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RESUMO

O Programa Estadual de Protecdo a Gestante de Mato Grosso do Sul (PEPG-MYS) realizou a
triagem para a infecgdo pelo HTLV1-2 em 155.807 gestantes entre 2002 e 2006, através da
técnica de ELISA em papel filtro. Com o objetivo de conhecer o comportamento do HTLV
frente aos testes laboratoriais utilizados no PEPG-MS, foi realizado estudo descritivo onde
foram encontrados 206 (0,13%) casos de HTLV, que foram confirmados pela técnica de
ELISA e Western Blot no soro. Das 206 gestantes, 13,1% foram diagnosticadas como
indeterminadas, 76,6% como HTLV-1, 9,7% como HTLV-2 e 1 (0,4%) como infeccdo mista
(HTLV 1 e 2). Em relagdo aos resultados do Western Blot, 54,0% apresentaram 11 bandas
presentes (4 proteinas ENV e 7 proteinas GAG), sendo que, 72,9% destes casos correspondem
a0 HTLV-1, refletindo uma forte reacdo do virus frente as proteinas utilizadas no teste. O
HTLV-2 apresentou uma reacdo mais fraca do que o tipo 1, onde a combinacdo de maior
freqiéncia foi de 2 proteinas ENV com 1 GAG, representando 33,3% do tota. Uma
reatividade mais fraca ainda, e mais distribuida, pode ser observada nos casos indeterminados,
em gue 30,7% apresentaram apenas 2 bandas reagentes sendo que, no cruzamento das
proteinas ENV e GAG, houve uma distribuicdo desta maneira: 0 ENV e 2 GAG, 2 ENV e 0
GAG e 1 ENV e 1 GAG. Por se tratar de um caso raro, a infeccdo mista provavelmente sO
pode ser detectada em um estudo com uma amostra grande como este. O PEPG-M S segue 0s
critérios de diagnésticos para o HTLV recomendados pelo Ministério da Salide. A triagem
pré-natal € de suma importancia na prevencao da transmissao vertical, além de possibilitar a
tomada de medidas preventivas para evitar as outras formas de transmisséo.

Palavras-chave: HTLV, Gestante, Pré-Natal, Mato Grosso do Sul.



ABSTRACT

The Program for Pregnant Women Protection of Mato Grosso do Sul carried out the initia
trial for the HTLV 1-2 infection in 155.807 pregnant women, between 2002 and 2006, by the
means of ELISA technique in filter paper. Aiming to get knowledge about the HTLV
behavior in face of the laboratorial tests used in the Program, a descriptive study was done in
which 206 cases of HTLV were found (0,13%) that had their confirmation by the means of
ELISA and Western Blot techniques in serum. From those 206 pregnant women, 13,1% had
their diagnosis as indeterminate, 76,6% due to HTLV-1, 9,7% due to HTLV-2 and 1 case
(0,4%) of mixed infection (HTLV 1 and 2). Concerning to the results obtained with the
Western Blot technique, 54,0% presented 11 bands (4 ENV proteins and 7 GAG proteins), so
that 72,9% of these cases refer to HTLV-1, reflecting a strong virus reaction to the proteins
used in the test. The HTLV-2 showed an even weaker than that caused by the type 1 that had
its most frequent combination as 2 ENV proteins with 1 GAG. Whereas it is a rare case, a
mixed infection can probably be detected only in studies with great samples, like thisone. The
Program for Pregnant Women Protection of Mato Grosso do Sul follows the criteria for
HTLV diagnosis recommended by the Ministry of Health. The prenatal initial trial is of great
importance for the prevention of vertical transmission, besides the fact of making it possible
to take preventive actions in order to avoid other manners of transmission.

Key words: HTLV, Pregnant women, Prenatal, Mato Grosso do Sul.
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1 INTRODUCAO

OHTLV 1-2 (Virus linfotrépico de células T humanas) € um retrovirus que tem como
caracteristica a afinidade por linfécitos T. Uma peguena percentagem da populacéo infectada
pelo HTLV-1 desenvolve doenca (2% a 4%), podendo levar ao obito em apenas 6 meses
como no caso daLLTA (Leucemia linfomade células T do adulto) na sua forma linfomatosa.
Além disso, pode causar uma doenca incapacitante, que leva o paciente a sentir muita dor, a
paraparesia espastica tropical ou mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH). Algumas
sindromes inflamatorias também est&o associadas a este tipo viral.

O HTLV-2 ndo esta claramente relacionado ao desenvolvimento de alteracfes
hematolOgicas. Apenas alguns autores descreveram 0 aparecimento de linfomas em
portadores do tipo 2. Em contrapartida, o virus tem sido relacionado com o desenvolvimento
de sintomas neurol 6gicos e infeccdes bacterianas e fungicas (GABET et al, 2006).

No Brasil, a triagem da infeccdo pelo HTLV 1-2 em banco de sangue passou a ser
obrigatéria através da Portaria 1376, de 19 de novembro de 1993 e, desde dezembro do
mesmo ano, vem sendo utilizada como forma de evitar a transmissdo do virus a partir de
transfusdes sangiiineas. A Africa, que é considerada o maior reservatorio do HTLV-1, ndo
possui um servigo de triagem em doadores de sangue parao HTLV, devido ao alto custo dos
testes diagnésticos (YAO et a, 2006).

O Instituto de Pesquisas, Ensino e Diagnosticos da Associagdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (IPED-APAE), situado em Campo Grande (MS) vem desenvolvendo,
juntamente com a Secretaria de Estado de Salde, um trabalho com as gestantes de Mato
Grosso do Sul.

O Programa Estadual de Protegdo a Gestante (PEPG) iniciou em novembro de 2002,
com a Resolugdo 459 SES/MS, onde fechou o ano com uma cobertura de 60,8%. No ano
seguinte, atingiu 88,1% das gestantes do estado, seguido por 96,9%, 98,7% e 98,5% em 2004,
2005 e 2006 respectivamente.

Através da triagem em papel filtro, sdo diagnosticadas as gestantes portadoras das
seguintes infecgBes: toxoplasmose, citomegalovirus, rubéola, sifilis, doenca de Chagas,
hepatite B, hepatite C, HTLV 1-2, HIV 1-2, e clamidia. Também é realizado o diagnéstico de
fenilcetondria materna e hipotireoidismo. Toda suspeita de infeccdo no papel filtro é

posteriormente confirmada em soro.
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As gestantes diagnosticadas com algumas dessas doencas sdo acompanhadas por
medi cos especializados no IPED-APAE, assim como seus bebés. Os objetivos deste programa
s80 o diagnostico precoce e a prevencao da transmisséo vertical, tanto do HTLV, como das
demais doencas.

Qualquer andlise feita a partir do sangue total, soro ou plasma, também pode ser
realizada através da técnica em papel filtro. Diversas doencas ja foram diagnosticadas por este
método, entre elas ainfeccdo por HTLV (MEI et a, 2001).

Ainda ha muito que se conhecer sobre a infeccdo pelo HTLV. Com o objetivo de
entender melhor o comportamento do HTLV frente aos testes laboratoriais foi desenvolvido
este estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Demonstrar a prevaléncia e analisar o diagnostico laboratorial da infeccdo por HTLV
em gestantes triadas pelo Programa Estadual de Protecé@o a Gestante de Mato Grosso do Sul,
no periodo de 2002 a 2006.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Caracterizar os tipos de HTLV encontrados nas gestantes triadas pelo Programa
Estadual de Protecéo a Gestante de Mato Grosso do Sul.

2.2.2 Caracterizar os padroes de Western Blot para as gestantes HTLV positivas,
triadas pelo PPEG-M S IPED-APAE.

2.2.3 Relacionar os padrdes de Western Blot com os tipos de HTLV encontrados nas
gestantes triadas pelo PPEG-MS IPED-APAE.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Histérico

Os primeiros virus a serem descobertos foram os retrovirus, ha mais de 80 anos.
Inicialmente foram associados a0 aparecimento de sarcomas em galinhas. Apds muitos anos
de esguecimento, 0s retrovirus despertaram o interesse da comunidade cientifica com o
desenvolvimento de leucemia em camundongos. No final da década de 70, foram descobertos
0s oncogenes celulares relacionados a estes virus (CATALAN-SOARES; PROIETTI;
CARNEIRO-PROIETTI, 2001).

O HTLV tipo 1 e 2 foram os primeiros retrovirus humanos a serem descobertos
(LOWIS; SHEREMATA; MINAGAR, 2002). Em 1979 foi isolado o HTLV-1 em células T
de um paciente com linfoma cuténeo. O virus também foi isolado de uma mulher negra do
Caribe e de um comerciante branco que teve contato sexual com pessoas no sul do Japdo e do
Caribe. Estes e outros isolados subsequientes do HTLV-1 foram realizados a partir de cultura
de células primarias enriquecidas com IL-2. Em seguida, tornou-se claro que o HTLV-1
estava associado a doenca maligna das células T (usualmente CD4+), e que 0s pacientes
freqlientemente apresentavam alteraces cutaneas e hipercalcemia (GALLO, 2005).

Alguns anos antes, Kiyoshi Takatsuki e seus colaboradores Junji Yodoi e Takashi
Uchiyama identificaram focos de leucemias com caracteristicas clinicas e morfolgicas
especificas no sudoeste do Japdo, o que os levaram, em 1977, a distinguir das outras formas
de leucemias, nomeando-as de Leucemia de Células T do adulto. No ano de 1981, foi isolado
0 HTLV-2 de linfocitos de um paciente com leucemia de células pilosas, mas este tipo viral é
menos patogénico do que o tipo 1 (GALLO, 2005).

No Brasil, o HTLV-1 foi primariamente descrito em 1986, em individuos oriundos de
Okinawa, sul do Japdo, e radicados em Campo Grande (MS). Foi observado 10,4% de
soropositividade nesta comunidade (SOARES & MORAES JUNIOR, 2000). Muitos
individuos descobriram que eram portadores do virus a partir da obrigatoriedade da triagem
em bancos de sangue, em 1993 (SEGURADO et al, 2002).

Algumas pesquisas sugerem que o HTLV-1 tenha surgido na Africa, por transmissio
interespécie, a partir de primatas ndo-humanos, e tenha sido levado a outros paises através do
trafico de escravos (GESSAIN et al, 1992). Rego et al (2008) fizeram um estudo na regido

LTR do HTLV encontrado em populagbes de Salvador, Brasil. Todos 0s casos positivos
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observados pertenciam ao subtipo cosmopolita, subgrupo transcontinental, e concluiram que
foi 0 mesmo tipo encontrado no sul da Africa, regifo de onde vieram 0s escravos para o
Brasil, entre 0 século XV1 e XIX.

Em 2005 foi descrita a descobertado HTLV-3 em dois pacientes assintomaticos no sul
de Camardes, cuja sorologia apresentou resultado indeterminado. Recentemente foi
identificado mais um caso No mesmo pais, sugerindo que este tipo viral ndo é raro na Africa
Central. O HTLV-4 também foi identificado nesta mesma regido (MAHIEUX & GESSAIN,
2008). Ainda ndo se sabe se 0 HTLV-3 e 0 4 sdo transmitidos entre seres humanos e se sdo
capazes de causar doencgas como os demais (KROON; CARNEIRO-PROIETTI, 2006).

3.2 Etiologia

Os HTLV 1-2 pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretroviridae e
género Deltaretrovirus. O grupo PTLV (Virus linfotropico de células T de primatas) agrupa
os deltaretrovirus com hospedeiros humanos (HTLV) e ndo humanos (STLV-Virus
Linfotrépico de Células T de Simios). Existem trés grupos de PTLV: PTLV-1 e PTLV-2, que
agrupam o HTLV 1 e 2 e seus respectivos correspondentes em simios (STLV 1 e 2), e PTLV-
3 gque agrupam apenas virus de simios (WOLFE et al, 2005).

O HTLYV constitui-se de particula esférica a pleomérfica medindo de 80 a 100 nm de
diametros, composta de envelope, nucleocapsideo e nucledide. No envelope estdo presentes
dois tipos de proteinas. transmembrana, que como 0 nome ja diz atravessa a estrutura do
envelope, e a proteina de superficie extracelular, que é ancorada pela primeira.

O capsideo, que assume a forma icosaédrica, € composto por proteinas codificadas
pelo gene gag e apresenta as duas fitas de RNA, que estédo associadas as proteinas do
nucleocapsideo. As proteinas integrase e a enzima transcriptase reversa também estéo
presentes no interior do capsideo, e auxiliam na integracdo do DNA provira no genoma da
célula hospedeira (KROON & CARNEIRO-PROIETTI, 2006)

Além dos genes estruturais comuns aos retrovirus (gag, env e pol), o HTLV apresenta
quatro areas de leitura ORF (Open Reading Frames) presentes na regido denominada pX, e
que sdo responsaveis pela codificacdo de proteinas reguladoras Tax e Rex, e outras proteinas
com fungdo ainda néo definida. As proteinas codificadas por gag e env sdo importantes no
diagnostico laboratorial dainfeccdo (BRASIL, 2004b).
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Os virus linfotropicos de células T humanas tém tropismo por linfécitos T, porém o
HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4+, e o HTLV-2 os linfécitos T CD8+.
Talvez este segja 0 motivo das diferencas clinicas e da evolucdo das infeccBes associadas a
estesvirus (MARTINS, M. L. & STANCIOLI, 2006).

Andlises genéticas classificam o HTLV-1 em quatro subtipos: 1a ou cosmopolita, 1b
ou da Africa Central, 1c ou melanésico e 1d. O tipo 1la é endémico em diferentes &reas da
Europa, sul da América do Norte e na América do Sul, incluindo o Brasil. O subtipo la
consiste em quatro subgrupos: A ou transcontinental, B ou japonés, C ou do oeste da Africa e
D ou do norte daAfrica (SANTOS & LIMA, 2005).

Parece que ndo existe uma relacdo entre o subtipo viral e a doenca causada pelo virus.
A variabilidade gendmica do HTLV-1 esta muito mais relacionada a sua origem geogréfica
(KROON & CARNEIRO-PROIETTI, 2006), constituindo uma importante ferramenta para
fins epidemiolégicos (SANTOS & LIMA, 2005). Segundo estes autores, 0s subtipos sdo
identificados através da utilizagdo de sequiéncias LTR e env amplificadas através da técnica da
PCR ou através de uma técnica denominada restrict fragment length polymorphism (RFLP),
gue utiliza enzimas de restri¢éo que agem em pontos especificos dos fragmentos sequienciados
pela PCR, clivando-os e gerando um padréo de fragmentos menores que ir&o caracterizar cada
subtipo viral.

Existem os seguintes subtipos principais de HTLV-2: 2a, 2b (ambos encontrados em
usuarios de drogas) e 2d. Também jafoi descrito o tipo 2c (GABET et a, 2006).

3.3 Patogenia

Individuos infectados apresentam suas fungdes celulares moduladas pelo HTLV-1.
Quando ocorre a infecgdo, o virus integra seu DNA ao genoma das células do hospedeiro, a
partir da transcricdo reversa. Sua por¢do pX codifica varias proteinas, entre elas a
fosfoproteina de aproximadamente 40 KDa, para 0 HTLV-1, e de 37 KDa no HTLV-2
(MARTINS & STANCIOLI, 2006), que sdo importantes ndo sO na replicacdo viral, mas
também na expressdo celular de varios genes, que leva a producéo de fatores determinantes na
migracdo de linfécitos infectados para o tecido sinovia e sua ativagdo (CRUZ; CATALAN-
SOARES; PROIETTI, 2005).

A principal proteina regulatéria do HTLV, a Tax, € responsavel pelas diferencas nas

doencas provocadas pelo virus. Na LLTA, a patogénese esta relacionada com a capacidade
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transativadora de Tax, levando ao descontrole do processo de proliferacéo celular. Ja na
PET/MAH, acélulainfectada torna-se capaz de atravessar a barreira hemato-encefélica. Além
disso, desencadeia uma resposta inflamatéria local crénica, sendo o principal avo da resposta
imune celular. Existem estudos que mostram diferencas na atividade funcional da Tax do
HTLV-1 (Tax-1) edo HTLV-2 (Tax-2), o que talvez explicaria a patogenicidade diferenciada
entre os doistipos (MARTINS & STANCIOLI, 2006).

Manel et a (2003) descreveram a GLUT-1, molécula responsavel pelo transporte de
glicose e proteinas nas células do hospedeiro, como o receptor do HTLV. Eles observaram
queo HTLV 1-2 ligado aGLUT-1 inibe o transporte de glicose.

O HTLV induz eventos de polarizacdo das células, o que propicia ajuncdo de células
infectadas com néo infectadas, facilitando a passagem do virus. Esse processo € denominado
de “sinapse viral induzida” (BANGHAM, 2003).

Segundo Manel et a (2005) existe uma grande concentracdo de GLUT-1 nestas areas
de “sinapse’. Esses autores observaram gque em recém-nascidos ha um aumento da expressao
de GLUT-1, pelacitocina IL-7. Em consequéncia, ocorre maior disponibilidade do receptor e
também da atividade metabdlica celular, eventos importantes para a propagacado viral apés a
transmissdo vertical do HTLV.

A proteina Rex também € importante na replicacdo viral. O gene Rex codifica as
proteinas de 27/21 KDa para o0 HTLV-1 e de 26/24 KDa para HTLV-2, que favorecem a
traducdo dos seguintes RNAm: os que codificam para as proteinas Gag/Pol, e os que
codificam para as proteinas do envelope. Em contrapartida, Rex tem um efeito negativo sobre
0 processamento e transporte dos RNAm que codificam para a propria proteina Rex e Tax, ou
sgja, Rex favorece o acumulo de proteinas estruturais e enzimaticas em detrimento das
proteinas regulatorias.

Um equilibrio na expressdo e atividade de Tax e Rex pode determinar o estado de
replicagdo viral nas células infectadas (MARTINS & STANCIOLI, 2006).
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3.4 Epidemiologia

3.4.1 Distribuicdo geografica

O HTLV-1 é endémico em algumas partes do mundo como o sul do Japdo, Ilhas do
Caribe, Africa, sul da ltdia, Taiwan, Estados Unidos e parte da América do Sul
(ABBASZADEGAN et a, 2003) e infecta de 15 a 20 milhdes de pessoas ho mundo
(MAHIEUX; GESSAIN, 2008; MOXOTO et a, 2007). Levine & Lattner, 1987 e Mueller et
al, 1996 ainda citam a América Central, Oriente Médio e Melanésia como regifes endémicas.

O Brasil pode ser 0 pais com maior nimero de casos absolutos de HTLV-1, com cerca
de 2,5 milhdes de pessoas infectadas (CARNEIRO-PROIETTI et a, 2002; NOBRE et a,
2007). A maior comunidade de imigrantes japoneses, fora do Japdo, € proveniente de
Okinawa e encontra-se em S&o0 Paulo, onde foi detectado uma soroprevaléncia de 14,8%
(VERONES! et al, 1995).

Taylor et al, 2005, realizaram um estudo soroepidemiolégico do HTLV em gestantes
por varios paises da Europa. Segundo os autores, a infeccdo pelo HTLV-1 tem sido descrita
entre imigrantes de areas endémicas; se encontrada em nativos, a infeccdo foi devida ao
contato sexual com individuos de paises endémicos para o virus.

O HTLV-2 é encontrado em duas popul agbes distintas. usuarios de drogas injetaveis,
gue muitas vezes sdo co-infectados com o HIV-1, e tribos indigenas isoladas da América do
Norte, América Central e de algumas regibes da América do Sul (PETERS et al, 1999,
VANDAMME et a, 2000, THORSTENSSON et al, 2002). Esté presente também no Brasil,
sendo significativa a sua prevaléncia entre populacdes indigenas brasileiras (CARNEIRO-
PROIETTI et al, 2002).

Enquanto o HTLV-1 é endémico em algumas areas geogréficas como Japdo, Caribe,
Africa e Américas, a infeccio por HTLV-2 ndo é tdo bem caracterizada (LOWIS;
SHEREMATA; MINAGAR, 2002). O que se observa é a sua predominancia no hemisfério
ocidental. (CATALAN-SOARES; PROIETTI; CARNEIRO-PROIETTI, 2001)

Um estudo publicado por Catalan-Soares et al (2005), sobre a distribuicdo geogréfica
do HTLV 1-2 a partir da triagem sorol6gica de doadores de sangue em grandes areas urbanas
do Brasil, mostrou uma grande variabilidade na prevaéncia deste virus no pais. Em geral, a
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positividade parao HTLV é menor no sul do pais tendendo a aumentar em direcdo ao norte e
nordeste.

3.4.2 Prevaléncia

A soroprevaléncia do HTLV 1-2 € mais baixa em criancas e observa-se um aumento
na adolescéncia, atingindo niveis mais altos na idade adulta. As mulheres apresentam taxas
mais atas de infeccdo, devido a transmissdo sexual, que é mais eficiente do homem para a
mulher, e as transfusdes de sangue que sdo mais freqlientes neste grupo (DAL FABBRO et
al, 2008).

Na Tabela 1, podem ser observadas algumas prevaléncias da infeccdo pelo HTLV

encontradas no Brasil.

Tabela1—Taxas de prevaléncia para ainfecgdo pelo HTLV encontradas em algumas regies do Brasil.

Fonte Prevaléncia Populacdo estudada
BITTENCOURT et a, 2001 0,84% Gestantes — Salvador (BA)
0,12% Gestantes — Fortaleza (CE)
BROUTET et al, 1996
1,21% Mulheres profissionais do sexo
DAL FABBRO et al, 2008 0,13% Gestantes (MS)
DOURADO et a, 2003 1,76% Popuacéo geral — Salvador (BA)
1,8% Individuos sadios (BA)
MOREIRA et al, 1993
22, 7% Pacientes co-infectados com HIV (BA)
OLBRICH NETO; MEIRA, 2004 0,1% Gestantes-Botucatu (SP)
OLIVEIRA; AVELINO, 2006 0,1% Gestantes (GO)

O estudo coordenado por Dal Fabbro caracterizou a populagéo de gestantes infectadas
pelo HTLV 1-2 em Mato Grosso do Sul, conforme Figura 1. O que chama a atencéo nesta
pesguisa € 0 nimero de casos positivos na populacdo indigena (8,48 casog/mil), e a
percentagem de gestacBes que evoluiram para o aborto (6,7%). Foram excluidas do estudo as

gestantes com resultados indeterminados.
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Tabela I - Disiribuicao por raca ¢ ano de escolaridade das 153 gesianies
HTEV 1-2, novembro de 2002 a dezembro de 2005,

Raca* (asos Total Casos/ TN
Branca 41 79163 0,52
Parda/megra G 38526 1,51
Indigena dib 5.423 848
Tomal 153 121.112 1,26
Ano de escolaridade®** Casos Tivtal Casos/ 1000
<3 33 16.495 2,00
4-7 83 49.217 1,64
511 i, al.327 ),
> 12 0 130618 0,6
Total 153 120.657 1,27

* qui-quadrado =267 461, GL=2; P-valor =0,0000
*#% gui-quadrado=29,133; GL=3; P-valor=0,0000

Figural—DAL FABBRO, M. M. et al, 2008

Ades et a (2000) j& haviam realizado um estudo em massa, onde se utilizou a coleta
em papel filtro. A populacdo estudada era composta de criangas nascidas no Reino Unido,
entre 1997 e 1998. Dos 126.010 bebés que fizeram a triagem em papel filtro, 75 confirmaram
como reagentes para HTLV (59 para HTLV-1, 2 para HTLV-2 e 6 nédo foram tipadas), 6
deram resultados indeterminados e 2 foram negativas.

A cidade brasileira que tem a maior prevaléncia é Salvador-BA (REGO et a, 2008).
Dourado et al (2003) estudaram uma amostra representativa desta cidade e detectaram 1,2%
de HTLV em homens e 2% em mulheres, observando um aumento na prevaléncia com a
idade.

Na Tabela 2, pode-se observar as prevaléncias parao HTLV em varios paises.
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Tabela2 — Taxas de prevaléncia para a infecgdo pelo HTLV encontradas em alguns paises.

Fonte Prevaléncia (%) Populacéo estudada

ABBASZADEGAN et a, 2003 0,77 Doadores de sangue — Iran

2(1,2-2,2) Mulheres — Peru

35 Mulheres — Jamaica

1,9 Mulheres —Martinica
ALARCON et a, 2006 08 Mulheres — Brasi|

16,0 Imigrantes japoneses — Peru

40 Primeira geracéo de descendentes

japoneses — Peru

6,8-10,5 Gestantes — Gabéo

1,2 Gestantes — Gambia

2,1 Gestantes — Gana
ARMAH et al, 2006

4,4 Gestantes - Guiana Francesa

3,7 Gestantes — Japdo

2,4-14.8 Gestantes — Zaire
MACHUCA et a, 2000 0,064 Gestantes — Espanha

0,07 Gestantes — Alemanha

0,08 Gestantes— Bélgica

0,11 Gestantes — Franca
TAYLOR et a, 2005

0,033 Gestantes — Itdlia

0,013 Gestantes — Portugal

0,053 Gestantes — Reino Unido
TRENCHI et a, 2007 0,191 Gestantes — Cérdoba

Na pesquisa de Trenchi et a (2007) a taxa de prevaléncia encontrada (0,191%) foi dez
vezes maior que em doadores de sangue (0,019%). Isto reflete a situagdo da populacéo geral,
ja que a heterogeneidade do grupo de gestantes € bem maior do que de doadores de sangue.

O Peru tem apresentado altas taxas de prevaléncia de infecgdo pelo HTLV-1 e muitos

casos de doencas associadas ao virus tém sido descritas.
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A taxa de prevaléncia encontrada na Espanha (0,064%) foi 50 vezes maior que em
doadores de sangue (MACHUCA et a, 2000). O estudo mostrou a baixa prevaléncia de
HTLV naEspanha, assim como em outros paises europeus.

Na pesquisa realizada por Taylor et a (2005), em 234.078 gestantes de varios paises
da Europa, 96 apresentaram infeccdo para o HTLV. No Reino Unido, as maiores taxas foram
encontradas em mul heres residentes no pais, mas nascidas no Caribe (1,64%), Africa (0,31%),
América do Sul (0,2%) e Japdo (0,43%). A taxa de prevaléncia em gestantes nascidas no
Reino Unido, foi de 0,033%. O estudo mostrou que as taxas encontradas nas gestantes foram

10 vezes maiores que em doadores de sangue.

34.3 Prevencao

A partir do momento em que se detecta a infeccéo pelo HTLV 1-2, deve-se esclarecer
ao paciente as diferencas entre estes virus e o HIV. O paciente deve ser informado que os
virus linfotropicos de células T humanas causam infec¢éo para a vida toda, mas que existe a
probabilidade de ndo desenvolvimento da doenca. Os modos e a eficiéncia da transmissao
devem ser entendidos pel o portador do virus, afim de evitar a disseminac&o dainfeccao.

Os pacientes infectados pelo HTLV 1-2 devem ser orientados a ndo doar sangue,
orgaos, leite ou esperma; ndo compartilhar seringas, agulhas ou outros objetos
perfurocortantes; usar preservativos;, ndo amamentar e informar o profissional de salide que os
atenderem (SANTOS & LIMA, 2005; BRASIL, 2004b). Devem ser submetidos a anamnese,
exame fisico e avaliagcdo neurolégica, a fim de identificar manifestagdes precoces da doenca.
No caso de exames normais, deve-se reavaliar 0 paciente a cada 6-12 meses, e em caso de
aparecimento de shaigsintomas, deve-se encaminh&lo a servicos especializados:
hematol ogia, neurologia, oftalmologia ou dermatologia (BRASIL, 2004b).

Se o individuo HTLV positivo estiver em uma relacdo sexual monogamica, deve ser
recomendado ao parceiro sexual que faga teste sorolGgico, 0 que proporciona um
aconselhamento direcionado. Casais, onde o homem ¢€ infectado e a parceira ndo, e que
desgjam ter filhos, devem ser alertados sobre o risco de transmissao sexual do HTLV durante
as tentativas de gravidez e do risco para transmissdo vertical. O ideal € que o casal use
preservativos fora do periodo fértil.

O uso de preservativos € indispensavel para pessoas que possuem multiplos parceiros

sexuais, ndo sd na prevencdo da infeccdo pelo HTLV, como também de outras doencas
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sexualmente transmissiveis. Recomenda-se a testagem sorolégica dos outros agentes
causadores de infeccdo que compartilham a mesma via de transmisséo, como o HBV, HCV e
HIV (BRASIL, 2004b).

35 Transmissao

A transmissdo do HTLV se d& através do contato com seringas e agulhas
contaminadas, transfusdo sanguinea, contato sexual e através da transmissdo vertical,
especialmente pelo aeitamento materno (FERREIRA & AVILA, 2001; PETERS et al, 1999;
VANDAMME et a, 2000; BITTENCOURT, 1998), onde a carga provira e altos niveis de
anticopors anti-HTLV sdo fatores importantes para que ocorra a transmissao (Y OSHINAGA
et a, 1995; URETA-VIDAL et a, 1999). A transmissdo vertical também esta relacionada
com 0 sexo da crianca meninas sdéo0 mais fregientemente infectadas do que meninos
(URETA-VIDAL et a, 1999). Ainda ndo se conhece arazédo desta tendéncia.

A transmissdo é menos eficiente que ado HIV, devido a baixa carga proviral, e ao fato
de a infecgdo ser dependente do contato célula-célula (KAMIHIRA et al, 1987). Segundo
Stuver et a (1993), a transmissdo do HTLV é mais eficiente do homem para mulher e a taxa
de eficiéncia da transmissdo de homem para mulher é de 60,8%, e apenas 0,4% da mulher
parao homem (KAJYAMA et al, 1986).

O Manual Normativo para Profissionais de Salde de Maternidades, do Ministério da
Salde, diz que o aleitamento materno esta contra-indicado em casos de maes HTLV positivas.
Ha referéncias que apontam para um risco de transmissdo do virus de 13% a 22%. Quanto
mais tempo uma crianga é amamentada, maior sera a chance de ocorrer a infecgdo (BRASIL,
20044).

No Japdo ataxa de prevaléncia varia de 15% a 25%, mas através da triagem pré-natal
e da contra-indicagdo do aleitamento materno, observou-se uma reducdo de 80% da
transmissdo vertical (BITTENCOURT, 1998). A transmissdo transplacentéria foi citada por
Abbaszadegan et al (2003).

Segundo Santos & Lima (2005) a infeccdo pelo HTLV 1-2 é persistente e a co-

infeccdo com o HIV leva os pacientes a serem potenciais transmissoresdo HTLV.



24

3.6 Diagnoéstico Laboratorial

O diagnostico laboratorial dainfeccdo por HTLV 1-2 é realizado através de dois tipos
de testes: inicialmente por testes de triagem: ELISA ou aglutinagdo em particulas de latex,
gue apresentam alta sensibilidade e séo baseados na deteccdo de anticorpos contra o virus, e
posteriormente por testes confirmatdrios. PCR, Western Blot e Imunofluorescéncia Indireta,
que sdo mais especificos.

Devido a similaridade de 65% na sequiéncia de nucleotideosdo HTLV-1 e 2, o teste de
ELISA permite fazer o diagndstico dos dois tipos, porém ndo € possivel diferenciar o tipo de
infeccdo. Os antigenos mais comumente utilizados nos testes imunoenziméticos disponiveis
no mercado sdo aqueles encontrados no lisado viral do HTLV-1 e HTLV-2, dém das
proteinas recombinantes dos genes virais env e gag Os testes que utilizam lisados virais do
tipo 1 e 2 séo os preferidos em relacdo aos que utilizam apenas lisados do HTLV-1, pois estes
apresentam menor sensibilidade naidentificacéo do tipo 2.

Nos testes de ELISA, o soro do paciente € incubado com os antigenos especificos do
HTLV adsorvidos a uma placa de poliestireno. O resultado é obtido de acordo com a intensidade
colorimétrica, que € medida em densidade ética (DO). De acordo com o valor de corte (cut-off), &
definido se 0 soro do paciente € reagente, ou sgja, indica a presenca de anticorpos contrao HTLV
1-2, ou ndo-reagente, indicando a auséncia de anticorpos na amostra analisada (BRASIL, 2004b).

Assim como na técnica de ELISA, as reacOes de aglutinacdo apresentam alta
sensibilidade. Utilizam particulas de gelatina ou latex sensibilizadas com antigenos virais
inativados.

Os testes de Western Blot e PCR séo capazes de identificar se ainfeccdo é pelo tipo 1
ou 2. O primeiro utiliza como antigeno o lisado viral total, acrescido de epitopos
imunodominantes recombinantes, correspondentes a por¢cdo N-termina da proteina
transmembrana (gp21) do HTLV 1-2 (peptideos r21-e e GD21-). Esses testes apresentam alta
sensibilidade para detectar anticorpos contra o epitopo recombinante. O emprego do peptideo
recombinante GD21-1 produz uma freqiéncia menor de reacfes inespecificas, reduzindo a
possibilidade de resultados falso-positivos (SANTOS & LIMA, 2005), e das glicoproteinas
rgp46-1 e rgp46-11 possibilitam a diferenciagéo entreotipo 1 e 2 (YAO et al, 2006).

O teste de Western Blot detecta a presenca de anticorpos contra diferentes antigenos virais

aderidos a uma fita de nitrocelulose e separados por eletroforese, de acordo com o peso molecular
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e carga elétrica. O resultado da reagdo imunoenzimatica € visualizado pelo aparecimento de

bandas correspondentes as proteinas virais utilizadas no teste (Quadro 1).

Proteinasvirais Genes Caracteristicas

Gp46 Env Proteina de superficie do envelope viral

rgp46 Env Proteina recombinante derivada da gp 46

gp21 Env Proteina transmembrana do envelope viral

oL Pol Proteina recombinante contendo o epitopo
imunodominante dagp 21

p24 Gag Proteina do capsideo viral

p19 Gag Proteinada matriz vira

Quadro 1 —Proteinasdo HTLV utilizadas nainter pretacdo do teste de Western blot (BRASIL, 2004b).

O teste de PCR tem como principio a deteccdo de particulas provirais em células
periféricas lisadas com a proteinase K, ou sgja, ndo depende da producéo de anticorpos,
permitindo diagndsticos precoces a partir do sangue ou outro tecido corporal. Os seguimentos
gendmicos sdo amplificados pela PCR, onde sdo utilizados primers especificos parao HTLV
1 ou 2, o que leva a um diagnoéstico diferencial. Os fragmentos de DNA amplificados séo
visualizados através de eletroforese em gel de agarose, corados com brometo de etidio.

Pelo fato do HTLV néo apresentar RNA vira circulante no sangue, 0 método baseia-se
na deteccdo do acido nucléico viral na forma de DNA proviral, obtido de células mononucleares
do sangue periférico, sendo necessaria a coleta de sangue total, em vez de plasma ou soro.
(BRASIL, 2004b)

A PCR é o0 método de escolha para a avaliagdo da transmisséo vertical. Além disso,
esclarece estados sorol 6gicos indeterminados, distingue uma infecgdo pelo tipo 1 ou pelo 2,
ou ainda define os subtipos virais (CARNEIRO-PROIETTI et a, 2002). Em razéo de seu
maior custo, sua utilizacdo € ainda restrita a pesquisas cientificas (CRUZ; CATALAN-
SOARES; PROIETTI, 2005), ou no esclarecimento dos casos supracitados.

A Imunofluorescéncia Indireta também pode ser utilizada na etapa confirmatoria,

porém ndo é comercializado, o que restringe sua utilizagéo.
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Devido as freguentes reagOes falso-positivas nos ensaios imunoenzimaticos, 0
diagnéstico depende da confirmagdo através do Western Blot ou PCR. A infecgdo sem a
presenca de anticorpos parece ser rara, embora pouco estudada. Resultados indeterminados no
teste de Western Blot sugerem a possibilidade de infecgdo por um novo retrovirus, baixa
carga proviral do virus, ou reagd0 cruzada com outros agentes, como o0 Plasmodium
falciparum em &reas endémicas paramaléria (YAO et al, 2006).

A soroconversdo pode ocorrer apds anos da infeccdo, sendo que alguns pacientes
apresentam titulos baixos de anticorpos anti-HTLV, que sdo dificilmente detectados pelos
testes conhecidos (SANTOS & LIMA, 2005).

Jacob et a (2008) conduziram um estudo em populagdes de alto risco de Séo Paulo,
Brasil, e observaram uma alta percentagem de resultados indeterminados. Bassani et al
(2006), estudaram os diferentes comportamentos de portadores de HIV e usuarios de drogas
endovenosas com células CD4+ > 500 cellg/ul, e aqueles com células CD4+ < 200 cellgul,
frente aos testes diagnosticos para HTLV. Os pacientes com células CD4+ < 200 cellg/ul
apresentavam intensa imunossupressdo, 0 que levou a um ato indice de resultados
indeterminados no Western Blot. Neste caso, pode ser Util arealizacdo da PCR.

A quantificagdo da carga provira é um importante marcador do prognéstico dos
pacientes, possibilitando aintervencdo afim de evitar o desenvolvimento da doenga ou de sua
piora, e monitorar o tratamento (MARTINS & STANCIOLI, 2006).

3.7 Manifestacdes Clinicas

O avanco nas pesguisas do HTLV foi devido a descoberta da associagdo do tipo 1 com
a paraparesia espastica tropical no Caribe e no Japdo, o que levou a adocdo de medidas
profiléticas. Em Kagoshima, Japdo, cientistas observaram a relagdo da transfusdo sanguinea
com o desenvolvimento de PET/MAH, o que levou a adogdo da triagem em doadores de
sangue (SANTOS & LIMA, 2005).

O HTLV-1 esta relacionado a dois tipos de doenca: leucemia/ linfoma de células T do
adulto (LLTA) e a vérias doencas cronicas inflamatérias, em que se destaca a paraparesia
espastica tropical ou mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH). Uma pequena percentagem
de individuos infectados pelo HTLV-1 desenvolve a LLTA, uma malignidade de linfocitos

CD4+, e varias doencas inflamatérias mediadas por linfocitos, como a PET/MAH. Entretanto,
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raros casos de leucemia de células pilosas ou doencas neuroldgicas tém sido associados a
infecgdo pelo HTLV-2 (YAMAMOTO et al, 2008).

Segundo Yao et a (2006), a infeccdo pelo tipo 2 ndo tem sido relacionada a doencas
malignas. Alguns autores sugerem maior predisposicdo a infeccdo bacteriana nestes
individuos.

Em diversos estudos (ONO et a, 1995; YAKOVA et a, 2005) foi demonstrada a
relacdo da carga provira com o desenvolvimento de doencas. A carga proviral do HTLV éo
nimero de copias de DNA provira em um determinado conjunto de células, ou sga, a
quantidade de linfécitos que carrega o virus. E medida em PBMC (Peripheral blood-
mononuclear cells) no sangue periférico.

O HTLV-1 né&o é encontrado naforma livre, por isso a carga viral € chamada de carga
proviral. Ainda se conhece pouco sobre a variagcdo da carga provira ao longo da infeccdo. A
idéia de que ela se mantém estavel na maior parte do tempo é a mais aceita. Acredita-se que
ocorra um equilibrio entre 0 nimero de células infectadas e o nimero de células eliminadas

pela resposta do organismo contra o Vvirus.

3.7.1 Paraparesia Espéstica Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV

(PET/MAH)

A Paraparesia Espastica Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV é uma doenca
inflamatoria cronica que causa lesdes no sistema nervoso central, levando a debilidade fisica
progressiva, enrijecimento e paralisia dos membros inferiores (BANGHAM, 2003).

Em 1993, um estudo mostrou a prevaléncia de 56,7% de soropositividade para o
HTLV-1 em pacientes com paraparesia no Rio de Janeiro (SOARES & MORAES JUNIOR,
2000).

Pacientes com PET/MAH apresentam uma ata carga provira com elevada resposta
imune humoral a0 HTLV-1, quando comparados com pacientes assintomaticos. A carga
proviral € importante para o desenvolvimento ndo s6 da PET/MAH, mas também da uveite
(ONO et al, 1995) e artrite reumatéide (YAKOVA et a, 2005).
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3.7.2 Leucemia/Linfomade CélulasT do adulto (LLTA)

A LLTA foi inicialmente descrita no Jap&o por Uchiyaama e col., em 1977, mas sua
relacdo com o HTLV-1 se deu em 1982 (YOSHIDA; MIYOSHI; HINUMA, 1982). A faixa
etaria de maior incidénciada LLTA ocorre entre 40 e 60 anos, e 0 que se observa € que todos
os pacientes com LLTA apresentam anticorpos anti-HTLV-1.

O diagnostico desta doenca se confunde com outras manifestagdes linfoproliferativas
como leucemia linféide cronica, sindrome de Sézary e linfomas (CARNEIRO-PROIETTI et
al, 2002), dai a importancia do clinico conhecer o virus e as consequiéncias de sua instalacdo
No organismo.

Os principais sinais e sintomas sdo: astenia, dor abdominal, tosse, artropatia, ascite,
diarréia e episodios de infecgdes repetidas.

A LLTA pode ser encontrada em quatro formas clinicas distintas:

1. Formaaguda (65% dos casos): caracteriza-se por leucocitose com células linféides

atipicas (Figura 2) e hipercalcemia.

2. Forma crbnica: caracteriza-se por linfocitose absoluta (células T CD4+) e a
presenca de lesbes de pele, episodios de infecgdes oportunistas e infiltrado
pulmonar intersticial.

3. Forma linfomaosa: (25% dos casos) é indistinglivel de outros tipos de linfoma
ndo-Hodgkin nos aspectos clinicos e histopatoldgicos, exceto pela constante
apresentacdo de |esdes de pele e hipercalcemia

4. Smoldering: estagio intermediério entre portador sadio e doente. Pode evoluir para

aformaaguda ou cronica, num periodo de 10 a 15 anos.
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Figura2—“Flower cells’ - célulasleucémicasencontradasna LLTA, caracterizadas pelo aspecto lobulado
do nicleo e cromatina gr osseir a.

A sobrevida média nas formas crénica e smoldering é de dois anos ou mais, e nas
formas aguda e linfomatosa é em média de 6 meses.

Manifestagbes cuténeas podem ocorrer em um numero significativo de pacientes com
LLTA. O tipo mais comum de lesdo de pele é a erupcéo maculopapular generalizada. Outros
tipos de lesbes também ocorrem: pépulas, lesdes do tipo ictiose, nédulos, tumores e
eritrodermia (PEZESHKPOOR; YAZDANPANAH; SHIRDEL, 2008). Segundo Nobre et a
(2007), que realizaram um estudo da prevaléncia do virus em clinicas de dermatologia,
observaram o ato indice de pacientes infectados e com doenca dermatologica (0,7%), se
comparado aos doadores de sangue (0,22%).

A LLTA ocorre em 2 a 4% dos casos de infeccdo por HTLV-1, enguanto que a
mielopatia associada ao HTLV-1 ocorre em 2 a 3% dos casos e esta associada a incapacidade
crénicaedor (TAYLOR et a, 2005).

Ainda ndo se sabe por que ainfeccéo pelo HTLV, em algumas pessoas, evolui para a
doenca, e em outras permanecem assintomatica (CARNEIRO-PROIETTI et a, 2002). Estes
mesmos autores referem que também ndo se conhece porque aguns individuos desenvolvem
PET/MAH e outros LLTA. Varias caracteristicas do virus e do hospedeiro como cepas
diferentes, carga vira e polimorfismo de haplétipos HLA vém sendo pesquisados como
fatores determinantes da evolucéo da infeccdo (CRUZ; CATALAN-SOARES; PROIETTI,
2005).
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A PET/MAH eaLLTA apresentam patogenias diferenciadas e raramente acometem o
paciente ab mesmo tempo.

3.7.3 Outrasdoencas

Algumas sindromes inflamatdrias como uveites, poliomiosite, artropatias, sindrome de
Sjogren e dermopatias também estéo relacionadas a0 HTLV-1. Nobre et a (2007) estudaram
as doencas dermatoldgicas encontradas em pacientes infectados pelo virus. As principais
manifestacdes observadas foram: vitiligo (2), dermatofitoses (2) e lepra (2), num total de 1229
Casos.

Soares & Moraes Junior (2000) citaram diversas manifestaces oculares relacionadas
a0 HTLV-1, ressaltando aimportéancia do oftalmol ogista associar essas alteragdes ao virus.

A infeccdo por Srongyloides stercoralis também foi observada em pacientes
infectados por HTLV-1 (GOTUZZO et al, 2000). A infestacdo se da de forma severa e
persistente em pacientes imunodeprimidos ou em terapia imonosupressora. Jeyamani; Joseph;
Chacko (2007) acompanharam um paciente na india por trés anos, e observaram que mesmo
apos a erradicacdo da infeccdo, as larvas reapareceram nas fezes do paciente. Richter et a
(2005) também descrevem em um estudo de caso ainfecgdo recorrente de S. stercoralis.

Satoh et a (2002a) citam que a estrongiloidiase é de dificil tratamento, especialmente
nos casos em que ha co-infeccdo com o HTLV. Este quadro interfere na resposta imune
especificacontrao S. stercoralis, e reduz a eficacia do tratamento.

No ano seguinte, Satoh et al (2003) demonstraram que a carga proviral do HTLV-1 e
os titulos de anticorpos influenciam na carga do S. stercoralis, devido a alteracdo no sistema
imune, e que a carga proviral do HTLV-1 pode ser um marcador atil no risco de
desenvolvimento de estrongiloi diase em pacientes infectados com S. stercoralise HTLV-1.

Murphy et a (2004) relataram em estudo prospectivo, a relacéo do HTLV 1-2 com o
desenvolvimento de reacdes inflamatorias e reuméaticas. Foi observada também, a associacao
do tipo 2 com ainibi¢do da resposta imunol égica em infecgdes respiratorias. Observou-se que
em doadores de sangue HTLV-2 positivos, houve um aumento significante na incidéncia de
bronquite aguda, infeccdo de vesicula ou figado, artrite e asma, e um aumento discreto de
pneumonia. Em doadores portadores de HTLV-1, também se observou um aumento

significante de infeccdo de vesicula ou figado e artrite.
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A presenca de anticorpos anti-HTLV-1 em pacientes com Sindrome de Sjogren ja foi
descrita por diversos autores (NAKAMURA et al, 1997, CRUZ et a, 2005). Titulos
semelhantes de anticorpos foram encontrados em pacientes infectados pelo virus e com
PET/MAH, e em comparagdo com pacientes assintométicos, 0s hiveis sdo bem maiores em
portadores do HTLV-1 com Sindrome de Sjdgren (TERADA et al, 1994).

A sindrome de Sjégren € uma doenca auto-imune que se caracteriza pela infiltracéo
por linfocitos T nas glandulas salivares e lacrimais, 0 que leva a destruicdo dos ductos e
secura de mucosas oral e conjuntival.

Pesquisadores japoneses observaram gque em pacientes com Sindrome de Ségren e
infectados pelo HTLV-1, o grau de infiltracdo dos linfécitos € maior do que em pacientes
apenas com Sindrome de Sjogren (CRUZ et a, 2005). Os mesmos autores ainda citam alguns
estudos em que se observa uma maior prevaléncia de fibromialgia em pacientes infectados
pelo HTLV-1.

A fibromialgia € definida como uma sindrome dolorosa generalizada e cronica, néo-
inflamatoria, que se caracteriza pela presenca de dor musculoesquelética difusa e
sensibilidade exacerbada & palpacio de determinados sitios dolorosos. E considerada uma
sindrome porque além de causar dor, observa-se fadiga, indisposi¢éo e disturbios do sono.

O que se observa muitas vezes € o desenvolvimento de vérias manifestagdes
neurol6gicas em pacientes infectados pelo HTLV, chamado de Complexo Neurolégico
Associado ao HTLV, que se caracteriza por: PET/MAH, miopatia, doenca do neurénio motor,
neuropatia periférica, disautonomia, ataxia cerebelar e disfuncdo cognitiva (CARNEIRO-
PROIETTI et a, 2002).

O papel filtro para a coleta de sangue vem sendo utilizado desde que o Dr. Robert
Guthrie, por volta de 1960, dosou a fenilalanina a partir do sangue seco de recém-nascidos,
como forma de diagnéstico da fenilcetondria. O papel filtro é fabricado de acordo com as
especificagcbes do National Committee on Clinical Laboratory Standards (NCCLS), como
forma de garantir a precisao e reprodutibilidade na absorcéo do sangue.

Em 1995, Parker et a publicaram um trabalho onde foi utilizado o sangue seco para a
realizacéo do teste de aglutinacdo em particulas no diagnéstico do HTLV-1, onde demonstrou
seguranca, boa sensibilidade e especificidade em estudos soroepidemioldgicos de grande
escala

A facilidade na coleta, transporte e armazenamento, fazem da coleta em papel filtro a
melhor escolha para diversas andlises clinicas. Varios estudos ja foram realizados utilizando

sangue seco como amostra biolégica: na investigacdo do HIV em gestantes; na detecgdo de
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marcadores de doencas auto-imunes e de fatores da coagulacdo; e na triagem de drogas
terapéuticas e de drogas de abuso. Qualquer andlise feita através de sangue total, soro ou
plasma também pode ser realizada em sangue seco (MEI et al, 2001).

As infecgOes adquiridas pelas gestantes, antes ou durante a gestacdo, apresentam risco
para acrianga, dai aimporténcia em se realizar um Pré-Natal completo como o realizado pelo
PEPG-MS. A prevencdo datransmisséo vertical € o principa objetivo deste trabalho realizado

por uma equipe multidisciplinar completamente envolvida em seu propésito.
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4 MATERIAISE METODOS

4.1 Tipo de Estudo:

Trata-se de um estudo descritivo, quantitativo, compreendendo o periodo de novembro
de 2002 a dezembro de 2006, e com coleta de dados retrospectivos obtidos no acervo técnico
do Instituto de Pesquisa, Ensino e Diagnostico da APAE (IPED-APAE). O periodo escolhido
corresponde ao inicio do PEPG-MS adiado a um intervalo que garante uma amostra
representativa.

4.2 Local de Estudo:

A Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) possui 3 unidades:
Complexo de Atendimento Multidisciplinar de Saide (CAMS), Centro de Educacdo Especial
Girassol (CEDEG) e o Instituto de Pesquisas, Ensino e Diagndsticos (IPED). O trabalho foi
realizado no IPED-APAE, situado a Rua Estevdo Capriata, 285, Vila Progresso, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul.

4.3 Caracteristica da Amostr a;
4.3.1.Critériodelnclusao:

O universo amostral correspondeu ao total de gestantes que apresentaram resultados
alterados em papel filtro (reagente, indeterminado ou solicitagdo em nova amostra) através da
técnicade ELISA.

4.3.2.Critério de Exclusio:

Foram excluidas as gestantes com resultado “néo reagente” em papel filtro através da
técnica de ELISA, e aquelas que apresentaram quantidade insuficiente de sangue para

realizagcdo do exame.



4.4 Instrumentos para Coleta de Dados:

Foram utilizadas as fichas de gestantes e prontuarios médicos padronizados pelo
IPED-APAE para registros dos dados, assm como consultas no Sistema Gerenciador do
Programa Estadual de Protecdo a Gestante.

4.5 Descricdo das Variaveis:

As principais variaveis consideradas foram as seguintes:

» Resultados do teste de ELISA em pape filtro: reagente, ndo reagente,
indeterminado, repeticdo em nova amostra

» Resultados do teste de ELISA em soro: reagente, ndo reagente e indeterminado.

» Resultados do teste de Western Blot: tipo 1, tipo 2, tipo indeterminado, tipo 1 e 2,
negativo.

» Quantidade de Bandas no Western Blot: de O (zero) a12 (doze).

= TiposdeHTLV: tipo 1, tipo 2, tipo indeterminado, tipo 1 e 2.

» Resultados de PCR: positivo, negativo.

4.6 Técnicas Utilizadas para Obtencéao de Dados Primarios e Secundarios:

As amostras em sangue seco foram obtidas através de puncdo digital, e distribuidas em
seis discos de papel filtro S&S 903 (Anexos). As coletas foram realizadas nas unidades de
salude dos municipios de Mato Grosso do Sul, e apds secagem, foram enviadas ao |PED-
APAE pelo correio.

Inicialmente foi realizado o teste de ELISA em papdl filtro. As gestantes “alteradas’
foram reconvocadas a coletar soro, para confirmagdo do resultado.

As amostras para confirmagdo da triagem foram obtidas por puncdo venosa periférica
(Anexo), e enviadas ao laboratério devidamente acondicionadas. A partir dai, foi repetido o
teste de ELISA e redizados os testes de Western Blot e PCR, este Ultimo, somente se
necessario.

A andlise das bandas do teste de Western Blot permite a confirmacéo da infeccdo,
além de discriminar se amesma esta sendo causada pelo tipo 1 ou tipo 2, através de antigenos
recombinantes especificos de cada virus. Quando a confirmac&o ou a diferenciagdo ndo pode
ser feita pelo Western Blot, utilizam-se testes moleculares, que detectam o material genético

do virus, através dareagdo em cadeia de polimerase (PCR).
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Todos os dados laboratoriais foram transcritos para as fichas de gestantes e
posteriormente armazenados no Sistema Gerenciador do Programa Estadual de Protecéo a
Gestante, existente desde janeiro de 2004. Apés a liberacdo do laudo, dados referentes as
gestantes foram armazenados em prontudrios médicos. O sistema gerou uma planilha no
formato .xIs com os dados das gestantes com resultado diferente de “néo reagente”, que foi
analisada juntamente com os dados de novembro de 2002 a dezembro de 2003, onde néo se
usava este sistema gerenciador e os resultados eram digitados no Excel.

Todos os exames foram realizados rotineiramente na triagem das gestantes que

participaram do PEPG-M S durante o periodo do estudo.

4.6.1 ELISA - E um teste imunoenzimético qualitativo para a deteccdo de anticorpos
anti-HTLV 1 e 2. Destina-se a ser usado como teste de triagem.

As amostras do soro ou plasma sdo adicionadas a microcavidades revestidas com
pepitideos sintéticos representando regides imunodominantes de proteinas do envelope do
HTLV-1 e HTLV-2 e uma proteina transmembranica recombinante do HTLV-2. O conjugado
€ uma mistura dos mesmos pepitideos de antigenos e da proteina transmembranica
recombinante do HTLV-1, ambos marcados com peroxidase de rédbano. Se os anticorpos
especificos anti-HTLV 1-2 estiverem presentes na amostra, ligam-se aos antigenos nas
microcavidades e qualquer excesso de amostra e antigenos sdo removidos por lavagem. Na
etapa seguinte, o conjugado é adicionado, o qual liga-se a qualquer anticorpo especifico ja
ligado aos antigenos nas cavidades. Amostras que ndo contém anticorpos especificos néo
permitirdo aligagdo do conjugado com as cavidades. O conjugado ndo ligado é removido por
lavagem e uma solucdo contendo 3,3',5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de
hidrogénio € adicionada as cavidades. As cavidades com conjugado ligado desenvolvem uma
coloragdo purpura que € convertida em laranja quando a reacdo é interrompida com é&cido
sulfdrico. A quantidade de conjugado, e portando, a coloragdo nas cavidades é diretamente
relacionada a concentracdo de anticorpo contra HTLV presente na amostra e pode ser lido
espectof otometricamente em 450nm.

Para a realizacdo do teste de ELISA foi utilizado o kit “Murex HTLV 1+11” da Murex
Biotech Limited, que apresenta especificidade estimada em 99,94% em doadores de sangue
presumi damente negativos.

4.6.2 Western Blot - E um teste imunoenzimético qualitativo para a deteccdo de

anticorpos anti- HTLV 1-2 no soro ou plasma humano. Destina-se a ser usado como teste
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complementar mais especifico para amostras de soro ou plasma humano que apresentaram
resultados repetidamente reativos no teste de triagem, o ELISA.

As fitas de nitrocelulose sdo incorporadas com proteinas virais do HTLV-1 derivadas
de particulas virais rompidas inativadas e proteinas obtidas por engenharia genética. As fitas
individuais de nitrocelulose sdo incubadas com amostras de soro ou plasma diluidos e com
controles.

Os anticorpos especificos contrao HTLV 1-2, caso presentes na amostra, irdo se fixar
as proteinas do virus aderidas nas fitas, que sdo lavadas para remover o material ndo fixado.
Os anticorpos que se fixam especificamente as proteinas do HTLV podem ser visualizados
por uma série de reacbes mediante 0 uso de anticorpo caprino anti-lgG humana conjugado a
fosfatase alcalina e do substrato BCIP/NBT. Este método € suficientemente sensivel para
detectar quantidades minimas de anticorpos especificos contrao HTLV no soro ou plasma.

O Teste de Western Blot utilizado no PEPG-MS apresenta sensibilidade e
especificidade aprimoradas tanto para confirmar como para diferenciar as sororesatividades
paraHTLV-1 e paraHTLV-2. Isto é efetuado gracas a incorporacdo de MTA-1, uma proteina
recombinante exclusiva do envelope do HTLV 1 (rgp46-1), de K55, uma proteina
recombinante exclusiva do envelope de HTLV 2 (rgp46-11), e de GD21, uma proteina
recombinante de epitopo de envelopes, que embora comum ao HTLV-1 e HTLV-2, é
especifica.

Cada fita inclui também um controle interno de adi¢cdo de amostra para minimizar o
risco de fal so-negativos provocados por erros operacionais (GENELABS DIAGNOSTICS).

Para o teste de Western Blot foi utilizado o kit “Western Blot 2.4” da Genelabs
Diagnostics, que apresenta 92,5% de especificidade e 96,9% a 97,1% de sensibilidade.

A interpretacéo do teste de Western Blot, segue no quadro 2:
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PADRAO

INTERPRETACAO

Nenhuma reatividade com proteinas especificas do HTLV

SORONEGATIVO

Reatividade para:

SOROPOSITIVO
e Proteinas do GAG (p19 com ou sem p24) e
PARA HTLV-1
e Duasproteinas do ENV (GD21 e rgp46-1)
Reatividade para:
SOROPOSITIVO
e Proteinas do GAG (p24 com ou sem p19) e
PARA HTLV-2
e Duasproteinasdo ENV (GD21 e rgp46-11)
Reatividade para:
e Proteinasdo GAG (p19 e p24) e
SOROPOSITIVO
e Proteinasdo ENV (GD21)
PARA HTLV*

- SOROPOSITIVO PARA HTLV-I indicado se p19 =24
- SOROPOSITIVO PARA HTLV-II indicado se p19 < p24

Deteccdo de bandas especificas parao HTLV, mas que ndo

preenchem os critérios de soropositividade acima.

INDETERMINADO

* Amostras soropositivas para HTLV nas quais ndo € possivel fazer atipagem podem ser

melhor solucionadas usando o algoritmo de Wiktor et a naauséncia de rgp46- | e de

rgp46-11. Este algoritmo usa a reatividade relativa de p19 e de p24 e mostrou-se eficiente

para diferenciar os dois sorotipos.

Quadro 2 —Interpretacdo dosresultados de Western Blot (GENELABS DIAGNOSTICS).
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Figura 3 — Interpretacdo de bandas segundo o protocolo do teste de Western Blot (GENELABS
DIAGNOSTICS). Bandas virais especificas conforme visualizadas com: a. Um soro com infecgdo dupla
por HTLV-I/Il; b. Controle Reativo Forte |. (Reativo unicamente para HTLV-I); c. Controle Reativo
Fortell. (Reativo unicamente para HTLV-II); d. Controle N&o Reativo.

4.6.3 PCR Qualitativo e Genotipagem - como exames confirmatérios. Utilizada
técnica desenvolvida “in house’ devido a ndo disponibilidade de kits comerciais no mercado
para adeteccdo do HTLV pelatécnica de PCR.

4.7 Aspectos Eticos:

A pesguisa sO foi realizada apds a autorizagdo formal do presidente da APAE de
Campo Grande, da superintendéncia do |IPED-APAE e do Comité de Etica em Pesquisa da
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Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP-UFMS), estando em consonancia com a
resolucéo 196/96/CONEP/MS. A carta de aprovagéo pelo CEP-UFM S encontra-se em Anexo.

4.8 Andlise dos Dados:

Os dados foram analisados estatisticamente através do programa Minitab versdo 14.

As tabelas foram criadas através do EPI-Info e os gréficos pelo Excel.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

No periodo de novembro de 2002 a dezembro de 2006, 155.807 gestantes foram
triadas para diversas doencas pelo Programa Estadual de Protecdo a Gestante de Mato Grosso
do Sul. Destas, 265 apresentaram resultado alterado (reagente, indeterminado ou “repeticdo
em nova amostra’) paraainfeccdo pelo HTLV 1-2.

Dos 265 casos aterados através da técnica em papel filtro, 224 (84,5%) recoletaram
soro e sangue total para realizar a confirmagdo através da técnica de ELISA e Western Blot
e/ou PCR. Dos 41 casos que ndo fizeram a recoleta, 80,5% sdo de gestantes ndo localizadas,
7,3% sdo de “repeticdo em nova amostra’, ou sgja, casos em gue precisaria de uma nova
amostra para a confirmacao do resultado, e 12,2% sd0 de casos em que ndo foi possivel ter
acesso aos dados laboratoriais (Tabela 3).

Tabela 3 — Casos nao confirmados de infecgdo por HTLV através do Programa Estadual de Protecdo a
Gestante de M S (PEPG), no periodo de novembr o 2002 a dezembr o 2006.

Quantidade Per centual
N&o localizada 33 80,5%
Sem informagéo 5 12,2%
Repeticdo em nova amostra 3 7,3%
Total 41 100,0%

Para o calculo da prevaléncia dainfeccéo por HTLV 1-2 em gestantes de Mato Grosso
do Sul, foram utilizados os 206 casos confirmados no periodo, em relacéo aos 155.807 triados
pelo Programa. A taxa encontrada foi de 0,13% com um erro de estimacéo de 0,02% e 95%
de confiabilidade, que condiz com aquela demonstrada por Dal Fabbro et a (2008) na mesma
populacdo, e é menor gque a taxa encontrada em doadores de sangue deste mesmo estado, onde
se observou 0,17% de positividade (FREITAS, 2002). Ja em comparacdo com as gestantes
dos paises europeus (TAYLOR et a, 2005), a preval éncia encontrada em Mato Grosso do Sul
émaior.

A prevaéncia encontrada em gestantes de Mato Grosso do Sul € menor que em
Cordoba, que apresentou 0,191% (TRENCHI et al, 2007), e que no Peru , com taxa de 1,2 a
2,2% (ALARCON et al, 2006). Em comparacdo com a prevaléncia encontrada em Fortaleza
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(0,12%), descrita por Broutet et al (1996), Mato Grosso do Sul apresentou uma taxa muito
proxima.

Os testes utilizados na etapa de confirmacao (soro) dos casos alterados em papel filtro
seguem na Tabela 4. Durante os cinco anos, a combinagdo dos exames variou dependendo da
época da coleta. No inicio do PEPG-MS, utilizou-se 0 PCR como teste confirmatério. Apds
certo periodo, o teste de Western Blot passou a ser 0 exame de escolha na confirmagdo do
diagnostico pelo HTLV 1-2.

Houve um periodo de transicdo, onde se utilizaram o PCR e Western Blot como
exames confirmatorios (27 casos). Nesta fase, 4 casos indeterminados no Western Blot deram
negativos no PCR, 1 caso indeterminado no W. Blot confirmou como sendo do tipo 1 no PCR
e 1 caso indeterminado no PCR confirmou positivo no W. Blot (Tipo 1). O teste de ELISA foi
utilizado como teste de triagem, tanto na etapa inicial (em papel filtro), como na fase

confirmatéria (soro).

Tabela 4 — Exames utilizados na fase confirmatoria do Programa Estadual de Protecdo a Gestante de MS
(PEPG), no periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Quantidade Per centual
ELISA + PCR 84 37,5%
ELISA + BLOT 113 50,4%
ELISA + PCR +BLOT 27 12,1%
TOTAL 224 100,0%

Os tipos de HTLV encontrados entre as gestantes de Mato Grosso do Sul podem ser
visualizados na Tabela 5 e Gréfico 1. Para esta andlise, foram considerados apenas 0s casos
confirmados (206).
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Tabela 5 — Tipos de HTLV encontrados nas gestantes de Mato Grosso do Sul, através do PEPG-M S, no
periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Quantidade Per centual
Tipo 1 158 76,6%
Tipo2 20 9,7%
Indeterminado 27 13,1%
Tipole?2 1 0,4%
Total 206 100,0%

Tipple2 |

Indeterminado |
Tipo 2 -
Tipo1 |

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

Gréfico 1 — Tipos de HTLV encontrados nas gestantes de Mato Grosso do Sul, através do PEPG-MS, no
periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Assim como nas gestantes de Salvador (BITTENCOURT et a, 2001) e Goiania
(OLIVEIRA & AVELINO, 2006) o tipo predominante de HTLV foi o tipo 1, o contrario do
observado em gestantes da Espanha, que de 13 casos confirmados, 11 foram reagentes para
HTLV-2 e 2 para HTLV-1, e na Bélgica que de 4 casos, 3 foram confirmados para o tipo 2.
(TAYLOR et al, 2005).

Neste estudo apenas 13,1% dos casos foram diagnosticados como indeterminados,
enquanto em Fortaleza, Santos et a (2003) detectaram que 118 dos 191 casos em doadores de
sangue eram indeterminados. Segundo os autores, existe uma relacéo entre o resultado de
Western Blot e 0 sexo: 0s casos positivos estédo ligados a0 sexo feminino e casos
indeterminados estéo ligados ao masculino. Isto explica a baixa taxa de casos indeterminados

no presente estudo.



Foi realizada uma comparagéo entre os tipos de HTLV diagnosticados pelo Western
Blot e as proteinas detectadas no teste. Através da Tabela 6, podem-se observar todas as
possiveis combinacdes entre a quantidade de proteinas do tipo “GAG” (pl9, p24, p26, p28,
p32, p36, p53) e a quantidade de proteinas do tipo “ENV” (GD21, gp21, gp46, rgpd6-1 e

rgp46-11) presentes nas amostras.

Tabela 6 - Possiveis combinagdes entre a quantidade de proteinas do tipo “GAG” e a quantidade de
proteinas do tipo “ENV” encontradas no teste de Western Blot, através do PEPG-M S, no periodo de
novembro 2002 a dezembr o 2006.

Proteinas— ENV
Proteinas - GAG

0 1 2 3 4 5 Total
0 0 1 3 0 0 0 4
1 3 5 4 2 0 0 14
2 1 1 6 2 1 0 11
3 0 0 7 1 0 0 8
4 0 1 0 0 1 0
5 0 0 1 2 2 0 5
6 0 0 1 7 1 0
7 0 0 1 7 73 1 82
Total 4 8 23 21 78 1 135

A combinagdo de maior freqliéncia dentre as proteinas “GAG” e “ENV” foram de
quatro proteinas “ENV” com sete proteinas “GAG”, totalizando 73 casos dentre 135, ou sgja,
um total de 54,0%.

Nesta parte do estudo foram cruzados os tipos virais, com as quantidades de proteinas
GAG e ENV. Com relagdo ao “Tipo — 17, 72,9% apresentaram uma combinacdo de sete
proteinas GAG, e quatro proteinas ENV, conforme Tabela 7:



Tabela 7 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relagdo ao HTLV-1
(PEPG-MS - novembr o 2002 a dezembr o 2006).

. Proteinas - ENV
Proteinas - GAG

0 2 3 4 Total
0 0 0 0 0 0
1 0 0 1 0 1
2 0 0 2 1 3
3 0 1 1 0 2
5 0 1 2 2 5
6 0 0 7 1 8
7 0 1 6 70 77
Total 0 3 19 74 96

Com relacdo aos casos diagnosticados como “Tipo 2" (12), a combinacdo que teve

maior frequénciafoi de duas proteinas ENV com uma GAG, representando 33,3% do total .

Tabela 8 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relagdo ao HTLV-2
(PEPG-MS - novembro 2002 a dezembr o 2006).

. Proteinas - ENV
Proteinas - GAG

2 4 Total
1 4 0 4
2 3 0 3
3 3 0 3
4 0 1 1
7 0 1 1
Total 10 2 12

Nos casos indeterminados (26), observou-se uma heterogenel dade de combinagdes das
proteinas do Western Blot, sendo apresentados os resultados na Tabela 9:



Tabela 9 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relagdo ao HTLV
INDETERMINADO (PEPG-M S - novembr o 2002 a dezembr o 2006).

Proteinas— ENV
Proteinas - GAG

0 3 Total
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0
1
0
0
0
1
2

Al O O O F W

Total

Em relacéo aos resultados do Western Blot houve uma reacdo mais intensa do HTLV
“Tipo 17, onde 72,9% dos casos apresentaram onze bandas reagentes, o que significatodas as
bandas presentes. Quanto a0 HTLV “Tipo 2", os resultados encontrados foram: maior
freqiéncia de trés bandas (33,3%), seguido de quatro e cinco bandas, com respectivos
percentuais de 25,0%, refletindo uma reagcdo mais fraca e variada as proteinas virais. Nos
casos indeterminados, observou-se uma variedade ainda maior das proteinas virais reativas ao
W. Blot, sendo que o maior percentual encontrado foi de duas bandas (30,7%). No
cruzamento das proteinas ENV e GAG foram encontrados: 0 ENV e 2 GAG, 2 ENV e 0 GAG
e 1 ENV e 1 GAG. O caso encontrado de HTLV 1-2 apresentou 12 bandas presentes.
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Tabela 10 — Quantidade de bandas encontradas no Western Blot em relacdo aos tiposde HTLV (PEPG-
M S - novembro 2002 a dezembr o 2006).

Tipo-1 Tipo—-2 Indeterminado

Bandas  Qtd % Qtd % Qtd %
1 0 0,0% 0 0,0% 5 19,2%
2 0 0,0% 0 0,0% 8 30,7%
3 0 0,0% 4 33,3% 1 3,8%
4 1 1,0% 3 25,0% 6 23,0%
5 3 3,1% 3 25,0% 2 7,6%
6 2 2,0% 0 0,0% 0 0,0%
7 1 1,0% 0 0,0% 1 3,8%
8 2 2,0% 1 8,3% 0 0,0%
9 10 10,4% 0 0,0% 1 3,8%
10 7 7,2% 0 0,0% 2 7,6%
11 70 72,9% 1 8,3% 0 0,0%
Total 96 100,0% 12 100,0% 26 100,0%
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20% /—‘
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Gréfico 2 — Quantidade de bandas encontradas no Western Blot em relacdo aos tipos de HTLV (PEPG-
M S - novembro 2002 a dezembr o 2006).




47

CONCLUSOES:

Foram encontrados 76,6% casos de HTLV-1, 9,7% casos de HTLV-2, 13,1% de
indeterminados e 1 caso (0,4%) de HTLV le2.

O caso de infecgdo mistapelo HTLV, provavelmente sO pode ser demonstrado em um

estudo com uma amostra grande COmo este, por se tratar de um caso raro.

A soroprevaléncia de 0,13% encontrada nas gestantes, provavelmente se aproxima

mais da populacéo em geral, devido a heterogeneidade da popul acéo estudada.

Em comparacdo a outros paises, com excegdo dos europeus, e ao proprio Brasil, Mato
Grosso do Sul apresenta uma baixa prevaléncia para o HTLV 1-2, mas ndo menos

importante.

De todos os testes de Western Blot realizados, 54,0% apresentaram 11 bandas
presentes (quatro proteinas ENV e sete proteinas GAG), sendo que, 72,9% destes

casos correspondem ao HTLV-1.

O HTLV-1 apresentou uma reacdo mais intensa frente as proteinas utilizadas na
técnica de Western Blot se comparado ao tipo 2, onde a combinacdo de maior

freqUiénciafoi de duas proteinas ENV com uma GAG, representando 33,3% do total.

Os casos de HTLV indeterminados reagiram, de maneiramais distribuida e mais fraca,
ou sgja, 30,7% apresentaram apenas 2 bandas reagentes sendo que, no cruzamento das
proteinas ENV e GAG foram encontrados: 0 ENV e 2 GAG, 2 ENV e 0 GAG e 1
ENV el GAG.
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ANEXQOS

Anexo — PREVALENCIA E DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO
PELO VIRUSHTLV EM GESTANTESDE MATO GROSSO DO SUL, NO PERIODO
DE 2002 A 2006.
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RESUMO

O Programa Estadual de Protecdo a Gestante de Mato Grosso do Sul fez a triagem para a
infeccdo pelo HTLV1-2 em 155.807 gestantes entre 2002 e 2006, através da técnica de
ELISA em papd filtro. Destas, 0,13% confirmaram a infeccéo no soro pelo ELISA e Western
Blot. Foram encontrados 13,1% de casos indeterminados, 76,6% de HTLV-1, 9,7% de
HTLV-2 e 1 caso (0,4%) de infecgdo mista. No teste de Western Blot, 54,0% apresentaram 11
bandas presentes (4 ENV e 7 GAG) sendo que, 72,9% correspondem ao HTLV-1, que
apresentou uma reacdo mais intensa frente as proteinas utilizadas no teste. No HTLV-2, a
combinacdo de maior freqiéncia foi de 2 ENV com 1 GAG (33,3%). Os casos de HTLV
indeterminados reagiram de maneira mais distribuida e mais fraca, onde 30,7% apresentaram
apenas 2 bandas reagentes (0 ENV e 2 GAG, 2ENV e0GAG e 1 ENV e1 GAG).

Palavras chave: HTLV, Gestantes, Pré-Natal, Mato Grosso do Sul.

ABSTRACT
The Program for Pregnant Women Protection of Mato Grosso do Sul carried out the initial
trial for the HTLV 1-2 infection, by the means of ELISA technique in filter paper, in 155.807
pregnant women between 2002 and 2006. Among these women, 0,13% had the infection
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confirmed in serum by ELISA and Western Blot techniques. There were 13,1% of
indeterminate cases found, 76,6% of HTLV-1, 9,7% of HTLV-2 and 1 case (0,4%) of mixed
infection. In the Western Blot test, 54,0% of them showed 11 bands (4 ENV and 7 GAG) and
thus 72,9% corresponding to HTLV-1, which had a more intense reaction to the proteins used
in the test. For the HTLV-2 testing, the most frequent combination was the one composed by
2 ENV with 1 GAG (33,3%). The indeterminate cases of HTLV reacted in a more dispersive
and weaker way whereas 30,7% showed only 2 reactive bands (0 ENV and 2 GAG, 2 ENV
and 0 GAG, 1 ENV and 1 GAG).

Key words: HTLV, Pregnant women, Prenatal, Mato Grosso do Sul.

INTRODUCAO
O HTLV 1-2 (Virus Linfotropico de Células T Humanas) € um retrovirus que tem como
caracteristica a afinidade por linfécitos T. O HTLV-1 é endémico em algumas partes do
mundo como o sul do Jap3o, I1has do Caribe, Africa, sul da Itélia, Taiwan, Estados Unidos e
parte da América do Sul' e infecta de 15 a 20 milhdes de pessoas no mundo™®**. Alguns
autores ainda citam a América Central, Oriente Médio e Meanésia como regides
endémicas™°. O Brasil pode ser 0 pais com maior nimero de casos absolutos de HTLV-1,
com cerca de 2,5 milhSes de pessoas infectadas™®.
O HTLV-2 é encontrado em duas populagdes distintas: usuarios de drogas injetaveis, que
muitas vezes sdo co-infectados com o HIV-1, e tribos indigenas isoladas da América do
Norte, América Central e de algumas regides da América do Sul'®?*??, Est4 presente também
no Brasil, sendo significativa a sua preval éncia entre popul agdes indigenas brasileiras’.
Uma peguena percentagem da populagdo infectada pelo HTLV-1 desenvolve doenca (2% a
4%), podendo levar ao ébito em apenas 6 meses como no caso da LLTA (leucemia/ linfoma
de células T do adulto) na sua forma linfomatosa. Além disso, pode causar uma doenca
incapacitante, que leva o paciente a sentir muita dor, a paraparesia espastica tropical ou
mielopatia associada ao HTLV (PET/MAH). Algumas sindromes inflamatérias também estéo
associadas aeste tipo viral.
O HTLV-2 ndo esta claramente relacionado ao desenvolvimento de alteracdes hematol 6gi cas.
Alguns autores descreveram o aparecimento de linfomas em portadores do tipo 2. Em
contrapartida, o virus tem sido relacionado com o desenvolvimento de sintomas neurol 6gicos
e infeccBes bacterianas e fungicas™®.
No Brasil, atriagem dainfeccéo pelo HTLV 1-2 em banco de sangue passou a ser obrigatoria

através da Portaria 1376, de 19 de novembro de 1993 e, desde dezembro do mesmo ano, vem
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sendo utilizada como forma de evitar a transmissdo do virus a partir de transfusoes
sangiiineas. A Africa, que é considerada 0 maior reservatorio do HTLV-1, ndo possui um
servico de triagem em doadores de sangue para 0 HTLV, devido ao alto custo dos testes
diagndsticos®.
O Ingtituto de Pesquisas, Ensino e Diagnésticos da Associagdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (IPED-APAE), situado em Campo Grande (MS), vem desenvolvendo
juntamente com a Secretaria de Estado de Salde, um trabalho de diagndstico e prevencéo com
as gestantes de Mato Grosso do Sul. O Programa Estadual de Protecéo a Gestante (PEPG)
iniciou em novembro de 2002 com a Resolucdo 459 SES/ MS. No inicio, a cobertura do
Programa estava em 60,8%, enquanto que, ao final de 2006, 98,5% das gestantes do Estado
foram atendidas pelo PEPG-MS.
Através da triagem em papel filtro, sdo diagnosticadas as gestantes portadoras das seguintes
infecgdes: toxoplasmose, citomegalovirus, rubéola, sifilis, chagas, hepatite B, hepatite C,
HTLV 1-2, HIV 1-2, e clamidia. Também é realizado o diagnostico de fenilcetondria materna
e hipotireoidismo. Toda suspeita de infeccdo no papel filtro é posteriormente confirmada em
soro, e as gestantes diagnosticadas com algumas dessas doencas sdo acompanhadas por
médi cos especializados no IPED-APAE, assim como seus bebés. Os objetivos deste programa
s80 o diagnostico precoce e a prevencdo da transmissdo vertical, tanto do HTLV, como das
demais doencas.
Qualquer andlise feita a partir do sangue total, soro ou plasma, também pode ser realizada
através da técnica em papd filtro. Diversas patologias ja foram testadas por este método, entre
elas ainfeccdo por HTLV®,
Ainda ha muito que se conhecer sobre a infec¢do pelo HTLV. Com o objetivo de entender
melhor o comportamento do HTLV frente aos testes laboratoriais foi desenvolvido este
estudo.

MATERIAISE METODOS
As amostras em sangue seco foram obtidas através de puncdo digital, e distribuidas em seis
discos de papel filtro S&S 903. As coletas foram realizadas nas unidades de salde dos
municipios de Mato Grosso do sul, e apds secagem, foram enviadas ao IPED-APAE pelo
correio. Inicialmente foi realizado o teste de ELISA em papel filtro, para deteccdo de
anticorpos anti-HTLV 1 e 2. As gestantes “ateradas’ foram reconvocadas a coletar soro, para
confirmagdo do resultado. As amostras para confirmacéo da triagem foram obtidas por puncéo
venosa periférica, e enviadas ao laboratério devidamente acondicionadas. A partir dai, foi
repetido o teste de ELISA (Murex HTLV I+, Murex Biotech Limited., Reino Unido) e
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realizados os testes de Western Blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Singapore) e
PCR, este ultimo, somente se necessario. Todos os dados laboratoriais foram transcritos para
as fichas de gestantes e posteriormente armazenados no Sistema Gerenciador do Programa
Estadual de Protecdo a Gestante, existente desde janeiro de 2004. Apds a liberacdo do laudo,
dados referentes as gestantes foram armazenados em prontuérios médicos. O sistema gerou
uma planilha no formato .xIs com os dados das gestantes com resultado diferente de “n&o
reagente”’, que foi analisada juntamente com os dados de novembro de 2002 a dezembro de
2003, onde ndo se usava este sistema gerenciador e os resultados eram digitados no Excel.
Todos os exames foram realizados rotineiramente na triagem das gestantes que participaram
do PEPG-M S durante o periodo do estudo.

Critério de Inclusdo: O universo amostral correspondeu ao total de gestantes que
apresentaram resultados alterados em papel filtro (reagente, indeterminado ou solicitagdo em
nova amostra) através datécnicade ELISA.

Critério de Exclusdo: Foram excluidas as amostras “ndo reagentes’ em papel filtro através
da técnica de ELISA, e aquelas que apresentaram quantidade insuficiente de sangue para
realizacéo do exame.

Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas as fichas de gestantes e prontuérios médicos
padronizados pelo IPED-APAE para registros dos dados, assm como consultas no Sistema
Gerenciador do Programa Estadual de Protecdo a Gestante. A pesquisa so foi realizada apés a
autorizacdo do presidente da APAE de Campo Grande, da superintendéncia do IPED-APAE e
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP-
UFMS).

RESULTADOS

No periodo de novembro de 2002 a dezembro de 2006, 155.807 gestantes foram triadas para
diversas doencas pelo Programa Estadual de Protecdo a Gestante de Mato Grosso do Sul.
Destas, 265 apresentaram resultado alterado (reagente, indeterminado ou “repeticdo em nova
amostra’) paraainfeccéo pelo HTLV 1-2.

Dos 265 casos alterados através da técnica em papel filtro, 224 (84,5%) recoletaram soro e
sangue total para realizar a confirmagao atraves da técnica de ELISA e Western Blot e/ou
PCR. Dos 41 casos que ndo fizeram a recoleta, 80,5% sao de gestantes néo localizadas, 7,3%
s80 de “repeticdo em nova amostra’, ou sgja, casos em que precisaria de uma nova amostra
para a confirmacao do resultado, e 12,2% sao de casos em que ndo foi possivel ter acesso aos
dados laboratoriais.
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Para o cilculo da prevalénciadainfeccdo por HTLV 1-2 em gestantes de Mato Grosso do Sul,
foram utilizados os 206 casos confirmados no periodo, em relacéo aos 155.807 triados pelo
Programa. A taxa encontrada foi de 0,13% com um erro de estimacédo de 0,02% e 95% de
confiabilidade.

Os testes utilizados na etapa de confirmagdo (soro) dos casos alterados em papel filtro seguem
naTabelal.

Tabela 1 — Exames utilizados na fase confirmatéria do Programa Estadual de Protecdo a Gestantede M S
(PEPG), no periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Quantidade Per centual
ELISA + PCR 84 37,5%
ELISA + BLOT 113 50,4%
ELISA + PCR + BLOT 27 12,1%
TOTAL 224 100,0%

No periodo em que se utilizou 0 PCR e Western Blot como exames confirmatérios (27 casos),
4 casos foram indeterminados no Western Blot e negativos no PCR, 1 caso foi indeterminado
no W. Blot e confirmou como sendo do tipo 1 no PCR e 1 caso foi indeterminado no PCR e
positivo no W. Blot (Tipo 1).

Os tipos de HTLV encontrados entre as gestantes de Mato Grosso do Sul podem ser
visualizados na Tabela 2 e nafigura 1. Para esta andlise, foram considerados apenas 0s casos
confirmados (206).

Tabela 2 — Tipos de HTLV encontrados nas gestantes de Mato Grosso do Sul, através do PEPG-MS, no
periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Quantidade Per centual
Tipol 158 76,6%
Tipo2 20 9,7%
Indeterminado 27 13,1%
Tipole2 1 0,4%

Total 206 100,0%
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Figura 1 — Tipos de HTLV encontrados nas gestantes de Mato Grosso do Sul, através do PEPG-MS, no
periodo de novembro 2002 a dezembr o 2006.

Foi realizada uma comparacéo entre os tipos de HTLV diagnosticados pelo Western Blot e as
proteinas detectadas no teste. Através da Tabela 3, podem-se observar todas as possiveis
combinacdes entre a quantidade de proteinas centrais, chamadas de “GAG” (pl19, p24, p26,
p28, p32, p36, p53) e a quantidade de proteinas do envelope, conhecidas como “ENV”
(GD21, gp21, gp46, rgpd6-1 e rgpd6-11) presentes nas amostras.

Tabela 3 - Possiveis combinacfes entre a quantidade de proteinas do tipo “GAG” e a quantidade de

proteinas do tipo “ENV” encontradas no teste de Western Blot, através do PEPG-MS, no periodo de
novembro 2002 a dezembr o 2006.

. Proteinas— ENV
Proteinas - GAG

0 1 2 3 4 5 Total
0 0 1 3 0 0 0 4
1 3 5 4 2 0 0 14
2 1 1 6 2 1 0 11
3 0 0 7 1 0 0
4 0 1 0 0 1 0
5 0 0 1 2 2 0 5
6 0 0 1 7 1 0
7 0 0 1 7 73 1 82
Total 4 8 23 21 78 1 135

A combinacdo de maior frequéncia dentre as proteinas “GAG” e “ENV” foram de quatro
proteinas “ENV” com sete proteinas “GAG”, totalizando 73 casos dentre 135, ou sgja, um
total de 54,0%.
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Nesta parte do estudo foram cruzados os tipos virais, com as quantidades de proteinas GAG e

ENV. Com relacdo ao “Tipo — 17, 72,9% apresentaram uma combinacdo de seis proteinas

GAG, e quatro proteinas ENV, conforme Tabela 4:

Tabela 4 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relagdo ao HTLV-1

(PEPG-MS - novembr o 2002 a dezembr o 2006).

. Proteinas- ENV
Proteinas - GAG

0 2 3 4 Total
0 0 0 0 0 0
1 0 0 1 0 1
2 0 0 2 1 3
3 0 1 1 0 2
5 0 1 2 2 5
6 0 0 7 1 8
7 0 1 6 70 77
Total 0 3 19 74 96

Com relagdo aos casos diagnosticados como “Tipo 2" (12), a combinagdo que teve maior

fregliéncia foi de duas proteinas ENV com uma GAG, representando 33,3% do total (Tabela

5).

Tabela 5 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relacdo ao HTLV-2

(PEPG-M S - novembro 2002 a dezembr o 2006).

) Proteinas- ENV
Proteinas - GAG

Total

N~ M W N R
O O W w M N

NP P O O O b
PR W W A

Total 10 12

Nos casos indeterminados (26), observou-se uma heterogeneidade de combinacbes das

proteinas do Western Blot, sendo apresentados os resultados na Tabela 6:
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Tabela 6 — Tipos de proteinas encontradas no Western Blot (GAG ou ENV) em relagdo ao HTLV
INDETERMINADO (PEPG-M S - novembr o 2002 a dezembr o 2006).

Proteinas— ENV
Proteinas - GAG

0 3 Total

> o1 W N kB O
SO B N b~ O W DN

0|l ©O O r r b~ DN| P
NI DN O O O O O &
N B W O 00 O

0
1
0
0
0
1
2

Al O O O F W

Total

A Tabela 7 relaciona a quantidade de bandas encontradas no Western Blot em relagcéo aos

tiposde HTLV. Os resultados podem ser melhores visualizados na figura 2.

Tabela 7 — Quantidade de bandas encontradas no Western Blot em relacdo aostiposdeHTLV (PEPG-M S
- novembr o 2002 a dezembr o 2006).

Tipo-1 Tipo-2 Indeterminado

Bandas Qtd % Qtd % Qtd %
1 0 0,0% 0 0,0% 5 19,2%
2 0 0,0% 0 0,0% 8 30,7%
3 0 0,0% 4 33,3% 1 3,8%
4 1 1,0% 3 25,0% 6 23,0%
5 3 3,1% 3 25,0% 2 7,6%
6 2 2,0% 0 0,0% 0 0,0%
7 1 1,0% 0 0,0% 1 3,8%
8 2 2,0% 1 8,3% 0 0,0%
9 10 10,4% 0 0,0% 1 3,8%
10 7 7,2% 0 0,0% 2 7,6%
11 70 72,9% 1 8,3% 0 0,0%
Total 96 100,0% 12 100,0% 26 100,0%
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Figura 2 — Quantidade de bandas encontradas no Western Blot em relacdo aostiposdeHTLV (PEPG-M S
- novembr o 2002 a dezembr o 2006).

DISCUSSAO
A taxa de prevalénciade HTLV 1-2 encontrada entre as gestantes de Mato Grosso do Sul foi
de 0,13%, que condiz com aguela demonstrada por Dal Fabbro na mesma populagéo®, é
menor do que em doadores de sangue deste mesmo estado, onde se observou 0,17% de
positividade®. JA em comparacdo com as gestantes dos paises europeus’, a prevaléncia
encontrada em Mato Grosso do Sul é maior.
A prevalénciaem gestantes de M'S € menor que em Cordoba, na Argentina (0,191%), e que no
Peru®, onde se observou 1,2-2,2%. Em comparacdo com a prevaléncia encontrada em
Fortaleza, de 0,12%", Mato Grosso do Sul apresentou uma taxa muito proxima.
Em comparacdo a outros paises, com excegdo dos europeus, e ao proprio Brasil, Mato Grosso
do Sul apresenta uma baixa prevaléncia parao HTLV 1-2, mas ndo menos importante.
Trés tipos de testes foram utilizados na fase confirmatéria dos casos alterados em papel filtro:
0 ELISA, que foi utilizado tanto na etapa de triagem quanto na confirmatoria, 0 Western Blot
e 0 PCR. No inicio do PEPG-MS, utilizou-se 0 PCR como teste confirmatorio. Apos certo
periodo, o teste de Western Blot passou a ser o exame de escolha na confirmacdo do
diagnostico pelo HTLV 1-2.
Assim como em gestantes de Salvador®e Goiania'’, o tipo predominante de HTLV em Mato
Grosso do Sul foi o tipo 1, o contrario do observado em gestantes da Espanha, que de 13
casos confirmados, 11 foram reagentes paraHTLV-2 e 2 paraHTLV-1, e na Bélgica que de 4

casos, 3 foram confirmados para o tipo 2%.



Neste estudo, apenas 13,1% dos casos foram diagnosticados como indeterminado, enquanto
em Fortaleza, 118 dos 191 casos em doadores de sangue foram indeterminados'®. Segundo os
autores, existe uma relacdo entre o resultado de Western Blot e 0 sexo: 0s casos positivos
estdo ligados ao sexo feminino e casos indeterminados estédo ligados ao masculino. Isto
explica a baixa taxa de casos indeterminados no presente estudo.

O caso de infeccdo mista pelo HTLV, provavelmente so pode ser demonstrado em um estudo
com uma amostra grande como este, por se tratar de um caso raro.

Em relagdo aos resultados do Western Blot houve uma reacdo mais intensa do HTLV “Tipo
1”7, onde 72,9% dos casos apresentaram onze bandas reagentes, o que significa todas as
bandas presentes. Quanto a0 HTLV “Tipo 2", os resultados encontrados foram: maior
freqiéncia de trés bandas (33,3%), seguido de quatro e cinco bandas, com respectivos
percentuais de 25,0%, refletindo uma reacéo mais fraca e variada as proteinas virais.

Nos casos indeterminados, observou-se uma variedade ainda maior das proteinas virais
reativas ao W. Blot sendo que, o maior percentual encontrado foi de duas bandas reagentes
(30,7%). No cruzamento das proteinas ENV e GAG foram encontrados. 0 ENV e 2 GAG, 2
ENV e 0 GAG e 1 ENV e 1 GAG. O caso encontrado de HTLV 1-2 apresentou 12 bandas

presentes.
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Anexo - TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE INFORMAGCOES
DE BANCO DE DADOS

Titulo da Pesquisa: “Prevaléncia ¢ Diagnéstico Laboratorial da Infecgéio pelo Virus HTLV

em Gestantes de Mato Grosso do Sul, no periodo de 2002 a 2006”.

Nome do Pesquisador: Patricia Cardoso Portela.
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Bezerra Tomaz.

Base de dados a serem utilizados:
Base de dados do Programa Estadual de Protegio a Gestante de Mato Grosso do Sul / Instituto
de Pesquisas, Ensino e Diagnostico da Associagdo de Pais e Amigos dos Excepcionais de

Campo Grande.

Como Coordenadora da pesquisa acima referida comprometo-me com a utilizagdo das
informacdes contidas na base de dados acima citada, protegendo a imagem das pessoas
envolvidas e a sua nio estigmatizacio, garantindo a ndo utilizagdo das informagdes em seu
prejuizo ou das comunidades envolvidas, inclusive em termos de auto-estima, de prestigio
e/ou econdmico-financeiro.

Declaro ainda que estou ciente da necessidade de respeito & privacidade das pessoas
envolvidas em conformidade com os dispostos legais citados' e que os dados destas bases
serfio utilizados somente neste projeto, pelo qual se vinculam. Todo e qualquer outro uso que
eto de pesquisa e que

devera, por sua vez, sofrer o trimite legal institucional para o fim a que se destina.

Por ser esta a legitima expressio da verdade, firmo o presente Termo de Compromisso.

ﬂ@mﬂw’u 1
V)

Patricia Cardoso Paffela

! Constituiciio Federal Brasileira (1988) — art. 5°, incisos X e XIV; Codigo Civil —arts, 20-21;
Codigo Penal — arts. 153-154; Codigo de Processo Civil —arts. 347, 363, 406; Codigo Defesa do Consumidor — arts. 43- 44; Medida
Provisoria — 2.200 — 2, de 24 de agosto de 2001; Resolugdes da ANS (Lei n® 9.961 de 28/01/2000) em particular a RN n°® 21
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Anexo — CARTA DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

Universidagie Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovacao

4 minfa assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1050 da
Pesquisadora Patricia Cardoso Portela intitulado “Diagnostico laboratorial da infecdo
pelo Virus HTLY em Gestantes de Mato Grosso do Suly no periodo de 2002 a 2006°, foi
revisado por este comité ¢ aprovado em reunido ordindria no dia 20 de dezembro de

2007, encontrando-se de acordo com as resolugoes normativas do Ministério da Satide.

Campo Grande, 20 de dezembro de 2007.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www. propp.ufms . br/bioeficascen/

bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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Anexo — PROCEDIMENTOS PARA A COLETA DE AMOSTRA DE SANGUE EM
PAPEL FILTRO — PROGRAMA DE PROTECAO A GESTANTE DE MATO

GROSSO DO SUL.

Exame Pré-Natal

1} Equipamento: Lanceta estéril com ponta
de aproximadamente 2,0 mm, alcool preparado

estéril, gaze estéril, pano macio, formulario
paracoleta de sangue, luvas.

== g=r R § -

P

= = A

2) Preencha TODAS as informagdes. Para
evitar a contaminagao dos circulos do papel-
filtro, ndo permita que eles entrem em contato
com fluidos e ndo os toque antes ou depois da
coleta de sangue. Guarde a "CONTROLE DO
PACIENTE", solicite a assinatura da paciente
na autorizagéo no verso, eIMPRESCINDIVEL.

=

3) Areas indicadas para pungo

4) Limpe o local com &lcool SECANDO
completamente.

5) Faca uma puncéo no dedo anelar da mao
esquerda

Procedimentos para a coleta de amostra de sangue € manuseio

"

6) Encoste levemente o papel-filtro na gota
GRANDE de sangue. Espere até que o sangue
seja absorvido e preencha completamente o
circulo com uma aplicagio de uma UNICA gota
GRANDE de sangue. (Para aumentar o fluxo
de sangue, mantenha uma pressdo SUAVE e
intermitente na éarea proxima ao local da
puncao). Apliqgue o sangue somente em um
lado do papel-filtro.

7) Preencha os filtros restantes da mesma
forma como explicado na etapa 7, com gotas de
sangue sucessivas. Se o fluxo de sangue
diminuir, repita as etapas 5, 6 e 7. O cuidado
com o local da pungdo deve ser consislente
com os procedimentos da sua instituigao.

B) Pode ser usado sangue coletado em via

venosa por seringa e colocado posteriormente
no papel-filtro para secagem.

9) Depois de seco por no minimo 4 horas,
enviar o formuldric completo para o laboratério
em até 24 horas apds a coleta

R o
!%é) ”Dlnsunulmns

Instituto de Pesquisas, Ensino e Diagnasticos da APAE
w. Mato Grosso, B61, Bairro Gal. Wolfgrand
Cep 79002-231 - Campo Grande - MS
Fone: 67 317-4888 Fax: 67 317-4883

E-mail: br - Site: www.ipd: br




70

Anexo — PROCEDIMENTOSPARA A COLETA DE SANGUE PERIFERICO

1. Preencher aficha de cadastro, de formalegivel, com todos os dados solicitados, se
possivel com um numero de telefone para futuros contatos, se necessario.
2. Encaminhar o paciente para a sala de coleta e orientar para que ele se posicione
sentado e com o0 brago estendido. O braco do
paciente deve ser posicionado em uma linha reta
do ombro ao punho, de maneira que as veas
figuem mals acessiveis e 0 paciente 0 mais
confortével possivel. O cotovelo ndo deve estar

dobrado e a palma da mé&o voltada para cima.

3. De acordo com os exames a serem redlizados, a
coletadora separa e identifica os tubos. Se 0 material a ser coletado for colocado
em tubo com anticoagulante, 0 mesmo deve ser homogeneizado por inverséo, no
minimo 5 vezes, paraimpedir a coagul acao.

4. Colocar a agulha na seringa sem retirar a capa protetora. N&o tocar na parte
inferior da agulha.

5. Movimentar o émbulo e pressiona-lo pararetirar o ar.

6. Ajustar o garrote e escolher a veia. O garrote
utilizado durante a coleta de sangue para facilitar
alocalizag&o das veias, tornando-as proeminentes.
Deve ser colocado no braco do paciente proximo
ao local da puncéo (4 a 5 dedos ou 10 cm acima

do local de puncéo), sendo que o fluxo arterial

ndo poderd ser interrompido. Para tal, basta
verificar a pulsacdo do paciente. Mesmo garroteado, 0 pulso devera continuar
palpavel. O garrote ndo deve ser deixado no braco do paciente por mais de um
minuto. Deve-se retirdlo ou afrouxalo logo apds a venipuncdo, pois O
garroteamento prolongado pode acarretar ateragdes nas andlises (por exemplo:
calcio).

7. Fazer a assepsia no local da coleta (brago) com algoddo umedecido em acool a
70% ou & cool iodado a1 %. N&o tocar mais no local desinfetado.

8. Retirar a capadaagulhae fazer apungéo.

9. Soltar o garrote assim que o sangue comecar afluir na seringa.
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10. Coletar a quantidade de sangue desgjada e colocar nos tubos apropriados. Para a
coleta de soro, coleta-se em tubo sem anticoagulante e para a coleta de plasma,
com anticoagulante.

11. Orientar 0 paciente a pressionar com algodado a parte puncionada, mantendo o

braco estendido, sem dobré-lo.
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Anexo — PAPEL FILTRO UTILIZADO PARA COLETA DE SANGUE NO
PROGRAMA DE PROTECAO A GESTANTE DE MATO GROSSO DO SUL.
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