO, 2003; MAIA, 2003). E possivel, portanto, que diferencas de comportamento sexual
entre os dois paises expliguem a falta de associacdo observada no nosso estudo entre essa
variavel especifica e a infec¢éo pelo HTLV-1.

N&o encontramos associagcdo entre pratica de sexo anal e infeccdo pelo HTLV-1

guando analisamos todos os participantes do estudo. Entretanto, uma analise de subgrupo
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motivada por diferencas comportamentais entre homens e mulheres com relacéo a pratica de
sexo anal revelou achados interessantes. NOs observamos que para 0s homens, cuja pratica
de sexo anal reportada nao foi receptiva (apenas 2,6% dos homens referiram contato sexual
com pessoas do mesmo sexo), a razao de odds para infeccéo pelo HTLV-1 foi de 1,5 (IC95%
0,8-3,0) quando se comparou histéria de ter praticado sexo anal alguma vez na vida com
auséncia de pratica de sexo anal. Contrariamente, para as mulheres, para as quais a pratica
de sexo anal é por natureza receptiva, a razao de odds para a mesma comparacao foi de 0,9
(1C95% 1,5-10).

Um outro achado interessante no presente estudo foi a observacdo de um menor risco
de infeccdo pelo HTLV entre os individuos que se reportaram como solteiros quando
comparado aos das outras categorias de estado civil. Um perfilamento mais detalhado desse
subgrupo de individuos revelou que eles eram mais jovens do que os individuos das outras
categorias (média de idade de 27,4 [+ 7,9] anos contra 37,9 [+ 10,1] anos; p<0,0001), tinham
maior escolaridade (média de anos estudados de 11,3 [+ 3,3] contra 9,3 [ 4,1], p<0,0001), e
mais frequentemente usavam preservativos de maneira regular durante as relagdes sexuais
(60% contra 17%; p<0,0001). Essa combinacdo de caracteristicas tem sido associada com
um menor risco de infec¢cdo pelo HTLV. Nao houve diferencas entre individuos solteiros e
individuos pertencentes as outras categorias de estado civil com relacédo a idade de iniciacao
sexual e ao numero total de parceiros sexuais durante a vida. No estudo de Guadalupe o
risco de infeccdo para HTLV foi maior entre os solteiros quando comparado aqueles com
relacionamentos estaveis, embora essa associacdo ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Nossos achados, portanto, sinalizam para uma mudan¢ca de comportamento
sexual entre 0s nossos jovens, principal mente em funcdo do uso mais frequente de
preservativo durante relacdes sexuais.

A menor prevaléncia de infeccdo pelo HTLV entre doadores de sangue observada no
presente estudo (0,48%) confirma a tendéncia de redugéo na prevaléncia de infeccao de pelo
HTLV entre doadores de sangue no Brasil. Em 1993 a prevaléncia de infec¢do pelo HTLV em
doadores de sangue na cidade de Salvador (confirmada por Western Blot) era de 1,35%
(GALVAO-CASTRO, 1997). Entre 1995 e 2000 a prevaléncia média para a cidade de
Salvador foi de 0,9% (CATALAN-SOARES, 2005). Pode haver mais de uma razdo para

explicar esse achado.
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Primeiro, o0 COAS (Centro de Orientacdo e Apoio Soroldgico), um programa de ambito
nacional com a objetivo de centralizar o rastreamento sorolégico e cuidados clinicos
(aconselhamento, seguimento e tratamento) de pessoas com DST, com especial foco em
infeccdo pelo HIV, foi langado em 1994. E possivel que ao longo dos anos tenha ocorrido um
redirecionamento dos bancos de sangue para o COAS de individuos com intencéo de ter
conhecimento sobre seu estado de saude com relacdo doencas de transmissdo sexual, e
gue utilizavam a doac¢éo de sangue como uma forma rgpida e sem 6nus para esse fim.

Segundo, a exclusédo definitiva de doadores com sorologia positiva provavelmente
proporciona um efeito dilucional progressivo ao longo dos anos, conforme aventado
previamente (CATALAN-SOARES, 2005). O numero de individuos infectados no universo de
doadores novos a cada ano provavelmente € inferior ao nimero de individuos infectados
identificados (e definitivamente excluidos) nos anos anteriores, proporcionando entao o efeito
dilucional.

Terceiro, um maior escrutinio no rastreamento clinico de doadores pode ter impedido,
ao longo dos ultimos anos, que um maior numero de individuos infectados tivesse a
oportunidade de doar sangue e ser detectado como inapto através do rastreamento
soroldgico.

Por fim, a prevaléncia de infeccéo pelo HTLV pode ter diminuido verdadeiramente ao
longo da ultima década na populacao geral, o que se refletiia em uma menor prevaléncia
também entre doadores de sangue. Mudancas de comportamento sexual, especialmente
entre 0s mais jovens (por exemplo, maior frequéncia de uso de preservativos durante
relacbes sexuais) podem ter contribuido para essa reducdo. Uma pesquisa recente, de
ambito nacional, revelou que 79% de individuos que tiveram parceiros sexuais diferentes
durante os 12 meses que precederam a entrevista usaram preservativos durante o ultimo
contato sexual, contra 64% em 1998 (aumento de cerca de 25%). (www.aids.gov.br) Da
mesma forma, a propor¢do de individuos que reportaram terem tido apenas um parceiro
sexual nos 12 meses que precederam a entrevista subiu de 81% em 1998 para 85% em
2003. Ainda que esses numeros possam ndo ser evidéncia irrefutavel para isoladamente
justificar a reducado na prevaléncia de infeccao pelo HTLV entre doadores de sangue que nés

observamos neste estudo, eles sugerem que mudancas de comportamento sexual possam
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estar em curso na direcdo de praticas sexuais mais seguras quanto a transmisséo de DST,
como ja mencionado previamente.

Com relacéo aos resultados da analise post hoc que explorou os fatores de risco de
maneira estratificada por género, encontramos diferengas significativas entre homens e
mulheres, particularmente com relacdo as praticas sexuais. Apesar de iniciarem a vida
sexual mais tarde e terem um menor numero de diferentes parceiros sexuais quando
comparadas aos homens, as mulheres da populacdo estudada relataram uso de preservativo
sexual muito menos frequentemente do que os homens. Do ponto de vista biolégico essa
Ultima caracteristica seguramente se sobrepde as duas anteriores.

Nunes e colaboradores analisaram caracteristicas clinico-epidemioldgicas de 82
mulheres baianas portadoras de HIV/AIDS e constataram indicadores de um baixo perfil
socioeducacional. Além disso foram observadas caracteristicas de comportamento marcadas
por baixa proporcédo de uso de drogas injetaveis (9,1%), por baixos numeros de diferentes
parceiros sexuais durante a vida (68,9% reportaram numero de parceiros sexuais durante a
vida < 5) e uso inconstante de preservativos durante relacdes sexuais (13,9% reportaram uso
regular de preservativos durante relacdes sexuais) (NUNES, 2004). Esses achados também
sinalizam para a possibilidade de as mulheres baianas estarem sendo infectadas por
relacbes sexuais desprotegidas em relacionamento estaveis, reforcando a ideia de
vulnerabilidade para adquirir doengas sexualmente transmissiveis. Estudando o
comportamento sexual de 406 adolescentes de familias registradas em um Programa de
Saude da Familia na zona leste da cidade de Sao Paulo, Borges e colaboradores
observaram que o comportamento das mulheres diferiu significativamente daquele
observado entre os homens no tocante ao uso de preservativos como método contraceptivo.
Na primeira relagéo sexual, adolescentes do sexo masculino e feminino reportaram uso de
preservativo em uma taxa igualmente alta: 100% e 94%, respectivamente. Entretanto,
guando perguntados com relacdo ao uso de preservativo durante a ultima relagdo sexual, os
numeros foram, respectivamente, de 97% e 66% (BORGES, 2005).

Antunes e colaboradores reportaram dados sobre diferencas de comportamento
sexual entre homens e mulheres jovens também da cidade de Sao Paulo, dentre os quais se
destacavam uma maior dificuldade entre as mulheres de negociar o0 uso de preservativos

(30% contra 14%) e a identificacdo de "conhecer o parceiro” e "paixdo" como razdes
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importantes para a nao-utilizacdo de preservativo (ANTUNES, 2002). Todos esses dados
sugerem gue valores morais, principalmente a crenca na seguranca de uma relacdo estavel,
sejam fatores atualmente de grande importancia para colocar as mulheres em um estado de
permanente vulnerabilidade para essas doengas (GUILHEM, 2000).

Nossos dados fornecem alguns indicios que corroboram a hipétese de que a principal
via de transmissao para a HTLV entre doadores de sangue no Estado da Bahia é a via
sexual. Ndo houve associacdo entre amamentacédo e infecgdo pelo HTLV na populagéo
estudada, nem mesmo na analise univariada, sinalizando que essa via de transmissao possa
nao ser frequente no nosso meio. Observamos um risco de infeccdo maior associado a
doadores de sangue do sexo feminino, assim como um risco de infeccdo maior entre
mulheres que reportaram prética de sexo anal alguma vez na vida. Observamos também que
o risco de ter um outro teste de rastreamento anormal (a maioria dos quais relacionados a
outras DST) foi significativamente maior nos individuos infectados pelo HTLV. Esses dados
analisados conjuntamente sugerem uma maior importancia da transmissdo sexual da
infec¢do pelo HTLV-1 no nosso meio, uma maior efetividade da transmisséo homem-mulher
do que na direcdo oposta, bem como uma posi¢cdo de vulnerabilidade das mulheres para
adquirirem OST, inclusive HTLV-1.

Essas caracteristicas da infeccdo pelo HTLV-1 na nossa cidade ja haviam sido
reveladas pelo estudo de base populacional que avaliou a prevaléncia de infeccdo pelo
HTLV-1 em Salvador (DOURAOO, 2003). De fato, uma observacéao inesperada nesse estudo
foi o fato de nenhum individuo com idade inferior a 15 anos ter tido evidéncia soroldgica da
infeccdo pelo HTLV-1, sinalizando para o papel limitado da transmissao vertical (via
amamentacao inclusive) da infeccéo pelo HTLV-1. Ao mostrar que a prevaléncia da infec¢ao
pelo HTLV-1 se eleva com a idade e de maneira mais pronunciada em mulheres, o estudo
revela indicios de que as mulheres sdo mais vulneraveis para se infectarem pelo HTLV-1.

Com relacéo aos resultados da nossa analise filogenética, este é o primeiro estudo a
demonstrar isolados do HTLV-1 da regido sul do continente africano inseridos dentro dos
dois grupamentos da América Latina (Figura 8). Esse resultado é importante porque dados
histéricos revelam que a vasta maioria dos africanos trazidos para o Brasil durante o trafico
de escravos teria vindo da regido oeste do continente africano, onde circula o HTLV-1a,

subgrupo oeste-africano/caribenho (C). As analises filogenéticas feitas com isolados virais de
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individuos da cidade de Salvador até o presente momento ndo demonstraram a existéncia
deste subgrupo (oeste-africano/caribenho, C), mas sim do subgrupo A (transcontinental).
Considerando que esse ultimo subgrupo € o que circula na regido sul do continente africano,
0s nossos achados reforcam a hipotese de que a introducdo do HTLV-1 na cidade de
Salvador tenha decorrido do afluxo de africanos procedentes da regido sul daquele
continente.

Todos os isolados estudados se agruparam no subgrupo transcontinental do subtipo
cosmopolita, como previamente relatado (YAMASHITA, 1999, VAN DOOREN, 1998,
ALCANTARA, 2003, ALCANTARA, 2006). Entretanto, em conformidade com as analises
reportadas por Alcantara e colaboradores (ALCANTARA, 2006), os nossos isolados virais se
agruparam em dois diferentes grupamentos latino-americanos (grupamento latino-americano
1 e 2). Essa observacdo sugere que houve mdltiplas introdugées do HTLV-1 no Brasil.
Entretanto, a homogeneidade observada entre as sequencias brasileiras dentro de cada um
dos subgrupos reforca a hipétese de que a introducédo do HTLV-1 no Brasil foi relativamente
recente, provavelmente durante o trafico de escravos que ocorreu entre os séculos XVI e XIX
(VAN DOOREN, 1998).

Salvador é uma cidade com 80% da populacdo constituida por descendentes de
africanos, a maioria dos quais foi trazida para a Bahia durante o trafico de escravos,
principalmente do oeste da Africa (RODRIGUES, 1977; VIANA FILHO, 1988; VERGER,
1987). Entre os anos 1678-1810, ndo existe qualquer informagdo sobre o movimento de
navios da Africa para a Bahia, pois toda a documentacdo historica foi perdida. Entretanto,
existem evidéncias que africanos foram trazidos para Bahia, durante o trafico ilicito de
escravos (entre o final do século XVII e inicio do século XIX), de outras regies do continente
sul africano, como o sul de Angola, Madagascar e Mogcambique, onde o haplotipo Bantu para
o0 gene da globina B" é prevalente.

A demonstracdo do haplotipo tipo Bantu em individuos infectados de Salvador sugere
gue a regido sul do continente africano possa ter contribuido para a introducdo do HTLV-1 na
nossa cidade (ALCANTARA, 2003; ALCANTARA, 2006). Como mencionado acima, €
desconhecida a procedéncia dos africanos trazidos para o Brasil entre 1678 e 1810
(VERGER, 1976). Nos séculos XVII e XVIII, durante a colonizacdo da Africa do Sul pelos

ingleses, muitos individuos fugiram para outras regifes vizinhas, hoje conhecidas como
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Angola, Madagascar e Mocambique. Entre 1817-1843, tivemos em torno de 2.300 e 4.100
africanos Bantus trazidos para a Bahia, procedentes de Angola e Madagascar,
respectivamente (CURTIN, 1969). Além disso, no periodo compreendido entre 1641 e 1648,
durante o qual Angola estava sob dominio holandés, milhares de africanos foram trazidos
para a Bahia, tendo como destino final o estado de Pernambuco. Entretanto, no século XVII,
a predominancia de africanos Bantus é colocada em evidéncia pelo fato de haver no porto da
Bahia, quando os holandeses tomaram a cidade de Salvador em 1624, seis navios de
Angola, com 1440 escravos contra um Unico da Guine com apenas 28 escravos (VIANA
FILHO, 1988). Logo, os Bantus foram os primeiros africanos exportados em grande escala
para a Bahia, e aqui deixaram de modo indelével os marcos de sua cultura, influenciando
poderosamente a lingua, a religido, o folclore, e os habitos cotidianos. Além disso, €&
importante salientar que os portos de onde os escravos saiam da Africa ndo estavam
necessariamente relacionados com a suas origens étnicas, uma vez que eles eram
frequentemente capturados de outras regides, na maioria das vezes distantes dos
portos. Diante desses fatos, podemos sugerir a ocorréncia de uma possivel introducao do
subtipo Cosmopolita, subgrupo Transcontinental do HTLV-1 em Salvador, oriundos de
africanos infectados procedentes da regidio sul da Africa. Ndo podemos descartar a hipotese
gue esse subgrupo Transcontinental podia estar presente em Angola, ou mesmo outros
paises africanos, e foi levado para a regido sui da Africa por individuos infectados que
migraram em busca do ouro e diamantes presentes nessa regiao. Para comprovarmos esse
fato, seria necesséria a obtencdo de um namero maior de sequéncias proé-virais do HTLV-1
de outras regides da Africa. Ha poucas sequéncias LTR dos isolados de HTLV-1 da Africa,
fator limitante para a realizagdo de uma analise filogenética mais compreensiva. O achado
de dois grupamentos latino-americanos, por sua vez, sugere que a introducédo do HTLV-1 na
nossa cidade ocorreu em mdltiplas ocasides, muito provavelmente no periodo pos-
Colombiano. Estudos futuros, considerando isolados do HTLV-1 de diferentes regifes e
etnicidade, sdo de grande importancia para esclarecer as origens desse virus no Brasil. Além
disso, informacdes sobre sequenciamento da regido LTR, na qual se encontra as sitios
promotores da transcricdo do genoma viral, pode ser Util na correlagdo da evolugéo clinica

dos portadores assintomaticos que eventualmente desenvolvam sintomas.
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Apenas um dos isolados virais (HB3166) dentre as 23 estudados n&o pertenceu a
nenhum dos dais grupamentos latino-americanos. O sequenciamento da regido LTR desse
isolado viral revelou uma duplicacdo de um fragmento de 12 pb, correspondente as posi¢cdes
9018 a 9029 com relacdo a sequéncia de referéncia ATK1. Esse isolado viral é proveniente
de um doador do sexo masculino de 37 anos, completamente assintomatico.
Desconhecemos descricdo de mutacdo semelhante na regido LTR do HTLV-1, e o
significado clinico e biolégico dessa mutagdo ainda é incerto.

Faz-se necessario ressaltar algumas das limitacdes deste estudo. Primeiro, a fato de
termos estudado uma populacdo de doadores de sangue nos impede de extrapolar nossos
achados para a populacao geral. Segundo, ha limitacbes metodoldgicas préprias de estudos
de delineamento tipo caso-controle, particularmente viés de selecao e viés de recordacéo.
Par exemplo, nds tivemos uma baixa proporcéo de participacdo no estudo se considerarmos
todo o universo de doadores com primeiro teste de triagem positivo durante o periodo
estudado: apenas 91 participantes dentre 504 individuos com sorologia alterada (cerca de
18%). Ainda que essa proporcdo tenha sido maior se considerarmos apenas os doadores
gue retornaram para uma nova coleta de amostra de sangue (91 dentre 139, ou 65%), pode
ter ocorrido viés de selecédo. Informacdes incorretas no ato da doacao (endereco e telefone)
podem ter contribuido substancialmente para essa baixa proporcdo de participacdo no
estudo, problema que tem sido reportado também em outros bancos de sangue nacionais
(MONTEIRO-DE-CASTRO, 2001)
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IX. Conclusdes.

1 - A infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de sangue no Estado da Bahia esta

relacionada a baixo nivel socioecondmico e a praticas sexuais inseguras.

2 - Nao demonstramos associacao entre idade de iniciagdo sexual e infeccdo pelo
HTLV-1.

3 - Nao demonstramos associagéo entre escolaridade e infec¢ao pelo HTLV-1.

4 - Nao encontramos associacao entre histéria de amamentacdo e infeccdo pelo

HTLV-1 na populacéo estudada.

5 - Homens e mulheres diferem significativamente com relacdo a varias das

caracteristicas analisadas, particularmente aquelas relacionadas ao comportamento sexual.

6 - Os dados sugerem que a principal via de transmissao da infeccéo pelo HTLV-1 no
nosso meio é sexual, e que as mulheres se encontram em uma posi¢do de vulnerabilidade

para adquirir essa infecgao.

7 - Todos os isolados virais em doadores de sangue no nosso Estado pertenceram ao
subgrupo A, do subtipo a do HTLV-1.

8 - A analise filogenética reforca a hipotese de que o HTLV-1 foi introduzido na cidade
de Salvador no periodo pés-Colombiano, e que alguns isolados sdo provenientes da regiao

sul do continente africano.

9 - Demonstramos pela primeira vez uma inser¢do de um fragmento duplicado da

regido LTR, cujo significado clinico e biolégico ainda € incerto.
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X. Perspectivas

1 - Foi oferecido aos doadores de sangue infectados pelo HTLV-1 seguimento regular
no Centro de HTLV da Escola Bahiana de Medicina / Fundacdo Bahiana para
Desenvolvimento das Ciéncias, com o intuito de monitorar o desenvolvimento de sintomas e
identificar os determinantes da conversdo do estado assintomatico para o estado

sintomatico.

2 - Seré estudada a prevaléncia de infeccao pelo HTLV-1 nos familiares dos doadores
infectados que consentirem em participar. Durante o estudo de caso-controle obtivemos
informacdes sobre familiares disponiveis para estudos dessa natureza (pais, irmaos e prole)

de cada um dos 91 doadores participantes, que serdo contatados para o estudo familiar.
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Xl. Abstract

Title: EPIDEMIOLOGIC CHARACTERIZATION OF HTLV-1 INFECTION AND
PHYLOGENETIC ANALYSIS OF VIRAL ISOLATES AMONG HTLV-1- INFECTED BLOOD
DONORS IN THE STATE OF BAHIA. Aim: Characterize the epidemiology of HTLV-1
infection among blood donors in the State of Bahia and analyze phylogenetically the viral
isolates. Study design: Case-control. Methods: from January 2000 to December 2003 we
interviewed 91 HTLV-1- infected (cases) and 194 non-HTLV-1-infected (controls) blood
donors. Information on demographic, socio-economic status, education and sexual behavior
were obtained through a standardized questionnaire. LTR of viral isolates from 23 blood
donors were sequenced for phylogenetic analysis. Results: Female sex, low family income,
self-reported previous history of STD, inconsistent use of condoms during sexual intercourse
and number of different sexual partners during life were all independently associated with
HTLV-1 infection. A subgroup analysis comparing men and women revealed significant
differences with regard to sexual behavior. All viral isolates belonged to transcontinental
subgroup, cosmopolitan subtype of HTLV-1. For the first time it has been observed that a viral
isolate from South Africa has clustered within the major Latin American cluster. Conclusion:
Our results show an association between HTLV-1 infection and low socio-economic level and
unsafe sexual practices. Our data suggest that the main route of HTLV-1 transmission in the
city of Salvador is through unsafe sexual contact. Our phylogenetic analysis has brought
further support to the hypothesis that southern region of the African continent may have
contributed to the introduction of HTLV-1 in Brazil.
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Xll. ANEXO(S)

ANEXO 1. Modelo do questionario.

ESTUDO DE CASO-CONTROLE DOS DETERMINANTES DA INFECCAO PELO
HTLV-1/1l EM DOADORES DE SANGUE NO ESTADO DA BAHIA

QUESTIONARIO
RG HTLV -
N° BOLSA -

Banco de sangue de origem:

IDENTIFICACAO

Nome: DN: I
ldade: Género:

Endereco: Rua/Av , N°
Complemento: Bairo:

Cidade: CEP:

TELL:( ) - TEL2:( ) - TEL3:( ) -
Endereco prévio 1: ; endereco prévio 2: (sigla do Estado da Uniao)

Ocupacéo atual: Desde:
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Ocupacao prévia 1: De ate

Ocupacao prévia 2: De até

Ocupacao prévia 3: De até

DADOS RELACIONADOS A DOACAO DE SANGUE ANTERIOR

Doacdo prévia? [1Sim (quantas vezes? ) [IN&o [IN&o lembra
Onde 1: Quando 1:
Onde 2: Quando 2:
Onde 3: Quando 3:

DADOS SOCIAIS

Renda pessoal (em R$): Renda familiar (em R$):

Escolaridade (em numero de anos estudados):

Estado civil: Numero de filhos:

Numero de irmaos: Religido:

Reside em domicilio préprio? [LJSim LJN&o LJN&o sabe/ndo quis responder
Saneamento basico no domicilio? [1Sim [LIN&o LINao sabe/nao quis responder
Recebe agua tratada no domicilio? [1Sim [INao [L1N&o sabe/ndo quis responder

Com guantas pessoas reside no domicilio?

HABITOS DE VIDA / ANTECEDENTES

Fumante? L1Sim ( carteira/dia X anos) [IN&o
Etilista? [1Sim (do ano até o ano ) LIN&o
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Numero total de anos de ingestéo de alcool: anos

Frequéncia de ingestao de alcool: [1diariamente [Ifins de semana [Isocialmente

[Jraramente [1ndo sabe/ndo quis responder

Idade da primeira relacao sexual:

Uso de preservativos durante relagao sexual:
[1sempre [lfrequentemente [raramente [Inunca [Jndo sabe/n&o quis responder

Numero de parceiros sexuais nos ultimos 6 meses:
NuUmero de parceiros sexuais nos ultimos 12 meses:

NuUumero de parceiros sexuais até o presente:

Relacéo sexual com pessoas do mesmo sexo?

[Isempre [Llfrequentemente [lraramente [Inunca [L1n&ao sabe/nao quis responder

Frequéncia de pratica de sexo anal

[Isempre [lfrequentemente [lraramente [1nunca [1ndo sabe/ndo quis responder

Freqiéncia de pratica de sexo oral

[Isempre [lfrequentemente [lraramente [1nunca [1ndo sabe/ndo quis responder

Aleitamento materno: . Se amamentado, foi pela mae biologica?

Jé& teve alguma vez o diagnéstico de doencga sexualmente transmissivel?

[1Sim [INao [ IN&o sabe/nado quis responder

Alguma vez ja doou sangue apenas para fazer o exame de HIV?

[1Sim [INao [ IN&o sabe/nado quis responder

Alguma vez ja recebeu transfusao sangiinea?
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L1Sim

LINao

[ IN&o sabe/ndo quis responder
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ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Estudo De Caso-Controle De Fatores De Risco Para Infeccédo Pelo HTLV-1 Em

Doadores De Sangue No Estado da Bahia

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr(a) estd sendo convidado(a) a participar de um trabalho de pesquisa. Neste
estudo de caso-controle serdo avaliados possiveis fatores de risco para a infec¢ao pelo virus
HTLV-l. Um estudo de caso-controle consiste em comparar pessoas com uma doenga ou
infeccdo (chamados de CASOS) com pessoas que ndo tém esta doenca ou infeccéo
(chamadas de CONTROLEYS). Isto permite identificar diferencas entre os CASOS (pessoas
doentes ou infectadas) e os CONTROLES (pessoas sem doenca ou infeccdo). Estas

diferencas podem ou nao estar associadas com a doenca ou infeccdo em questao.

Este estudo esta sendo conduzido porque o niumero de pessoas infectadas com o
virus HTLV-I no nosso estado é muito grande.

O objetivo deste estudo €, portanto, descobrir quais as caracteristicas dos individuos
infectados com o virus (CASOS) que Ihes sao proprias, permitindo delinear um perfil de risco

para aquisi¢ao do virus.

Independente da presenca do HTLV no seu sangue, o Sr(a) sera convidado(a) a
responder um questionario detalhado sobre suas caracteristicas, incluindo perguntas de
carater pessoal, como renda pessoal e familiar, nivel de escolaridade, amamentacao, além
de aspectos da sua vida sexual. Este questionario tem carater estritamente investigativo a as

respostas obtidas serdo mantidas no mais absoluto sigilo. O seu nome e as suas respostas
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ao questionario ndo serdo revelados a nenhuma outra pessoa, e estes dados serdo de

conhecimento apenas dos médicos responsaveis diretamente pela pesquisa.

Serdo colhidos 16 ml de sangue (quantidade equivalente a duas colheres das de
sopa) para a repeticdo dos exames de sorologia, bem como para a caracterizacao genética
do virus. Nao ha maleficios a sua saude pela retirada desta quantidade de sangue, e
antecipamos apenas um pequeno desconforto causado no momento da picada para retirar a

amostra de sangue.

As pessoas infectadas com o HTLV-l sera oferecido acompanhamento médico
multidisciplinar no Centro de HTLV, localizado no Campus de Brotas da Fundacao para o
Desenolvimento das Ciéncias. O objetivo deste acompanhamento é prover assisténcia
meédica integral gratuita aos individuos infectados, preservando-lhes a saude, além de
instituir tratamentos apropriados para eventuais complicacdes relacionadas a infec¢éo pelo
HTLV-I. Além disso, os portadores do HTLV terdo orientacdo quando as medidas de
prevencao da transmissdo do HTLV. Os médicos que fazem parte desta pesquisa sao 0s
responsaveis pelo Centro de HTLV, que consta de infectologista, hematologista/oncologista,
neurologista, oftalmologista, dermatologista, urologista, psicologo, fisioterapeuta, entre outros

profissionais.

Todos os participantes do estudo tém o direito de obter esclarecimentos sobre o
andamento da pesquisa, bem como seus resultados preliminares, que serdo fornecidos

sempre por um dos pesquisadores responsaveis.

O principal beneficio proveniente deste estudo € um beneficio coletivo, de se conhecer
os fatores de risco para a infecgao pelo HTLV em doadores de sangue. Os CASOS (aqueles
infectados com o HTLV) também se beneficiardo por poderem ser seguidos no Centro de

HTLV, utilizando de toda a estrutura do referido centro.
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O(a) Sr(a). ndo € obrigado(a) a fazer parte deste estudo. Mesmo que o(a) Sr(a). ndo
deseje fazer parte deste estudo o seguimento no Centro de HTLV sera garantido e
dependera unicamente do seu desejo e disponibilidade de comparecer no Ambulatorio
Docente Assistencial da Escola Bahiana de Medicina/Fundacéao para o desenvolvimento das
Ciéncias, situado no Campus de Brotas, a Rua Dom Jodo VI, n® 278, no bairro de Brotas em
Salvador. O(a) Sr(a) também tem o direito de retirar o seu consentimento a qualquer

momento, sem haver qualquer retaliagdo ou prejuizo no seu atendimento.

, de de

Doador Participante do Estudo

Testemunha 1

Testemunha 2

Médico que obteve o consentimento.
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ANEXO 3. Resolucdo CNS 196 de 1996

O Conselho Nacional de Saude, no uso da competéncia que Ihe é outorgada pelo
Decreto n° 93933 de 14 de janeiro de 1987 , resolve:

Aprovar as seguintes diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo

seres humanos:
| - PREAMBULO

A presente Resolucdo fundamenta-se nos principais documentos internacionais que
emanaram declaragdes e diretrizes sobre pesquisas que envolvem seres humanos: o Codigo

de Nuremberg (1947), a Declaracdo dos Direitos do Homem (1948), a Declaracdo de

Helsinque (1964 e suas versdes posteriores de 1975, 1983 e 1989), o Acordo Internacional

sobre Direitos Civis e Politicos (ONU,1966, aprovado pelo Congresso Nacional Brasileiro em

1992), as Propostas de Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas

Envolvendo Seres Humanos (CIOMS/OMS 1982 e 1993) e as Diretrizes Internacionais para

Revisdo Etica de Estudos Epidemioldgicos (CIOMS, 1991). Cumpre as disposicdes da
Constituicdo da Republica Federativa do Brasil de 1988 e da Legislagéo brasileira correlata:

Cddigo de Direitos do Consumidor, Codigo Civil e Cddigo Penal,_Estatuto da Crianca e do

Adolescente, Lei Organica da Saude 8.080, de 19/09/90 (dispbe sobre as condicbes de

atencdo a saulde, a organizacdo e o funcionamento dos servicos correspondentes), Lei
8.142, de 28/12/90 (participacdo da comunidade na gestdo do Sistema Unico de Saude),
Decreto 99.438, de 07/08/90 (organizacdo e atribuicbes do Conselho Nacional de Saude),

Decreto 98.830, de 15/01/90 (coleta por estrangeiros de dados e materiais cientificos no
Brasil), Lei 8.489, de 18/11/92, e Decreto 879, de 22/07/93 (dispdem sobre retirada de
tecidos, 6rgdos e outras partes do corpo humano com fins humanitarios e cientificos), Lei
8.501, de 30/11/92 (utilizacdo de cadaver), Lei 8.974, de 05/01/95 (uso das técnicas de

engenharia genética e liberacio no meio ambiente de organismos geneticamente

modificados), Lei 9.279, de 14/05/96 (regula direitos e obrigacfes relativos a propriedade

industrial), e outras.
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Esta Resolucdo incorpora, sob a otica do individuo e das coletividades os quatro
referenciais basicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica, entre
outros, e visa assegurar os direitos e deveres que dizem respeito & comunidade cientifica,

aos sujeitos da pesquisa e ao Estado.

O carater contextual das consideracbes aqui desenvolvidas implica em revisdes

periodicas desta Resolucéo, conforme necessidades nas areas tecnocientifica e ética.

Ressalta-se, ainda, que cada &rea tematica de investigacdo e cada modalidade de
pesquisa, além de respeitar os principios emanados deste texto, deve cumprir com as

exigéncias setoriais e regulamentacfes especificas.

Il - TERMOS E DEFINICOES. A presente Resolucdo, adota no seu ambito as

seguintes defini¢des:

Il.1- Pesquisa - classe de atividades cujo objetivo € desenvolver ou contribuir para o
conhecimento generalizavel. O conhecimento generalizavel consiste em teorias, relagdes ou
principios ou no acumulo de informacfes sobre as quais estdo baseados, que possam ser

corroborados por métodos cientificos aceitos de observacéo e inferéncia.

[I.2 - Pesquisa envolvendo seres humanos - pesquisa que, individual ou
coletivamente, envolva o ser humano de forma direta ou indireta, em sua totalidade ou partes

dele, incluindo o manejo de informac¢des ou materiais.

[1.3 - Protocolo de Pesquisa - Documento contemplando a descricdo da pesquisa em
seus aspectos fundamentais, informacdes relativas ao sujeito da pesquisa, a qualificacdo dos

pesquisadores e a todas as instancias responsaveis.

Il.4 - Pesquisador responsavel - pessoa responsavel pela coordenacdo e realizagcédo

da pesquisa e pela integridade e bem-estar dos sujeitos da pesquisa.

[I.5 - InstituicAo de pesquisa - organizagcdo, publica ou privada, legitimamente

constituida e habilitada na qual sdo realizadas investigacdes cientificas.
I1.6 - Promotor - individuo ou instituicdo, responsavel pela promogéo da pesquisa.

II.7 - Patrocinador - pessoa fisica ou juridica que apoia financeiramente a pesquisa.
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I1.8 - Risco da pesquisa - possibilidade de danos a dimenséo fisica, psiquica, moral,
intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma pesquisa e

dela decorrente.

1.9 - Dano associado ou decorrente da pesquisa - agravo imediato ou tardio, ao
individuo ou a coletividade, com nexo causal comprovado, direto ou indireto, decorrente do

estudo cientifico.

7

[1.L10 - Sujeito da pesquisa - € o(a) participante pesquisado (a), individual ou

coletivamente, de carater voluntario, vedada qualquer forma de remuneracao.

I1.11- Consentimento livre e esclarecido - anuéncia do sujeito da pesquisa e/ou de seu
representante legal, livre de vicios (simulacéo, fraude ou erro ), dependéncia, subordinacéo
ou intimidacéo, apos explicacdo completa e pormenorizada sobre a natureza da pesquisa,
seus objetivos, métodos, beneficios previsto, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar, formulada em um termo de consentimento, autorizando sua participacéo voluntaria
na pesquisa.

[1.L12 - Indenizagdo - cobertura material, em reparacdo a dano imediato ou tardio,

causado pela pesquisa ao ser humano a ela submetida.

[1.L13 - Ressarcimento - cobertura, em compensacdo, exclusiva de despesas

decorrentes da participacdo do sujeito na pesquisa.

.14 - Comités de Etica em Pesquisa - CEP - colegiados interdisciplinares e
independentes, com “munus publico”, de carater consultivo, deliberativo e educativo, criados
para defender os interesses dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e para

contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

[1.15 - Vulnerabilidade - refere-se a estado de pessoas ou grupos , que por guaisquer

razdes ou motivos, tenham a sua capacidade de autodeterminacéo reduzida, sobretudo no

gque se refere ao consentimento livre e esclarecido.

[1.16 - Incapacidade - Refere-se ao possivel sujeito da pesquisa que ndo tenha
capacidade civil para dar o seu consentimento livre e esclarecido, devendo ser assistido ou

representado, de acordo com a legislacao brasileira vigente.

Il - ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
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As pesquisas envolvendo seres humanos devem atender as exigéncias éticas e
cientificas fundamentais. Ill.1 - A eticidade da pesquisa implica em: a) consentimento livre
e esclarecido dos individuos-alvo e a protegcdo a grupos vulneraveis e aos legalmente
incapazes (_autonomia). Neste sentido, a pesquisa envolvendo seres humanos devera
sempre trata-lo em sua dignidade, respeita-lo em sua autonomia e defendé-lo em sua

vulnerabilidade;

b) ponderacéo entre riscos e beneficios, tanto atuais como potenciais, individuais ou

coletivos (_beneficéncia), comprometendo-se com o maximo de beneficios e 0 minimo de

danos e riscos;

c) garantia de que danos previsiveis serdo evitados (_(ndo maleficéncia);

d) relevancia social da pesquisa com vantagens significativas para os sujeitos da
pesquisa e minimizacdo do 6nus para o0s sujeitos vulneraveis, o que garante a igual
consideracdo dos interesses envolvidos, ndo perdendo o sentido de sua destinacédo soécio-

humanitaria (justica e equidade).

[l.2 - Todo procedimento de qualquer natureza envolvendo o ser humano, cuja
aceitacdo ndo esteja ainda consagrada na literatura cientifica, sera considerado como
pesquisa e, portanto, deverda obedecer as diretrizes da presente Resolu¢cdo. Os
procedimentos referidos incluem entre outros, os de natureza instrumental, ambiental,
nutricional, educacional, sociol6gica, econémica, fisica, psiquica ou bioldgica, sejam eles

farmacoldgicos, clinicos ou cirdrgicos e de finalidade preventiva, diagnostica ou terapéutica.

[11.3 - A pesquisa em qualquer area do conhecimento, envolvendo seres humanos
devera observar as seguintes exigéncias: a) ser adequada aos principios cientificos que a

justifiguem e com possibilidades concretas de responder a incertezas;

b) estar fundamentada na experimentacédo prévia realizada em laboratérios, animais

ou em outros fatos cientificos;

c) ser realizada somente quando o conhecimento que se pretende obter ndo possa

ser obtido por outro meio;

d) prevalecer sempre as probabilidade dos beneficios esperados sobre 0s riscos

previsiveis;
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e) obedecer a metodologia adequada. Se houver necessidade de distribuicdo aleatoria
dos sujeitos da pesquisa em grupos experimentais e de controle, assegurar que, a priori, ndo
seja possivel estabelecer as vantagens de um procedimento sobre outro através de revisao

de literatura, métodos observacionais ou métodos que ndo envolvam seres humanos;

f) ter plenamente justificada, quando for o caso, a utilizacdo de placebo, em termos de

nao maleficéncia e de necessidade metodoldgica;

g) contar com o consentimento livre e esclarecido do sujeito da pesquisa e/ou seu

representante legal;

h) contar com os recursos humanos e materiais necessarios que garantam o bem-
estar do sujeito da pesquisa, devendo ainda haver adequacdo entre a competéncia do

pesquisador e o0 projeto proposto;

i) prever procedimentos que assegurem a confidencialidade e a privacidade, a
protecdo da imagem e a ndo estigmatiza¢éo, garantindo a nao utilizacdo das informacfes em
prejuizo das pessoas e/ou das comunidades, inclusive em termos de auto-estima, de

prestigio e/ou econémico-financeiro;

j) ser desenvolvida preferencialmente em individuos com autonomia plena. Individuos
ou grupos vulneraveis ndo devem ser sujeitos de pesquisa quando a informacéo desejada
possa ser obtida através de sujeitos com plena autonomia, a menos que a investigacao
possa trazer beneficios diretos aos vulneraveis. Nestes casos, o direito dos individuos ou
grupos que queiram participar da pesquisa deve ser assegurado, desde que seja garantida a

protecdo a sua vulnerabilidade e incapacidade legalmente definida;

) respeitar sempre os valores culturais, sociais, morais, religiosos e éticos, bem como

os habitos e costumes quando as pesquisas envolverem comunidades;

m) garantir que as pesquisas em comunidades, sempre que possivel, traduzir-se-ao
em beneficios cujos efeitos continuem a se fazer sentir apds sua conclusdo. O projeto deve
analisar as necessidades de cada um dos membros da comunidade e analisar as diferencas

presentes entre eles, explicitando como sera assegurado o respeito as mesmas;

n) garantir o retorno dos beneficios obtidos através das pesquisas para as pessoas e

as comunidades onde as mesmas forem realizadas. Quando, no interesse da comunidade,
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houver beneficio real em incentivar ou estimular mudancgas de costumes ou comportamentos,
0 protocolo de pesquisa deve incluir, sempre que possivel, disposicdes para comunicar tal

beneficio as pessoas e/ou comunidades;

0) comunicar as autoridades sanitarias os resultados da pesquisa sempre que 0S
mesmos puderem contribuir para a melhoria das condicdes de saude da coletividade,
preservando, porém, a imagem e assegurando que 0s sujeitos da pesquisa nao sejam

estigmatizados ou percam a auto-estima,;

p) assegurar aos sujeitos da pesquisa os beneficios resultantes do projeto, seja em

termos de retorno social, acesso aos procedimentos, produtos ou agentes da pesquisa,;

() assegurar aos sujeitos da pesquisa as condi¢cdes de acompanhamento, tratamento
ou de orientacdo, conforme 0 caso, nas pesquisas de rastreamento; demonstrar a

preponderancia de beneficios sobre riscos e custos;

r) assegurar a inexisténcia de conflito de interesses entre o0 pesquisador e 0s sujeitos

da pesquisa ou patrocinador do projeto;

S) comprovar, nas pesquisas conduzidas do exterior ou com cooperagao estrangeira,
0S compromissos e as vantagens, para 0S sujeitos das pesquisas e para o Brasil,
decorrentes de sua realizacdo. Nestes casos deve ser identificado o pesquisador e a
instituicdo nacionais co-responsaveis pela pesquisa. O protocolo devera observar as

exigéncias da Declaracdo de Helsinqgue e incluir documento de aprovacdo, no pais de

origem, entre os apresentados para avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo
brasileira, que exigira o cumprimento de seus proprios referenciais éticos. Os estudos
patrocinados do exterior também devem responder as necessidades de treinamento de
pessoal no Brasil, para que o pais possa desenvolver projetos similares de forma

independente;

t) utilizar o material biolégico e os dados obtidos na pesquisa exclusivamente para a

finalidade prevista no seu protocolo;

u) levar em conta, nas pesquisas realizadas em mulheres em idade fértil ou em

mulheres gravidas, a avaliacao de riscos e beneficios e as eventuais interferéncias sobre a
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fertilidade, a gravidez, o embrido ou o feto, o trabalho de parto, o puerpério, a lactacdo e o

recém-nascido;

v) considerar que as pesquisas em mulheres gravidas devem, ser precedidas de
pesquisas em mulheres fora do periodo gestacional, exceto quando a gravidez for o objetivo

fundamental da pesquisa,;

X) propiciar, nos estudos multicéntricos, a participacdo dos pesquisadores que

desenvolverao a pesquisa na elaboracao do delineamento geral do projeto; e

z) descontinuar o estudo somente apds analise das razbes da descontinuidade pelo

CEP que a aprovou.
IV - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apés
consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus

representantes legais manifestem a sua anuéncia a participacdo na pesquisa.

IV.1 - Exige-se que o esclarecimento dos sujeitos se faca em linguagem acessivel e

gue inclua necessariamente 0s seguintes aspectos:

a) a justificativa, os objetivos e os procedimentos que serdo utilizados na pesquisa;

b) os desconfortos e riscos possiveis e 0s beneficios esperados; ¢) os métodos
alternativos existentes; d) a forma de acompanhamento e assisténcia, assim como seus
responsaveis; €) a garantia de esclarecimento, antes e durante o curso da pesquisa, sobre
a metodologia, informando a possibilidade de inclusdo em grupo controle ou placebo; f) a
liberdade do sujeito se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado; @) a garantia do sigilo
gue assegure a privacidade dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa; h) as formas de ressarcimento das despesas decorrentes da participacdo na
pesquisa; e i) as formas de indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da

pesquisa.

IV.2 - O termo de consentimento livre e esclarecido obedecera aos seguintes
requisitos: a) ser elaborado pelo pesquisador responsavel, expressando o cumprimento de

cada uma das exigéncias acima; b) ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa que
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referenda a investigacdo; c) ser assinado ou identificado por impressdo dactiloscépica, por
todos e cada um dos sujeitos da pesquisa ou por seus representantes legais; e d) ser
elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou por seu representante

legal e uma arquivada pelo pesquisador.

IV.3 - Nos casos em que haja qualquer restricdo a liberdade ou ao esclarecimento
necessarios para o adequado consentimento, deve-se ainda observar: a) em pesquisas

envolvendo criancas e adolescentes, portadores de perturbagéo ou doenca mental e sujeitos

em situacdo de substancial diminuicAo em suas capacidades de consentimento, devera
haver justificacdo clara da escolha dos sujeitos da pesquisa, especificada no protocolo,
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, e cumprir as exigéncias do consentimento livre
e esclarecido, através dos representantes legais dos referidos sujeitos, sem suspensao do
direito de informacdo do individuo, no limite de sua capacidade; b) a liberdade do
consentimento devera ser particularmente garantida para aqueles sujeitos que, embora
adultos e capazes, estejam expostos a condicionamentos especificos ou a influéncia de
autoridade, especialmente estudantes, militares, empregados, presidiarios, internos em
centros de readaptacdo, casas-abrigo, asilos, associacdes religiosas e semelhantes,
assegurando-lhes a inteira liberdade de participar ou ndo da pesquisa, sem quaisquer
represalias; c) nos casos em que seja impossivel registrar 0 consentimento livre e
esclarecido, tal fato deve ser devidamente documentado com explicagdo das causas da
impossibilidade e parecer do Comité de Etica em Pesquisa; d) as pesquisas em pessoas

com o diagndstico de morte encefdlica s6 podem ser realizadas desde que estejam

preenchidas as seguintes condigbes: - documento comprobatorio da morte encefélica
(atestado de o6bito); - consentimento explicito dos familiares e/ou do responsavel legal, ou
manifestacao prévia da vontade da pessoa; - respeito total a dignidade do ser humano sem
mutilacdo ou violacdo do corpo; - sem 6nus econdmico financeiro adicional a familia; -
sem prejuizo para outros pacientes aguardando internacdo ou tratamento; - possibilidade
de obter conhecimento cientifico relevante, novo e que ndo possa ser obtido de outra
maneira; e) em comunidades culturalmente diferenciadas, inclusive indigenas, deve-se
contar com a anuéncia antecipada da comunidade através dos seus proéprios lideres, nao se
dispensando, porém, esforgcos no sentido de obtencdo do consentimento individual; f)

guando o meérito da pesquisa depender de alguma restricdo de informacdes aos sujeitos, tal
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fato deve ser devidamente explicitado e justificado pelo pesquisador e submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa. Os dados obtidos a partir dos sujeitos da pesquisa ndo poderéo ser

usados para outros fins que 0s ndo previstos no protocolo e/ou no consentimento.
V - RISCOS E BENEFICIOS

Considera-se que toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve risco. O dano

eventual podera ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade.

V.1 - Nao obstante os riscos potenciais, as pesquisas envolvendo seres humanos
serdo admissiveis quando: a) oferecerem elevada possibilidade de gerar conhecimento
para entender, prevenir ou aliviar um problema que afete o bem-estar dos sujeitos da
pesquisa e de outros individuos; b) o risco se justifique pela importancia do beneficio
esperado; ¢) o beneficio seja maior, ou no minimo igual, a outras alternativas ja

estabelecidas para a prevencao, o diagnostico e o tratamento.

V.2 - As pesquisas sem beneficio direto ao individuo devem prever condicbes de
serem bem suportadas pelos sujeitos da pesquisa, considerando sua situacdo fisica,

psicoldgica, social e educacional.

V.3 - O pesquisador responsavel é obrigado a suspender a pesquisa imediatamente
ao perceber algum risco ou dano a saude do sujeito participante da pesquisa, conseqiente a
mesma, nao previsto no termo de consentimento. Do mesmo modo, tdo logo constatada a
superioridade de um método em estudo sobre outro, o projeto deverd ser suspenso,

oferecendo-se a todos os sujeitos os beneficios do melhor regime.

V.4 - O Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo devera ser informado de todos os

efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo.

V.5 - O pesquisador, o patrocinador e a instituicdo devem assumir a responsabilidade

de dar assisténcia integral as complicacdes e danos decorrentes dos riscos previstos.

V.6 - Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano previsto ou
ndo no termo de consentimento e resultante de sua participacdo, além do direito a

assisténcia integral, tém direito a indenizacao.

V.7 - Jamais podera ser exigido do sujeito da pesquisa, sob qualquer argumento,

renuncia ao direito a indeniza¢do por dano. O formulério do consentimento livre e esclarecido
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nao deve conter nenhuma ressalva que afaste essa responsabilidade ou que implique ao
sujeito da pesquisa abrir mao de seus direitos legais, incluindo o direito de procurar obter

indenizacao por danos eventuais.
VI - PROTOCOLO DE PESQUISA

O protocolo a ser submetido a revisao ética somente podera ser apreciado se estiver

instruido com os seguintes documentos, em portugués:

VI.1 - folha de rosto: titulo do projeto, nome, nimero da carteira de identidade, CPF,
telefone e endereco para correspondéncia do pesquisador responsavel e do patrocinador,

nome e assinaturas dos dirigentes da instituicdo e/ou organizacao;

VI.2 - descricdo da pesquisa, compreendendo 0s seguintes itens: a) descricdo dos
propésitos e das hipoteses a serem testadas; b) antecedentes cientificos e dados que
justifiqguem a pesquisa. Se o propdsito for testar um novo produto ou dispositivo para a
saude, de procedéncia estrangeira ou néo, devera ser indicada a situacdo atual de registro
junto a agéncias regulatérias do pais de origem; c) descricdo detalhada e ordenada do
projeto de pesquisa (material e métodos, casuistica, resultados esperados e bibliografia); d)
analise critica de riscos e beneficios; €) duracdo total da pesquisa, a partir da aprovacao;

f) explicacdo das responsabilidades do pesquisador, da instituicdo, do promotor e do
patrocinador; ) explicitacdo de critérios para suspender ou encerrar a pesquisa; h) local
da pesquisa: detalhar as instalacdes dos servi¢os, centros, comunidades e instituicdes nas
guais se processarao as varias etapas da pesquisa; i) demonstrativo da existéncia de infra-
estrutura necessaria ao desenvolvimento da pesquisa e para atender eventuais problemas
dela resultantes, com a concordancia documentada da instituicdo; j) orcamento financeiro
detalhado da pesquisa: recursos, fontes e destinacdo, bem como a forma e o valor da
remuneracao do pesquisador; 1) explicitacdo de acordo preexistente quanto a propriedade
das informagfes geradas, demonstrando a inexisténcia de qualquer clausula restritiva quanto
a divulgacdo publica dos resultados, a menos que se trate de caso de obtencdo de
patenteamento; neste caso, os resultados devem se tornar publicos, tdo logo se encerre a
etapa de patenteamento; m) declaracdo de que os resultados da pesquisa serdo tornados
publicos, sejam eles favoraveis ou ndo; e n) declaracdo sobre o uso e destinacdo do
material e/ou dados coletados.
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VI.3 - informacdes relativas ao sujeito da pesquisa: a) descrever as caracteristicas

da populacdo a estudar: tamanho, faixa etaria, sexo, cor (classificacdo do IBGE), estado

geral de saude, classes e grupos sociais, etc. Expor as razfes para a utilizacdo de grupos
vulneraveis; b) descrever os métodos que afetem diretamente os sujeitos da pesquisa; c)
identificar as fontes de material de pesquisa, tais como espécimens, registros e dados a
serem obtidos de seres humanos. Indicar se esse material sera obtido especificamente para
0S propositos da pesquisa ou se serd usado para outros fins; d) descrever os planos para o
recrutamento de individuos e os procedimentos a serem seguidos. Fornecer critérios de
inclusdo e exclusdo; e) apresentar o formulario ou termo de consentimento, especifico para
a pesquisa, para a apreciacéo do Comité de Etica em Pesquisa, incluindo informacdes sobre
as circunstancias sob as quais o consentimento sera obtido, quem ira tratar de obté-lo e a
natureza da informacéo a ser fornecida aos sujeitos da pesquisa; f) descrever qualquer
risco, avaliando sua possibilidade e gravidade; ) descrever as medidas para protecao ou
minimizacdo de qualquer risco eventual. Quando apropriado, descrever as medidas para
assegurar 0s necessarios cuidados a saude, no caso de danos aos individuos. Descrever
também os procedimentos para monitoramento da coleta de dados para prover a seguranga
dos individuos, incluindo as medidas de protecdo a confidencialidade; e h) apresentar
previsdo de ressarcimento de gastos aos sujeitos da pesquisa. A importancia referente nao
podera ser de tal monta que possa interferir na autonomia da decisdo do individuo ou

responsavel de participar ou ndo da pesquisa.

VI.4 - qualificacdo dos pesquisadores: “Curriculum Vitae” do pesquisador responsavel

e dos demais participantes.

VI.5 - termo de compromisso do pesquisador responsavel e da instituicdo de cumprir

os termos desta Resolugao.
VIl - COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Toda pesquisa envolvendo seres humanos devera ser submetida a apreciacdo de um

Comité de Etica em Pesquisa.

VII.1 - As instituicbes nas quais se realizem pesquisas envolvendo seres humanos
deverdo constituir um ou mais de um Comité de Etica em Pesquisa -CEP, conforme suas

necessidades.
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VII.2 - Na impossibilidade de se constituir CEP, a instituicdo ou o pesquisador
responsavel devera submeter o projeto a apreciacdo do CEP de outra instituicdo,
preferencialmente entre os indicados pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP/MS).

VII.3 - Organizacdo - A organizacdo e criacdo do CEP sera da competéncia da
instituicdo, respeitadas as normas desta Resolugcédo, assim como o provimento de condicdes

adequadas para o seu funcionamento.

VIl.4 - Composi¢do - O CEP devera ser constituido por colegiado com ndamero nédo
inferior a 7(sete) membros. Sua constituicdo devera incluir a participacdo de profissionais da
area de saude, das ciéncias exatas, sociais e humanas, incluindo, por exemplo, juristas,

tedlogos, socidlogos, filésofos, bioeticistas e, pelo menos, um membro da sociedade

representando os usudrios da instituicdo. Podera variar na sua composicao, dependendo das

especificidades da instituicdo e das linhas de pesquisa a serem analisadas.

VII.5 - Terd sempre carater multi e transdisciplinar, ndo devendo haver mais que
metade de seus membros pertencentes a mesma categoria profissional, participando
pessoas dos dois sexos. Podera ainda contar com consultores “ad hoc”, pessoas

pertencentes ou ndo a instituicdo, com a finalidade de fornecer subsidios técnicos.

VII.6 - No caso de pesquisas em grupos vulneraveis, comunidades e coletividades,
devera ser convidado um representante, como membro “ad hoc” do CEP, para participar da

analise do projeto especifico.

VII.7 - Nas pesquisas em populacdo indigena devera participar um consultor

familiarizado com os costumes e tradicdes da comunidade.

VI.8 - Os membros do CEP deverdo se isentar de tomada de decisdo, quando

diretamente envolvidos na pesquisa em analise.

VII.9 - Mandato e escolha dos membros - A composicdo de cada CEP deveré ser
definida a critério da instituicdo, sendo pelo menos metade dos membros com experiéncia
em pesquisa, eleitos pelos seus pares. A escolha da coordenacdo de cada Comité devera
ser feita pelos membros que compdem o colegiado, durante a primeira reunido de trabalho.

Sera de trés anos a duragdo do mandato, sendo permitida reconducao.
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VII.10 - Remuneracdo - Os membros do CEP ndo poderdo ser remunerados no
desempenho desta tarefa, sendo recomendavel, porém, que sejam dispensados nos horarios
de trabalho do Comité das outras obrigacBes nas instituicbes as quais prestam servigo,
podendo receber ressarcimento de despesas efetuadas com transporte, hospedagem e

alimentacao.

VII.11 - Arquivo - O CEP devera manter em arquivo o projeto, o protocolo e os

relatérios correspondentes, por 5 (cinco) anos apds o encerramento do estudo.

VII.12 - Liberdade de trabalho - Os membros dos CEPs deverdo ter total
independéncia na tomada das decisbes no exercicio das suas funcdes, mantendo sob
carater confidencial as informacdes recebidas. Deste modo, ndo podem sofrer qualquer tipo
de pressdo por parte de superiores hierarquicos ou pelos interessados em determinada
pesquisa, devem isentar-se de envolvimento financeiro e ndo devem estar submetidos a

conflito de interesse.

VII.13 - Atribuicdes do CEP: a) revisar todos os protocolos de pesquisa envolvendo
seres humanos, inclusive os multicéntricos, cabendo-lhe a responsabilidade primaria pelas
decisdes sobre a ética da pesquisa a ser desenvolvida na instituicdo, de modo a garantir e
resguardar a integridade e os direitos dos voluntarios participantes nas referidas pesquisas;

b) emitir parecer consubstanciado por escrito, no prazo maximo de 30 (trinta) dias,
identificando com clareza o ensaio, documentos estudados e data de revisdo. A revisao de
cada protocolo culminard com seu enquadramento em uma das seguintes categorias:
aprovado; - com pendéncia: quando o Comité considera o protocolo como aceitavel, porém
identifica determinados problemas no protocolo, no formulario do consentimento ou em
ambos, e recomenda uma revisdo especifica ou solicita uma modificagdo ou informacgao
relevante, que devera ser atendida em 60 (sessenta) dias pelos pesquisadores; - retirado:
guando, transcorrido o prazo, o protocolo permanece pendente; - ndo aprovado; e
aprovado e encaminhado, com o devido parecer, para apreciagdo pela Comisséo Nacional
de Etica em Pesquisa - CONEP/MS, nos casos previstos no capitulo VIII, item 4.c. ¢)
manter a guarda confidencial de todos os dados obtidos na execucdo de sua tarefa e
arquivamento do protocolo completo, que ficara a disposicdo das autoridades sanitarias; d)

acompanhar o desenvolvimento dos projetos através de relatdrios anuais dos pesquisadores;
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e) desempenhar papel consultivo e educativo, fomentando a reflexdo em torno da ética na
ciéncia; f) receber dos sujeitos da pesquisa ou de qualquer outra parte denuncias de
abusos ou notificacdo sobre fatos adversos que possam alterar o curso normal do estudo,
decidindo pela continuidade, modificagdo ou suspensdo da pesquisa, devendo, se
necessario, adequar o termo de consentimento. Considerar-se como anti-ética a pesquisa
descontinuada sem justificativa aceita pelo CEP que a aprovou; @) requerer instauracao de
sindicancia a direcdo da instituicio em caso de denuncias de irregularidades de natureza
ética nas pesquisas e, em havendo comprovacdo, comunicar & Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa-CONEP/MS e, no que couber, a outras instancias; e h) manter comunicacéo

regular e permanente com a CONEP/MS.

VII.14 - Atuacdo do CEP: a) a revisdo ética de toda e qualquer proposta de
pesquisa envolvendo seres humanos ndo poderd ser dissociada da sua andlise cientifica.
Pesquisa que ndo se faca acompanhar do respectivo protocolo ndo deve ser analisada pelo
Comité. b) Cada CEP devera elaborar suas normas de funcionamento, contendo
metodologia de trabalho, a exemplo de: elaboracdo das atas; planejamento anual de suas
atividades; periodicidade de reunifes; nUumero minimo de presentes para inicio das reunides;
prazos para emissao de pareceres; critérios para solicitagcdo de consultas de experts na area

em que se desejam informacdes técnicas; modelo de tomada de deciséo, etc.
VIIl - COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA (CONEP/MS)

A Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/MS ¢ uma instancia colegiada,
de natureza consultiva, deliberativa, normativa, independente, vinculada ao Conselho

Nacional de Saude.

O Ministério da Saude adotara as medidas necessarias para o funcionamento pleno

da Comissao e de sua Secretaria Executiva.

VIII.1 - Composicdo: A CONEP tera composicdo multi e transdisciplinar, com pessoas
de ambos o0s sexos e deverd ser composta por 13 (treze) membros titulares e seus
respectivos suplentes, sendo 05 (cinco) deles personalidades destacadas no campo da ética
na pesquisa e na saude e 08 (oito) personalidades com destacada atuacdo nos campos
teoldgico, juridico e outros, assegurando-se que pelo menos um seja da area de gestdo da
saude. Os membros serdo selecionados, a partir de listas indicativas elaboradas pelas
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instituicbes que possuem CEP registrados na CONEP, sendo que 07 (sete) serdo escolhidos
pelo Conselho Nacional de Saude e 06 (seis) serdo definidos por sorteio. Podera contar

também com consultores e membros “ad hoc”, assegurada a representacdo dos USuarios.

VIIl.2 - Cada CEP poderé indicar duas personalidades.

VIII.3 - O mandato dos membros da CONEP sera de quatro anos com renovacao

alternada a cada dois anos, de sete ou seis de seus membros.

VIII.4 - Atribuicbes da CONEP - Compete a CONEP o exame dos aspectos éticos da
pesquisa envolvendo seres humanos, bem como a adequacdo e atualizacdo das normas
atinentes. A CONEP consultarda a sociedade sempre que julgar necessario, cabendo-lhe,
entre outras, as seguintes atribuicbes: a) estimular a criacdo de CEPs institucionais e de
outras instancias; b) registrar os CEPs institucionais e de outras instancias; c) aprovar, no
prazo de 60 dias, e acompanhar os protocolos de pesquisa em areas tematicas especiais tais

como: 1 - genética humana; 2 - reproducdo humana; 3 - farmacos, medicamentos,

vacinas e testes diagnoésticos novos (fases |, Il e lll) ou ndo reqgistrados no pais (ainda que

fase IV), ou guando a pesquisa for referente a seu uso com modalidades, indicacées, doses

ou vias de administracdo diferentes daquelas estabelecidas, incluindo seu emprego em

combinacdes; 4 - equipamentos, insumos e dispositivos para a saude novos, ou nao

registrados no pais; 5 - novos procedimentos ainda ndo consagrados na literatura; 6 -
populacbes indigenas; 7 - projetos que envolvam aspectos de biosseguranca; 8 -
pesquisas coordenadas do exterior ou com participagcdo estrangeira e pesquisas que
envolvam remessa de material bioldégico para o exterior; e 9 - projetos que, a critério do
CEP, devidamente justificado, sejam julgados merecedores de analise pela CONEP; d)
prover normas especificas no campo da ética em pesquisa, inclusive nas areas tematicas
especiais, bem como recomendacfes para aplicacdo das mesmas; e) funcionar como
instancia final de recursos, a partir de informacdes fornecidas sistematicamente, em carater
ex-oficio ou a partir de denuncias ou de solicitagdo de partes interessadas, devendo
manifestar-se em um prazo nao superior a 60 (sessenta) dias; f) rever responsabilidades,
proibir ou interromper pesquisas, definitiva ou temporariamente, podendo requisitar
protocolos para revisdo ética inclusive, os ja aprovados pelo CEP; @) constituir um sistema
de informagcdo e acompanhamento dos aspectos éticos das pesquisas envolvendo seres
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humanos em todo o territério nacional, mantendo atualizados os bancos de dados; h)
informar e assessorar o MS, o CNS e outras instancias do SUS, bem como do governo e da
sociedade, sobre questdes éticas relativas a pesquisa em seres humanos; i) divulgar esta e
outras normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos; j) a CONEP
juntamente com outros setores do Ministério da Saude, estabelecera normas e critérios para
o credenciamento de Centros de Pesquisa. Este credenciamento devera ser proposto pelos
setores do Ministério da Saude, de acordo com suas necessidades, e aprovado pelo
Conselho Nacional de Saude; e |) estabelecer suas proprias normas de funcionamento.

VIII.5 - A CONEP submetera ao CNS para sua deliberacdo: a) propostas de normas
gerais a serem aplicadas as pesquisas envolvendo seres humanos, inclusive modificacdes
desta norma; b) plano de trabalho anual; c) relatério anual de suas atividades, incluindo
sumario dos CEP estabelecidos e dos projetos analisados.

IX - OPERACIONALIZACAO IX.1 - Todo e qualquer projeto de pesquisa envolvendo
seres humanos devera obedecer as recomendacdes desta Resolucdo e dos documentos

endossados em seu preambulo. A responsabilidade do pesquisador € indelegavel.
Indeclinavel e compreende 0s aspectos éticos e legais.

IX.2 - Ao pesquisador cabe: a) apresentar o protocolo, devidamente instruido ao
CEP, aguardando o pronunciamento deste, antes de iniciar a pesquisa; b) desenvolver o
projeto conforme delineado; c) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; d)
apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; €) manter em arquivo, sob
sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais
documentos recomendados pelo CEP; f) encaminhar os resultados para publicacdo, com
os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; Q) justificar, perante o CEP, interrupcdo do projeto ou a nao publicacdo dos

resultados.

IX.3 - O Comité de Etica em Pesquisa institucional devera estar registrado junto &
CONEP/MS.

IX.4 - Uma vez aprovado o projeto, o CEP passa a ser co-responsavel no que se

refere aos aspectos éticos da pesquisa.
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IX.5 - Consideram-se autorizados para execuc¢ao, 0s projetos aprovados pelo CEP,
exceto 0s que se enquadrarem nas areas tematicas especiais, 0s quais, apds aprovacao
pelo CEP institucional deverdo ser enviados a CONEP/MS, que dard o devido

encaminhamento.

IX.6 - Pesquisas com novos medicamentos, vacinas, testes diagndsticos,

equipamentos e dispositivos para a saude deverao ser encaminhados do CEP a CONEP/MS

e desta, apos parecer, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria.

IX.7 - As agéncias de fomento a pesquisa e o corpo editorial das revista cientificas
deverdo exigir documentacdo comprobatéria de aprovacdo do projeto pelo CEP e/ou

CONEP, quando for o caso.

IX.8 - Os CEP institucionais deverdo encaminhar trimestralmente a CONEP/MS a
relacdo dos projetos de pesquisa analisados, aprovados e concluidos, bem como dos

projetos em andamento e, imediatamente, aqueles suspensos.
X. DISPOSICOES TRANSITORIAS

X.1 - O Grupo Executivo de Trabalho -GE, constituido através da Resolugdo CNS
170/95, assumira as atribuicbes da CONEP até a sua constituicao, responsabilizando-se por:
a) tomar as medidas necessarias ao processo de criacdo da CONEP/MS; b) estabelecer

normas para registro dos CEP institucionais;
X.2 - O GET teré& 180 dias para finalizar as suas tarefas.

X.3 - Os CEP das instituicdes devem proceder, no prazo de 90 (noventa) dias, ao
levantamento e analise, se for o caso, dos projetos de pesquisa em seres humanos ja em

andamento, devendo encaminhar a CONEP/MS, a relacdo dos mesmos.

X.4 - Fica revogada a Resolucao 01/88.
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