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RESUMO

MAGRI, M. C. Virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1
e HTLV-2). Estudo de segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com
HIV/Aids de Sao Paulo e de Londrina e regido. 2013. 184 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2013.

O Brasil é considerado o pais com o maior niumero absoluto de individuos infectados
pelos virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2),
perto de 2,5 milhdes; além disso, é também considerado epidémico para o HIV e,
portanto, casos de coinfeccdo HIV/HTLV séo frequentes no pais. O presente
trabalho efetuou o sequienciamento das regides LTR, env e tax do genoma proviral
do HTLV-1 e do HTLV-2 isolados das amostras de sangue de pacientes
coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido (n=34) e de Sdo Paulo (n=20), para
realizar a caracterizacdo molecular e determinar subtipos virais. Foram utilizadas na
andlise das sequéncias as ferramentas Sequencher 4.7, BLAST, Genotyping-NCBI,
Subtyping-REGA, BioEdit 7.0.5.3, ClustalW, GenBank, PAUP 4.0.b10, Modeltest 3.7,
TreeView 1.6.6 e MEGA4. As diversas analises confirmaram como subtipos
prevalentes o HTLV-1a, subgrupo Transcontinental A, e o HTLV-2a (variante -2c).
Foram detectadas assinaturas moleculares nos isolados do Brasil. Detectou-se o
genotipo brasileiro taxA para o HTLV-1 e para o HTLV-2 a Tax longa, a qual é
caracteristica da variante HTLV-2c. Houve também a confirmacdo da troca de
aminoacido S1909P no env dos HTLV-2. Especulou-se sobre duas entradas do
HTLV-1 no Brasil e sobre a disseminagao do HTLV-2c em grupos distintos quanto ao
comportamento de risco e regidao geografica. O estabelecimento de métodos
laboratoriais otimizados para isolados brasileiros de HTLV-1 e HTLV-2 possibilitou
melhor compreensdo da diversidade gendmica e da origem e disseminacdo dos

HTLVs em populagdes coinfectadas pelo HIV no Brasil.

Palavras-chave: Virus linfotropicos de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1). Virus
linfotropicos de células T humanas do tipo 2 (HTLV-2). Coinfeccdo HIV-1.
Caracterizacdo molecular. Epidemiologia.



ABSTRACT

MAGRI, M.C. Human T-lymphotropic virus type 1 and 2 (HTLV-1 and HTLV-2).
Study on proviral genome segments obtained from patients with HIV/Aids from
Sao Paulo and Londrina and vicinities. 2013. 184 f. Tese (Doutorado) - Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Brazil is considered the country with the major absolute number of individuals
infected with human T-lymphotropic virus types 1 and 2 (HTLV-1 and HTLV-2), close
to 2,500,000; moreover, it is also considered epidemic for HIV/Aids =and therefore
HIV/HTLV coinfection is frequent in the country. This study aimed at sequencing the
LTR, env and tax regions of the proviral genome of HTLV-1 and HTLV-2 isolated
from blood samples obtained from patients coinfected with HIV-1 from Londrina and
vicinities (n=34) and S&o Paulo (n=20), in order to perform the molecular
characterization and viral subtyping. For sequences analysis, several bioinformatics
tools were employed: Sequencher 4.7, BLAST, Genotyping-NCBI, Subtyping-REGA,
BioEdit 7.0.5.3, ClustalW, GenBank, PAUP 4.0.b10, Modeltest 3.7, TreeView 1.6.6
and MEGA4. The results confirmed as prevalent the HTLV-la subtype, the
Transcontinental subgroup A, and the HTLV-2a (variant-2c). Molecular signatures
characteristic of Brazilian isolates were detected: taxA Brazilian genotype in HTLV-1,
and the long Tax which is characteristic of the HTLV-2c in HTLV-2. Also, it was
confirmed the S1909P amino acid change in the env region of HTLV-2c. It was
speculated on two entrances of HTLV-1 in Brazil, and on the spread of HTLV-2c in
distinct groups related to risk factors and geographic region. The establishment and
optimization of laboratory methods performed in this study allowed to get a better
understanding on HTLVs genomic diversity, and to give insights on the origin and
spread of HTLVs in populations coinfected with HIV in Brazil.

Keywords: Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1). Human T-lymphotropic
virus type 2 (HTLV-2). HIV-1 Coinfection. Molecular characterization. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histoérico

Os virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-
2) pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Deltaretrovirus, sendo o HTLV-1 o primeiro retrovirus humano descrito. Os retrovirus
sao virus RNA que usam a enzima transcriptase reversa para produzir DNA a partir
de RNA. O DNA é posteriormente incorporado no genoma da célula hospedeira com
o auxilio da integrase viral, passando a ser chamado de provirus (HALL et al., 1994;
PROIETTI, 2010). O HTLV possui essa designacao, pois infecta predominantemente
os linfécitos T, sendo que o HTLV-1 infecta preferencialmente os linfécitos T CD4+,
enquanto que o HTLV-2 os linfécitos T CD8+. Porém, também podem ser
encontrados em outros tipos celulares como os mondcitos, linfécitos B, células
dendriticas e endoteliais, e macr6fagos (ROSENBLATT et al.,, 1988; HALL et al.,
1994; FRANCHINI, 1995).

O HTLV-1 foi descrito pela primeira vez em 1980, isolado a partir de cultura
de células do sangue periférico de pacientes com linfoma cutdneo de células T
(POIESZ et al., 1980). Desde entdo, varios estudos epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais vem sendo realizados e estima-se que cerca de 10-20 milhdes de
pessoas em todo o mundo estejam infectadas por este virus (PROIETTI et al.,
2005). Ja o HTLV-2 foi descrito pela primeira vez em 1982, isolado a partir de cultura
de células do bacgo de paciente com tricoleucemia de células T (KALYANARAMAN et
al., 1982).

Recentemente, foram descritos o HTLV-3 e 0 HTLV-4, isolados em individuos
sem doencas especificas de Camardes na Africa Central (CALATTINI et al., 2005;
WOLFE et al., 2005; SWITZER et al., 2009).

1.2 Manifestacdes clinicas

O HTLV-1 é mais patogénico do que o HTLV-2, embora a maioria dos

individuos infectados permaneca assintomatico, esta infeccdo pode causar amplo

espectro de doencas, incluindo leucemia (leucemia/linfoma de células T do adulto,
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ATL), que foi confirmada pela primeira vez em 1982 no Jap&o por YOSHIDA e
colaboradores, e doengas neurodegenerativas lentas e progressivas (mielopatia
associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical, HAM/TSP) (GESSAIN et al.,
1985), além de outras dermatolégicas, reumaticas, oftalmologicas e pulmonares
(SOARES & MORAES JUNIOR, 2000; PROIETTI et al., 2005; BITTENCOURT et al.,
2006; CARVALHO et al., 2006).

Alguns fatores tém sido apontados como importantes para o desenvolvimento
e/ou agravamento da HAM/TSP, como por exemplo, alta carga proviral (NAGAI et
al., 1998; MONTANHEIRO et al., 2005) e alta expressao de alguns genes do HTLV-
1 (YAMANO et al., 2002). Recentemente, o padrdo de integracdo do provirus do
HTLV-1 no genoma da célula hospedeira (MEEKINGS et al., 2008) e a expressdo de
um subconjunto especifico de genes IFN-estimulados (TATTERMUSCH et al., 2012),
além de fatores do hospedeiro, como os polimorfismos em genes relacionados a
producdo de interleucina (GADELHA et al., 2008) foram também considerados
associados ao desenvolvimento de HAM/TSP. Porém, o manejo clinico dos
pacientes com HAM/TSP ainda € insatisfatério e o tratamento atual disponivel é
apenas paliativo (TATTERMUSCH et al., 2012).

O HTLV-2 embora menos associado a doencas, tem sido apontado como
responsavel por manifestacdes neurolégicas (HALL et al., 1994; ORLAND et al.,
2003; ROUCOUX & MURPHY, 2004; POSADA-VERGARA et al.,, 2006). Ainda,
parece causar predisposicdo a infeccbes bacterianas e também a manifestacdes
dermatolégicas (MURPHY, 1996), e pode estar associado a aumento de mortalidade
por cancer, segundo estudo multicéntrico nos Estados Unidos com uma coorte
acompanhada por 15,9 anos composta por 155 individuos infectados pelo HTLV-1,
387 individuos infectados pelo HTLV-2 e 799 individuos HTLV-soronegativos
(BISWAS et al., 2010).

1.3 Vias de transmissao

O HTLV-1 e o HTLV-2 possuem padrbes de transmissdo semelhantes,
embora a eficiéncia de transmissdo do HTLV-2 ainda seja incerta. A transmissao
acontece pelo contato célula-célula, enquanto que a transmissao por virus livres,

aparentemente, ndo € eficiente. Esses dois retrovirus podem ser transmitidos da
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mae para o filho pelo aleitamento materno (considerado atualmente a principal via
de transmiss&o) ou raramente no parto, pelo contato sexual, e pelo contato direto
com sangue contaminado, seja pelo uso de drogas endovenosas (UDEV)
(reutilizacdo de seringas) ou por transfusdo sanguinea (OKOCHI, 1984; MANNS et
al., 1992; BITTENCOURT, 1998; LI et al.,, 2004; ROUCOUX & MURPHY, 2004;
ZUNT et al., 2006). A transfusédo de sangue é muito eficaz na transmissao do HTLV-
1 e do HTLV-2, e por isso, a sorologia para estes virus tornou-se obrigatoria em
Bancos de Sangue do Brasil em 1993 pela portaria n® 1.376 do Ministério da Saude
(BRASIL, 1993). Ainda, existem relatos de transmissdo do HTLV-1 pelo transplante
de rim, figado e pulméo (YARA et al., 2009).

As vias de transmissdao do HTLV-2 também dependem da populacéo
analisada. A relacdo sexual e o aleitamento materno sdo as principais formas de
transmissao entre os amerindios e a populacdo em geral do Brasil (ISHAK et al.,
2003; CATALAN-SOARES et al., 2005). Nos UDEV a transmissao da infeccéo pelo
HTLV-2 se da principalmente pelo compartilhamento de agulhas com individuos
infectados (GABBAI et al., 1993; DE-ARAUJO et al., 1994; ETZEL et al., 2001,
MORIMOTO et al., 2005).

1.4 Epidemiologia

A prevaléncia da infeccdo pelo HTLV varia de acordo com a populagéao
estudada, a regido geografica e comportamento de risco. Na América do Sul, varia
de 0,1% a 5% na populacdo geral (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). O Brasil
desponta como o primeiro em numero de individuos infectados pelo HTLV no
mundo, estimado em 2,5 milhdes (CATALAN-SOARES et al.,, 2005; PROIETTI,
2010). Trabalho recente de reviséo relata que no Brasil ha entre 300.000 a 800.000
individuos infectados pelo HTLV-1 (GESSAIN & CASSAR, 2012).

Em todo o mundo existe entre 15 a 20 milhdes de pessoas infectadas pelo
HTLV-1/2, e o sudoeste do Jap&o, Caribe, algumas regides da Africa e América do
Sul sdo consideradas regibes endémicas (EDLICH et al., 2000; PROIETTI et al.,
2005). Um trabalho recente de revisdo estimou uma prevaléncia entre 5 a 10
milhdes de individuos infectados pelo HTLV-1. No entanto, os autores ressaltaram

que este valor pode estar subestimado uma vez que a maioria dos estudos foram
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conduzidos apenas em areas endémicas e/ou em doadores de sangue, mulheres
gravidas e individuos de comportamento de risco (GESSAIN & CASSAR, 2012). No
Brasil, a infeccdo pelo HTLV-1 € mais frequente no norte e nordeste do pais, e isto
pode ser consequéncia do trafico de escravos durante os séculos XVII, XVIII e XIX
(GALVAO-CASTRO et al., 1997; DOURADO et al., 2003; MOTA-MIRANDA et al.,
2008). Os estados onde sdo observadas as maiores prevaléncias sédo Bahia,
Pernambuco, Pard e Maranhéo, variando de 7,5/1000 a 10,0/1000 doadores de
sangue (CATALAN-SOARES et al, 2005). A coinfecgcdo HIV/HTLV-1 € mais
frequente do que a coinfeccao HIV/HTLV-2 na regido nordeste do Brasil
(ALCANTARA et al., 2006).

J& o HTLV-2 parece ser endémico de povos antigos, tanto na Africa quanto
nas Ameéricas, e epidémico entre UDEV em éareas urbanas da América do Norte,
Europa e sudeste Asiatico (HALL et al., 1996; MURPHY et al., 1998). No Brasil, o
HTLV-2 tem sido considerado endémico em popula¢bes indigenas da Amazbnia
(BLACK et al., 1994; ISHAK et al., 2003) e, recentemente, na regiao sul (MENNA-
BARRETO et al.,, 2005). O HTLV-2 tem sido detectado em baixas frequéncias na
populacdo em geral como doadores de sangue (GABBAI et al., 1993; CATALAN-
SOARES et al.,, 2005; NAMEN-LOPES et al., 2009), e em altas frequéncias em
pacientes com HIV/Aids e UDEV, principalmente do sudeste e sul do pais (DE-
ARAUJO et al., 1994; ETZEL et al., 2001; MORIMOTO et al., 2005). Portanto, no

Brasil, a infeccéo pelo HTLV-2 € endémica no norte e epidémica no sul.
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Figura 1. Distribuicdo geografica de HTLV-1 e HTLV-2 no mundo.
Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa
Nacional de DST e Aids, 2003.

1.5 Genoma

O HTLV-1 e o HTLV-2 possuem uma variabilidade genética de cerca de
apenas 4% (SEGURADO et al., 2002; TAYLOR, 2004; PROIETTI et al., 2005). Isto
pode ser explicado pelo fato de que a replicagdo do HTLV, diferentemente dos
outros retrovirus, € principalmente por meio da expansdo clonal das células que
estdo infectadas, via mitose, e ndo tanto pelo uso da enzima transcriptase reversa
(WATTEL et al., 1995). O genoma completo do HTLV-1 possui 9032 pb (SEIKI et al.,
1983) e 0 do HTLV-2 possui 8952 pb (SHIMOTOHNO et al.,, 1985), ambos
compostos por duas fitas simples de RNA.
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O genoma proviral do HTLV-1/2 contém 0s genes estruturais gag e env, o
gene funcional pol, os genes reguladores tax e rex na regido pX, e 0S genes
reguladores transcritos no sentido anti senso que codificam as proteinas HBZ no
HTLV-1 (Figura 2) e APH-2 no HTLV-2, e nas extremidades contém a regiao
terminal de longa repeticdo (LTR 5' e 3'), importante na integracdo do DNA proviral
ao DNA da célula hospedeira e na regulacdo transcricional do seu genoma
(SHIMOTOHNO et al., 1985; HALIN et al., 2009; PROIETTI, 2010; LAIRMORE et al.,
2011). Ainda, na extremidade 5 da LTR do HTLV-1 existe um promotor viral que
contém trés regides repetitivas de 21 pb chamadas de Tax-responsive elements
(TRE-1, TRE-2 e TRE-3), numeradas no sentido anti senso a partir do start site de
transcricdo do RNA viral. A presenca de substituicbes de nucleotideos nestas
regides que indiretamente interagem com a proteina Tax pode estar associada com
bloqueio ou ativacdo da proliferacdo viral (FELBER et al., 1985; NYBORG et al.,
1988; NETO et al., 2011).

Rex
| [T E——

I s S — - mmm J—
U3RUS  gag . pol - eny , PX region (U3RUS
——— ————— A _ R
5-LTR 3-LTR

sHBZ

_usHBZ

Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do HTLV-1.
Fonte: Adaptado de SATOU & MATSUOKA, 2010.

O gene env codifica as proteinas do envelope viral (proteina de superficie -
gp46 e proteina transmembrana - gp2l), que sao imunogénicas e, portanto,
importantes para a resposta celular e humoral (TANAKA et al., 1994; WILSON et al.,
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2001; TAYLOR, 2004).

A regido pX participa da transcricdo viral codificando as proteinas reguladoras
Tax, Rex, e as proteinas acessoérias pl2, pl3 e p30. Essas proteinas sé&o
importantes para a infectividade viral, proliferacdo e imortalizacdo das células, e
ainda, podem influenciar a patogénese. As oncoproteinas Tax-1 e Tax-2 estdo
presentes, respectivamente, no HTLV-1 e HTLV-2, porém a Tax-1 tem demonstrado
possuir uma atividade de transativacao elevada para a LTR viral maior do que a Tax-
2 (FEUER & GREEN, 2005; LAIRMORE et al., 2011). Ainda, a Tax-1 possui um
dominio regulatério, o dominio PDZ, que contém proteinas regulatérias essenciais
para o recrutamento e organizacao de proteinas que estao envolvidas na sinalizacéo
celular e comunicacdo polarizada entre as celilas (MATSUOKA, et al. 2007,
HIGUCHI & FUJII, 2009). A proteina Tax pode interferir com a diferenciacdo celular,
0 acumulo de mutacgdes e a prevencao da apoptose (YOSHIDA, 2001).

Nos ultimos anos foi descrito um outro gene na regido pX do genoma do
HTLV-1 denominado de HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper factor) que é transcrito no
sentido anti senso e que parece ter um papel muito importante na patogénese do
HTLV-1 (SATOU et al., 2006; MATSUOKA & JEANG, 2007; HIGUCHI & FUJII,
2009). Ja em relacdo ao HTLV-2, no ano de 2009 foi descrito um gene similar ao
HBZ do HTLV-1, responsavel pela producdo da APH-2 (proteina anti senso do
HTLV-2) (HALIN et al., 2009).

1.6 Subtipos virais

A distribuicdo dos subtipos de HTLV-1 e de HTLV-2 é distinta. Os subtipos do
HTLV-1 estdo associados com regifes geograficas especificas do globo, enquanto
que os subtipos do HTLV-2 sdo mais relacionados com subpopulacdes especificas,
como os indios da Amazoénia brasileira e UDEV.

Sao conhecidos sete subtipos do HTLV-1, e cada um é considerado endémico
para uma regiao geografica (MIURA et al.,, 1994; URETA-VIDAL et al., 1994,
SALEMI et al., 1998a; VAN DOOREN et al., 2001; PROIETTI et al., 2005):

v' Subtipo HTLV-1a: cosmopolita;
v' Subtipos HTLV-1b, HTLV-1d, HTLV-1e, HTLV-1f, HTLV-1q: Africa Central;
v Subtipo HTLV-1c: Melanésia/Australia.
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O subtipo mais frequente em circulacdo no mundo é o HTLV-1a (Cosmopolita)
(CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).

O HTLV-2 é classificado em quatro subtipos, cada um tem sido associado

com subpopulacdes especificas e com regido geografica (ISHAK et al., 1995;
EIRAKU et al., 1996; SLATTERY et al., 1999; VANDAMME et al., 1998):

v" Subtipos HTLV-2a e HTLV-2b: Europa e América, e distribuicdo esporadica

na Asia e Africa; em UDEV de &reas urbanas e populacdes indigenas das
Ameéricas;

v Subtipo HTLV-2c: populagdo indigena da Amazébnia brasileira e populacdes

urbanas do Brasil;
v Subtipo HTLV-2d: tribo de pigmeus na Africa.

1.7 Caracteristicas moleculares: LTR, env e tax

Os segmentos gendmicos do HTLV-1/2 que apresentam maior variabilidade
sdo o LTR e o env, e sado considerados os que melhor se prestam para estudos
epidemiologicos e de caracterizagcdo molecular. O HTLV-1 tem um genoma
conservado, com 0,1% a 6,9% de diversidade genética entre os isolados, e as
regides env e LTR sé@o as mais usadas para a caracterizacdo do subtipo viral
(RATNER et al.,1991; MAGRI et al., 2012a). Estudos da regido env e LTR do HTLV-
2 tem se mostrado importantes (SWITZER et al.,1995; COVAS & KASHIMA, 2003;
MAGRI et al., 2010, 2013), com uma variabilidade no env de 4,3% segundo
TAKAHASHI e colaboradores, 1993.

No Brasil, a maioria dos estudos relacionados a caracterizacdo molecular do
HTLV-1 sdo conduzidos com pacientes que apresentam ATL e HAM/TSP e com
doadores de sangue assintomaticos. Estudos em relacdo ao HTLV-1 em pacientes
coinfectados pelo HIV sao limitados, porém tem sido descrito que o principal subtipo
que circula nesses individuos é o HTLV-1a (YAMASHITA et al., 1999; LAURENTINO
et al., 2005; ALCANTARA et al., 2006; KASHIMA et al., 2006; REGO et al., 2010).
Os trabalhos relacionados a caracterizacdo molecular do HTLV-2 sdo conduzidos
principalmente com populac¢des de amerindios e UDEV (CATERINO-DE-ARAUJO et
al., 2000; SHINDO et al.,, 2002; ISHAK et al., 2003; ALCANTARA et al., 2003;
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RENNER et al., 2006; NOVOA et al., 2007).

Recentemente, foram descritas muta¢des pontuais nos TRE-1 e TRE-2 na
regido LTR 5" do HTLV-1 (NETO et al., 2011; MAGRI et al., 2012c). Estas regides
sao sitios de interacdo da proteina Tax e sua integridade se faz importante para a
proliferacéo viral (FELBER et al., 1985; NYBORG et al., 1988).

O gene tax do HTLV-1/2 pode divergir entre os isolados por diferencas de
nucleotideos e tamanho da proteina Tax codificada, portanto, esta regido pode ser
atil para analises moleculares e epidemioldgicas. O gene tax de HTLV-1 foi
classificado em dois gendtipos, taxA e taxB. Houve uma tentativa de se associar
genatipo de tax e doenca clinica, mas os resultados sédo controversos (FURUKAWA
et al., 2000; CASSEB et al., 2006). Os genotipos taxA e taxB do HTLV-1 parecem
ser mais relacionados com regido geogréafica. Trabalhos conduzidos no Brasil
mostram a presenca da taxA e uma assinatura molecular com cinco substituicdes de
nucleotideos: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T, e G8231A em relacdo ao
protétipo internacional ATK (KASHIMA et al., 2006; CASSEB et al., 2006).

A proteina Tax do HTLV-1 é o antigeno alvo dominante para a resposta de
linfécitos T citotdxicos e tem a capacidade de ativar genes de citocinas levando ao
processo inflamatério (KANNAGI et al., 1992; HIGUCHI & FUJII, 2009). Na ATL, a
Tax, leva a leucogenese e imortalizacao de linfocitos T in vitro (BOXUS et al., 2008).
Porém, a expressdo do gene tax nem sempre € encontrada nas células de ATL
(TAKEDA et al., 2004). Alguns investigadores mostraram que a diversidade genética
da tax do HTLV-1 € maior em portadores assintomaticos do que nos pacientes com
HAM/TSP (INIGUEZ et al., 2010). Outros acreditam que o aumento da expresséo da
Tax pode ser mais relevante na progressdo da HAM/TSP do que a carga proviral,
isto implica na adequacéo de terapia que deveria ser realizada para reduzir a
expressdo da proteina Tax em vez da reducdo da carga proviral (ASQUITH et al.,
2005).

A hipotese de que a diferenca na patogénese do HTLV-1 e do HTLV-2 é
atribuida somente as propriedades da proteina Tax pode ser questionavel. Acredita-
se gue ao contrario das proteinas virais Tax-1 e Tax-2, tanto o HBZ quanto a APH-2
sdo expressos de forma constitutiva nas células infectadas, portanto, podendo
desempenhar papéis importantes na patogénese destes virus (MARBAN et al.,
2012). Estudos recentes mostram que o gene HBZ tem papel na proliferacdo
maligna de células na ATL (HIGUCHI & FUJII, 2009). Isso pode ser correlacionado
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com o aumento da patogénese do HTLV-1 (MATSUOKA & JEANG, 2007). Em
relacdo ao potencial patogénico do HTLV-2, foi demonstrado, recentemente, que a
APH-2 atua como um inibidor da ativacdo mediada pela Tax-2 e ndo promove a
proliferacéo das células (DOUCERON et al., 2012; MARBAN et al., 2012).

O gene tax do HTLV-2 pode divergir entre os isolados por diferencas de
nucleotideos e tamanho da proteina Tax codificada, que é classificada em quatro
genotipos Tax-2a (331 aa), Tax-2b (356 aa), Tax-2c (356 aa) e Tax-2d (344 aa),
associados com subpopulacfes especificas e com regido geografica, assim como 0s
quatro subtipos virais do HTLV-2 (LEWIS et al., 2002; MAGRI et al., 2013). No Brasil,
um unico subtipo do HTLV-2 foi detectado entre os UDEV e amerindios; este subtipo
possui uma proteina Tax transativadora longa semelhante ao HTLV-2b, e as regifes
genomicas do LTR e env semelhantes ao HTLV-2a. Por isso, este subtipo do HTLV-
2 foi tentativamente denominado HTLV-2c (ISHAK et al., 2003). Porém, sequéncias
completas de nucleotideos de varios genomas demonstraram que as cepas
brasileiras do HTLV-2 s&o variantes moleculares do subtipo HTLV-2a (LEWIS et al.,
2000; SHINDO et al., 2002; COVAS & KASHIMA, 2003). O subtipo HTLV-2b,
embora endémico em amerindios da América Central, Coldmbia, Venezuela, Chile e
Argentina, s6 recentemente foi detectado no Brasil entre doadores de sangue da
regido sul (RENNER et al., 2006), e em UDEV infectados com HIV do sudeste
(NOVOA et al., 2007).

1.8 Coinfeccao HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-2

Pelo fato do Brasil ser considerado o pais com o maior nimero absoluto de
individuos infectados pelos HTLV-1/2 (CATALAN-SOARES et al., 2005; PROIETTI,
2010), e ser considerado epidémico para o HIV/Aids, com uma taxa de prevaléncia
de 0,3 - 0,6% (UNAIDS, 2010), e por esses virus, HIV e HTLV-1/2, compartilharem
as mesmas vias de transmissao viral (LOPES & PROIETTI, 2008), um nuamero
elevado de individuos coinfectados pelo HIV/HTLV-1/2 tém sido descrito no Brasil.
No estado da Bahia, considerado area endémica para a infeccdo pelo HTLV-1 com
uma prevaléncia de 1,8% na populacdo em geral (DOURADO et al.,, 2003), a
prevaléncia do HTLV-1/2 em pacientes infectados pelo HIV foi estimada em 21,1%
(BRITES et al., 2011), e no norte do estado do Parana, em 6,4% (MORIMOTO et al.,

2005). Estudo conduzido no estado de S&o Paulo encontrou prevaléncia de infec¢ao
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pelos HTLV1/2 de 1,5% em individuos com HIV-assintomaticos e de 14% em
pacientes com HIV/Aids (CASSEB et al., 1997).

Acredita-se que a coinfeccdo com o HIV pode alterar o curso das doencas
associadas (BEILKE, 2012). Especula-se que a infeccao pelo HTLV-1 talvez facilite
a infecgéo pelo HIV e, também, que ambos os retrovirus poderiam infectar a mesma
célula, e o resultado disso poderia ser prejudicial para o sistema imune, levando a
uma progressao mais rapida para a Aids. Até 0 momento, alguns estudos relataram
maior nimero de células T CD4+ em pacientes coinfectados, e indicam que tal fato
pode induzir o erro de alguns médicos na escolha do momento mais adequado para
iniciar a terapia antirretroviral ou mesmo na profilaxia de infeccdes oportunistas
(SCHECHTER et al., 1994; BRITES et al., 2001; COLLINS et al., 2009). Em relacao
a coinfeccdo HIV/HTLV-2 nenhuma evidéncia mostrou que pode haver uma rapida
progressdo para a Aids, pelo contrario, essa coinfeccao pode gerar alguns efeitos
protetores com base em estudos in vitro (BRITES et al.,, 2009; BARRIOS et al.,
2013). Pode ocorrer uma evolucdo lenta para Aids, provavelmente devido a
producdo de quimiocinas que interferem com os correceptores CCR5, obstruindo a
entrada do HIV na célula (BEILKE et al., 2004; BAGHERI et al., 2008; CATERINO-
DE-ARAUJO, 2009; BARRIOS et al., 2013). Recentemente foi demonstrada maior
capacidade da Tax-2 em comparacdo com a Tax-1 de inibir a replicacéo viral do
HIV-1 in vitro (BARRIOS et al., 2013). Porém, existem estudos que relataram
manifestacbes neurolégicas e linfoproliferativas, na coinfeccdo HIV/HTLV-2, em
UDEV (DOONEIEF et al., 1996).
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2 JUSTIFICATIVA

Pelo exposto, verifica-se que existem lacunas no conhecimento relacionado
aos aspectos epidemiologicos das infec¢des pelos HTLV-1 e HTLV-2 no Brasil. Além
disso, as consequencias da coinfeccdo HIV/HTLV-1/2 no curso clinico das doencas
associadas ainda séo controversas, e a influéncia das caracteristicas moleculares de
ambos os virus na evolucéao clinica do individuo coinfectado é desconhecida.

Faz-ze importante um maior entendimento das caracteristicas moleculares e
epidemioldgicas associadas a infec¢ao pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2 para estabelecer
quais subtipos circulam na populacdo coinfectada pelo HIV-1 e para buscar por
mutacfes e assinaturas moleculares dos virus que circulam no Brasil. Desta forma
poder-se-a debater sobre rotas e vias de dissimina¢do desses virus no pais.

Portanto, o presente estudo foi conduzido para adicionar informacdes sobre
os isolados de HTLV-1 e de HTLV-2 que circulam em pacientes coinfectados pelo
HIV-1 das regides sul e sudeste do Brasil, incluindo a analise molecular de trés
regides do genoma proviral: LTR, env e tax. Este estudo se justifica ainda pelo fato
do Brasil ser o pais com maior nimero de individuos infectados pelos HTLV-1/2 no

mundo e por ter um numero elevado de individuos infectados pelo HIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

¢ Realizar estudo de epidemiologia molecular de HTLV-1 e HTLV-2 em pacientes

coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido e de Séao Paulo.

3.2 Objetivos especificos

e Sequenciar as regides LTR, env e tax do genoma proviral do HTLV-1 e do HTLV-
2 de amostras de sangue obtidas de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido e de Sao Paulo.

e Determinar os subtipos virais usando ferramentas disponiveis na internet.

e Realizar andlises filogenéticas, a fim de confirmar os subtipos que circulam
nessas regides geograficas, analisar a presenca de clusters e de possiveis

relacfes evolutivas.

e Buscar presenca de mutacdes no genoma proviral do HTLV-1 e do HTLV-2.

e Realizar analises de similaridade genética entre as sequéncias obtidas e

compara-las com os prototipos internacionais.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

As amostras de DNA analisadas no presente estudo foram de conveniéncia,
obtidas de estudo anterior, onde dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais dos
pacientes eram conhecidos (MORIMOTO, 2003) e amostras de rotina diagnéstica de
infeccdo por HTLV-1/2 onde apenas dados sobre idade, sexo e local de
encaminhamento da amostra eram conhecidos. Todas estas amostras de DNA
foram extraidas a partir de células do sangue periférico para a realizacdo de
pesquisa de segmentos do genoma proviral do HTLV-1 e 2.

O estudo compreendeu 34 amostras de DNA obtidas de pacientes infectados
pelo HIV-1/Aids, sendo 23 homens e 11 mulheres, faixa etaria 23 a 56 anos (média
de 36,1 anos), provenientes de Centros de Referéncia e Treinamento em Aids de
Londrina e regido (designadas BRLO) e que resultaram coinfectadas pelo HTLV-1
(sete casos) e HTLV-2 (28 casos). Um caso é triplo infectado: HIV/HTLV-1/HTLV-2.

Ainda, foram analisadas 20 amostras de DNA de pacientes infectados pelo
HIV-1/Aids, sendo 11 homens e nove mulheres, faixa etaria 27 a 62 anos (média de
41,1 anos), provenientes de Centros de Referéncia e Treinamento em Aids de S&o
Paulo (designadas BRSP), da rotina diagnéstica de infec¢do pelo HTLV do Centro
de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de S&do Paulo (IAL), (10 casos de infeccao por
HTLV-1 e 10 casos de infec¢ao por HTLV-2).

As caracteristicas dos 54 pacientes infectados pelo HIV-1/Aids coinfectados
pelo HTLV-1 e/ou HTLV-2, assintomaticos para infeccdo por HTLV-1, cujos DNA

foram analisados no presente estudo sédo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados epidemiologicos obtidos dos 54 pacientes infectados pelo HIV-
1/Aids e coinfectados pelo HTLV-1 e pelo HTLV-2, provenientes de Centros de

Referéncia e Treinamento em Aids do estado do Parana e do estado de Sao Paulo,

Brasil.
Cddigo do Idade Localidade Comportamento de
paciente e (anos) (cidade — estado) risco
HTLV-1
BRLO14-02 M 39 Londrina— PR Sexual
BRLO15-02 M 34 Londrina— PR UDEV
BRLO30-02 F 44 Londrina - PR Sexual
BRLO34-02 M 23 Londrina— PR Hemofilico
BRLO37-02+ M 46 Londrina- PR Sexual + UDEV
BRLO47-02 M 34 Londrina— PR UDEV
BRLO48-02 M 42 Londrina - PR Sexual + UDEV
BRSP134-08 M 45 s&o0 Paulo — SP Desconhecido
BRSP145-08 M 50 s&o0 Paulo - SP Desconhecido
BRSP206-08  F 42 s&0 Paulo — SP Desconhecido
BRSP232-08 F 56 s&0 Paulo - SP Desconhecido
BRSP42-09 F 55 Jundiai — SP Desconhecido
BRSP205-09  F 27 S50 Paulo — SP Desconhecido
BRSP320-09 F 51 S50 Paulo - SP Desconhecido
BRSP414-09 M 62 jundiai — SP Desconhecido
BRSP425-09 F S7 Séo Paulo — SP Desconhecido
BRSP01-10 F 32 Séo Paulo — SP Desconhecido
HTLV-2
BRLO02-02 F 26 Londrina — PR UDEV
BRLOO03-02 F 39  Londrina—-PR Sexual
BRLO05-02 M 56 Londrina — PR UDEV
BRLOO7-02 M 41 Londrina — PR UDEV
BRLO09-02 M 30  Londrina—-PR UDEV
BRLO10-02 M 45 Londrina — PR Sexual
BRLO11-02 M 35  Londrina—-PR UDEV
BRLO12-02 F 33 Londrina—PR UDEV
BRLO18-02 F 29  Londrina—-PR Sexual
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HTLV-2

BRLO19-02 M 34 Londrina — PR UDEV
BRLO21-02 F 30 Londrina — PR Sexual
BRLO22-02 M 46 Londrina — PR Sexual
BRLO23-02 F 39 Londrina — PR Sexual
BRLO24-02 M 37 Londrina — PR Sexual
BRLO25-02 F 33 Londrina — PR UDEV
BRLO26-02 M 37  Londrina-PR UDEV
BRLO27-02 F 31 Londrina — PR Sexual
BRLO28-02 M 42 Londrina — PR Sexual + UDEV
BRLO29-02 F 34 Londrina — PR Acidente de trabalho
BRLO31-02 M 29 Londrina — PR UDEV
BRLO32-02 M 34 Londrina — PR UDEV
BRLO35-02 M 34 Londrina — PR UDEV
BRLO37-02+ M 46 Londrina - PR Sexual + UDEV
BRLO38-02 F 27 Londrina — PR Sexual
BRLO39-02 M 32 Londrina — PR UDEV
BRLO43-02 M 34 Londrina — PR UDEV
BRLO45-02 M 45 Londrina — PR Sexual
BRLO49-02 M 35 Londrina — PR Sexual + Transfuséo
BRSP91-08 M 47  Sao Paulo - SP Desconhecido
BRSP111-08 M 42 Séo Paulo — SP Desconhecido
BRSP160-08 M 46 Sé&o Paulo — SP Desconhecido
BRSP171-08 F 33  Jundiai — SP Desconhecido
BRSP172-08 M 46 Jundiai — SP Desconhecido
BRSP239-08 M 52  S&o Paulo — SP Desconhecido
BRSP319-08 F 47 Séo Paulo — SP Desconhecido
BRSP348-08 M 35  Jundiai — SP Desconhecido
BRSP84-09 M 36  Jundiai — SP Desconhecido
BRSP130-09 M 29  Jundiai — SP Desconhecido

* Paciente triplo infectado: HIV/HTLV-1/HTLV-2.
Legenda: M — masculino; F — feminino; SP — Sdo Paulo; PR — Parana; UDEYV - uso

de drogas endovenosas.
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Além disto, quatro sequéncias da regido LTR do HTLV-2, obtidas no ano de
1994 por sequenciamento manual, provenientes de pacientes coinfectados pelo
HIV/Aids do Instituto de Infectologia Emilio Ribas de S&o Paulo, sendo trés homens
e uma mulher, foram usadas na construcdo de arvores filogenéticas junto as de

Londrina e regido e aos protétipos internacionais.

4.1.1 Metodologia de estudo

Estudo de corte transversal com amostras de DNA de conveniéncia.

A participacdo de todos os individuos de Londrina e regido foi voluntaria. O
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e o questionario (contendo dados
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais) foram obtidos durante a dissertacdo de
mestrado de Helena Kaminami Morimoto, ex-aluna do Programa de Pds-Graduacao
em Farmécia, Area de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo (projeto 148 do CEP da FCF/USP, em 2002).
Constava no projeto inicial também esta etapa de trabalho e foi autorizada a
utilizacdo desse material biolégico (DNA) que estava estocado no Centro de
Imunologia do IAL (Anexo A). No periodo descrito acima, para a totalidade dos
pacientes, foi fornecida a explicacdo sobre o objetivo da pesquisa e foi obtida a
assinatura do TCLE. Foi também informado que ele poderia participar, recusar ou
abandonar a pesquisa em qualguer momento, sem qualquer prejuizo ao seu
tratamento.

A casuistica de S&o Paulo foi composta por amostras de conveniéncia,

selecionadas seguindo os critérios de inclusdo citados abaixo.

Critérios de incluséo:

a. Amostras de DNA da rotina diagnostica de infeccdo pelo HTLV do Centro de
Imunologia do IAL, na cidade de S&o Paulo;

b. Infecc@o pelo virus linfotropicos de células T humanas do tipo 1 ou 2 (HTLV-1 ou
HTLV-2), definida pela presenca de anticorpos especificos detectados pelo ensaio
imunoenzimético e confirmado pelo Western-Blot;

c. DNA extraido para a realizagdo de teste confirmatorio de presenca de segmento
do genoma proviral pol de HTLV-1 ou HTLV-2 pela PCR em tempo real, no periodo

de 2008 a 2010 e armazenado no Centro de Imunologia do IAL;
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d. Infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), definida pela informacéo
obtida da ficha de requisicédo do exame de pesquisa de infec¢do por HTLV;,

e. Quantidade minima do DNA para realizacédo dos ensaios de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (50 uL).

Dados epidemiol6gicos, como sexo, idade e local de origem do paciente,
foram obtidos da ficha de requisicdo do exame de pesquisa de infeccdo por HTLV.
Os pacientes foram informados quanto a sua condicdo HTLV, foram
atendidos/tratados nas Unidades de Saude solicitantes dos exames e sabiam da
coleta de sangue para os testes confirmatérios, sorolégico e molecular.

Foi mantido sigilo sobre a identidade de todos os individuos do estudo, que

foram identificados por nimeros.

4.1.2 Aspectos éticos

Houve aprovacéo do projeto pelos Comités Técnico Cientifico e de Etica das

Instituicbes envolvidas (Anexos B, C, D e E).

4.2 Material

4.2.1 Amostras

Todas as amostras do estudo estavam estocadas no Centro de Imunologia do
IAL de Sao Paulo, sob a guarda da Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo em freezer
-70°C.

Os DNA foram extraidos de leucdcitos do sangue periférico usando o kit
PureLinkTM Genomic DNA (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),

segundo as instrugdes do fabricante.
4.2.2 Material necessario
O projeto foi parcialmente financiado pelo CNPq, Edital Universal, Processo #

481040/2007-2, e a parte experimental conduzida no Laboratorio de Retrovirus do

Centro de Virologia do IAL. Foram respeitadas todas as normas de biosseguranca e
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de qualidade em técnicas de biologia molecular necessarias para a manipulagéo de
todo o material utilizado nesse trabalho, inclusive na utilizacdo das salas de pré e

pos-amplificacdo de DNA.

4.3 Métodos

4.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e nested-PCR (n-PCR)

As misturas de reacéo para as PCR e n-PCR utilizaram o mesmo tampéao 10x
concentrado (Tris-HCI pH 8.8) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), MgCl, na
concentracdo de 50 mM (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), dNTP
(desoxirribonucleotideos fosfatados) na concentracdo de 10 mM (Invitrogen - Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), primers (ou iniciadores) na concentracao de 10
pmol/uL (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), Tag DNA polimerase
na concentracédo de 5 U/uL (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), e agua ultra pura
(Gibco, Gaithersburg, MD, USA). A quantidade de cada reagente variou conforme o
protocolo. Nas PCR foram empregados de 2,5 a 5 uL de DNA alvo e nas n-PCR, 5
pL do produto amplificado na primeira PCR. As misturas de reacdo foram
submetidas, em termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), a desnaturacao inicial por 4 ou 5 min a 94 ou 95°C e extensao
final a 72°C. A temperatura de pareamento dos primers variou de acordo com o
tamanho e a composicdo dos mesmos. Ainda, uma reacdo contendo todos os
componentes acima, porém utilizando agua ultra pura ao invés do DNA, foi incluida
em todas as reacdes como controle negativo. Aléem disso, algumas amostras tiveram
todos os ensaios repetidos, a fim de confirmar os resultados obtidos e garantir a sua
gualidade.

Os protocolos utilizados nas PCR e n-PCR foram selecionados da literatura e
sofreram pequenas adaptacdes e otimizagbes. Para a otimizacdo dos primers
selecionados, cada um foi alinhando com sequéncias de referéncia e cada
nucleotideo foi conferido. Para o HTLV-1 foram usadas a sequéncia do protétipo
internacional ATK (numero de acesso no Genbank: J02029) e duas sequéncias com
genoma completo de HTLV-1 do Brasil (niumeros de acesso no Genbank: AY563953
e AYb63954). Ja para o HTLV-2 foram usadas a sequéncia do protétipo
internacional Mo (nimero de acesso no Genbank: M10060) e duas sequéncias com
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genoma completo de HTLV-2 do Brasil (nimeros de acesso no Genbank: AF326584
e AF139382). Quando o primer da maneira descrita do artigo original ndo funcionou
corretamente, e foi encontrada diferenca de nucleotideo entre o primer e as
sequéncias comparadas, o primer foi ajustado, em alguns casos, corrigido por uma
base degenerada. As bases degeneradas, também conhecidas como bases mistas,
podem ser introduzidas em qualquer posicdo na sequéncia de um primer. Por
exemplo, uma base de composi¢cdo mista em uma unica posicado pode incluir todas
as guatro bases (N), bases C ou T (Y), bases A ou G (R), etc. Existem 11
combinacdes possiveis de duas, tres ou quatro bases e, portanto uma nomenclatura
universal foi estabelecida e se encontra descrita no Anexo F.

Ainda, alguns protocolos sofreram trocas de reagentes; eles foram otimizados
com o uso da GoTaqg Colorless Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) para maior
estabilidade. Foram ajustadas também as condi¢cdes de ciclagem: as temperaturas
ideais dos primers foram calculadas usando a ferramenta Oligo Calculator disponivel
no site da Universidade de Pittsburgh (www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.htmL), e
temperaturas proximas das fornecidas por essa ferramenta foram utilizadas na
otimizacdo. As condi¢cOes ideais de ciclagem foram definidas pela observagcao da
banda mais nitida e forte no gel de agarose.

Os primers e sua posi¢ao na linhagem ATK e Mo, bem como o nimero de
ciclos, o tempo de cada etapa de amplificacdo, e o tamanho do produto obtido se

encontram descritos nas tabelas a seguir.
4.3.1.1 HTLV-1-LTR
As Tabelas 2 e 3 mostram os protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR

adaptados para regiao LTR do HTLV-1, com base na descricdo de LAURENTINO et

al., 2005. Foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar os 17 isolados.
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Tabela 2. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido LTR para
deteccdo de DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido (sul) e de S&do Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posicéo?

PCR LTR" LTR-1.01 Forward TGA CAATGA CCATGA GCC CCA (20 pb) 2343
LTR-1.02 Reverse =~ CGC GGA ATA GGG CTA GCG CT (20 pb) 963-844

n-PCR LTR"¢ LTR-1.03 Forward GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA (20 pb) 57-76
LTR-1.04 Reverse GCC TAG GGA ATA AAG GGG CG (20 pb) 821-802

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo ATK
(linhagem celular infectada pelo HTLV-1; nimero de acesso no GenBank é J02029).pb: pares
de bases.

® adaptado de LAURENTINO et al., 2005.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

Tabela 3. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido LTR para a deteccéo
de DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

. o HTLV-1-LTR?
Condicdes da reacéo

PCR n-PCR
Reagentes
Tris-HCI Tampdo 10X 5 ul 5 uL
MgCl, 50 mM 2,5uL 2,5uL
dNTP 10 mM 1ulL 1uL
Tag DNA polimerase 5 U/pul 0.5uL 0,5puL
Primer Forward 10 pmol/uL 1uL lulL
Primer Reverse 10 pmol/uL luL lpL
H,O 34 uL 34 uL
DNA input 5uL SulL
Volume final 50 uL 50 pL
94° C—4 min
94° C—1min
35ciclos | 57° C -1 min
Condicdes de ciclagem 79° C — 2 min
72° C -7 min
8°C-w

#adaptado de LAURENTINO et al., 2005.
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4.3.1.2 HTLV-1 - env

As Tabelas 4 e 5 descrevem os protocolos adaptados para regiao env do
HTLV-1, com base na descricdo de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000. Com eles,

foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 16 isolados.

Tabela 4. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para
deteccdo de DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de
Londrina e regiéo (sul) e de S&o Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posic¢éo?
PCR env” D498 Forward ATG GGT AAG TTT CTB GCC (18 pb) 5202-5219
D500 Reverse TTA CAG GGA TGA CTB AGG (18 pb) 6668-6651
n-PCR env"* LUI 7 Forward CCG TCT CCAGYC CMT MCT GGA (21 pb) 5547-5567
LUI 8 Reverse CCTCGTCTRTTY TGG GCW GCA (21 ph)  6309-6289

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo ATK
(linhagem celular infectada pelo HTLV-1; nimero de acesso no GenBank é J02029).pb: pares

de bases.

badaptado de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000.
¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

Em evidéncia as bases degeneradas.



47

Tabela 5. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para a deteccéo
de DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

Condicoes da reacao HTLV-1-env
£ . PCR n-PCR
Reagentes
Tris-HCI Tampdo 10X 5 uL 5 uL
MgCl, 50 mM 1,5uL 1,5 uL
dNTP 10 mM 1ul 1uL
Tag DNA polimerase 5 U/l 0,5 uL 0,5 uL
Primer Forward 10 pmol/uL luL 1puL
Primer Reverse 10 pmol/uL 1ulL 1uL
H,0 35uL 35uL
DNA input 5puL SpuL
Volume final 50 uL 50 pL
95° C -5 min
95°C—1min
L ] 35ciclos | 55°C -2 min
Condigdes de ciclagem 790 C — 3 min
72°C—7min
8°C-m

®adaptado de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000.

4.3.1.3 HTLV-1 - tax

As Tabelas 6 e 7 mostram os protocolos adaptados para regidao tax do HTLV-
1, com base em descricdo de FURUKAWA et al., 2000. Foi possivel amplificar por
PCR e n-PCR e sequenciar 13 isolados, sendo cinco de Londrina e regido e oito de

Sé&o Paulo. A Tabela 8 descreve os primers utilizados no sequenciamento.
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Tabela 6. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido tax para

deteccdo de DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido (sul) e de S&do Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posicéo?
PCR tax” PXO1 Forward TCG AAACARCCCTRCAGATA (20pb)  7280-7299
PXO2 Reverse TGA GCT TAT GAT TTG TCT TCA (21 pb)  8470-8490
n-PCR tax® PXI11 Forward ATA CAA AGT TAACCATGCTT (20 pb) 7297-7316
PXI3 Reverse AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT (20 pb) 8397-8416

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo ATK

(linhagem celular infectada pelo HTLV-1; ndmero de acesso no GenBank é J02029). pb:

pares de bases.

® Adaptado de FURUKAWA et al., 2000.
Em evidéncia as bases degeneradas.

Tabela 7. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido tax para a deteccao de

DNA proviral do HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido

(sul) e de Séo Paulo (sudeste).

Condicies da reacs HTLV-1 - tax®
ondicdes da reagéo PCR 1-PCR
Reagentes
GoTagq Colorless Master Mix 2X 12,5 pL 25 uL
Primer Forward 10 pmol/uL 1uL 15ul
Primer Reverse 10 pmol/uL 1uL 15ul
H.O 8 uL 17 puL
DNA input 2,5uL SuL
Volume final 25 uL 50 uL
94° C—-5min 94° C—5min
94° C —1min 94° C —1min

35 ciclos

Condicdes de ciclagem

58° C—1min 15 seg 20 ciclos
72° C -1 min 30 seg
72° C—10 min

8°C -

58° C — 1 min 15 seg
72° C — 1 min 30 seg
72° C —10 min
8°C-w

@ Adaptado de FURUKAWA et al., 2000.
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Tabela 8. Primers utilizados no sequenciamento da regido tax de DNA proviral do
HTLV-1 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido (sul) e de Sao

Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular  Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posicéo?
Sequenciamento PXI1 Forward® ATA CAA AGT TAACCATGC TT (20 pb) 7297-7316
tax” PXI12 Forward GGC CAT GCG CAA ATA CTC CC (20 pb) 7641-7660
PXI13 Forward TTC CGT TCC ACT CAA CCC TC (20 pb) 8024-8043
PXI1 Reverse GGG TTC CAT GTATCC ATT TC (20 pb) 7667-7686
PXI2 Reverse GTC CAA ATA AGG CCT GGA GT (20 ph) 8047-8066
PXI3 Reverse* AGA CGT CAG AGC CTT AGT CT (20 pb) 8397-8416

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo ATK
(linhagem celular infectada pelo HTLV-1; nimero de acesso no GenBank é J02029). pb:
pares de bases.

® Adaptado de FURUKAWA et al., 2000.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

4.3.1.4 HTLV-2 - LTR

Os protocolos estabelecidos para a regido LTR do genoma proviral do HTLV-
2 foram baseados em protocolo previamente descrito (MORIMOTO et al., 2007).
Com eles foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 23 isolados. A
Tabela 9 e a Tabela 10 descrevem o0s protocolos adaptados para regido LTR do
HTLV-2.
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Tabela 9. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido LTR para

deteccdo de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido (sul) e de S&do Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular ~ Primer Sequéncia 5° — 3’ e tamanho do produto Posicao®

PCR LTR" VvS1 Forward CAG GGC GAG TCA TCG ACC CAA AAG (24 pb) 3558
VS2 Reverse GAA GAC AAT GCT CCT AGG GCG GGC (24 pb)  746-724

n-PCR LTRP® VS3 Forward ACC GTC TCA CAC AAACAATCC C (22 pb) 64-85
VS4 Reverse GCG GGC CTG CCT ATA GCG ATG (21 pb) 729-709

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com

0 protoétipo Mo

(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; numero de acesso no GenBank é M10060).pb:

pares de bases.

® adaptado de MORIMOTO et al.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

, 2007.

Tabela 10. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido LTR para a deteccéo

de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

Condigdes da reagéo AITEYAA - (VTR
¢ ¢ PCR n-PCR
Reagentes
Tris-HCI Tampéo 10X 5 uL SuL
MgCl, 50 mM 2,5 ul 2,5uL
dNTP 10 mM 1uL 1uL
Tagq DNA polimerase 5 U/ul 0.5 uL 0,5 uL
Primer Forward 10 pmol/uL 1L 1ul
Primer Reverse 10 pmol/uL 1pL 1pL
H,O 34 uL 34 uL
DNA input 5uL 5uL
Volume final 50 uL 50 pL
95° C—-5min 95° C—5min
95° C—1min 95° C -1 min
o _ 35ciclos | 66° C—1min 30 ciclos | 64° C —1 min
Condicdes de ciclagem 72° C — 30 seg 72 C — 1 min
72°C—7min 72° C -7 min
8°C - o0 8°C-w
#adaptado de MORIMOTO et al., 2007.
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4.3.1.5 HTLV-2 - env

Os protocolos estabelecidos para a regido env do genoma proviral do HTLV-2
foram baseados em protocolo previamente descrito (EGAN et al., 1999; SHINDO et
al., 2002; MORIMOTO et al., 2007). Com eles foi possivel amplificar por PCR e n-
PCR e sequenciar 37 isolados, sendo 27 de Londrina e regido e 10 de S&o Paulo.
Foram utilizados dois protocolos diferentes para tornar possivel o sequenciamento
de um fragmento grande da regido env do HTLV-2. As Tabelas 11 e 12 descrevem o

primeiro protocolo, enquanto as Tabelas 13 e 14 descrevem o segundo protocolo.

Tabela 11. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para
deteccdo de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de
Londrina e regiéo (sul) e de S&o Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posic&o®

PCR env® E5 Forward AGC CAAGTG TCCCTT CGACTA (21pb)  5g12-5632
E2 Reverse CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA (21 pb)  6670-6650

n-PCR env®® E3 Forward TTC TCT AAG TGC GGC TCC TC (20 ph) 5636-5655
E2 Reverse CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA (21 pb)  6670-6650

Sequenciamento GP21F1 Forward CTG CAA CAA CTC CAT TAT CCT (21pb)  6041-6060

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo Mo
(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; ndmero de acesso no GenBank é M10060).pb:
pares de bases.

badaptado de EGAN et al., 1999; SHINDO et al., 2002.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.
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Tabela 12. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para a deteccéo
de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

Condicdes da reacéo HTLV-2-env
£ . PCR n-PCR
Reagentes
GoTagq Colorless Master Mix 2X 12,5 uL 25 ul
Primer Forward 10 pmol/uL 1uL 1,5 puL
Primer Reverse 10 pmol/uL 1uL 1,5puL
H,O 8 uL 17 pL
DNA input 2,5 uL 5uL
Volume final 25 uL 50 pL
94° C—4 min
94° C—1min

30 ciclos | 56° C — 1 min
72° C -1 min 30 seg
72° C—10 min
8°C-w

Condigdes de ciclagem

#adaptado de EGAN et al., 1999; SHINDO et al., 2002.

Tabela 13. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para
deteccdo de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido (sul) e de S&do Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posic&o®

PCR env® envA Forward ATG GGT AAT GTT TTC TTC (18 pb) 5180-5197
envB Reverse TAT TAT AGC ATG GTT TCT (18 pb) 6642-6625

n-PCR env "¢ Lui7 Forward CCG TCT CCA GYC CMT MCT GGA (21 pb) 5547-5567
Lui8 Reverse CCT CGT CTRTTY TGG GCW GCA (21 pb) 6309-6289

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo Mo
(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; nimero de acesso no GenBank é M10060).pb:
pares de bases.

® adaptado de MORIMOTO et al., 2007.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

Em evidéncia as bases degeneradas.
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Tabela 14. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido env para a deteccéo
de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

Condicdes da reagéo AITEYE2 =6y
PCR n-PCR

Reagentes

GoTagq Colorless Master Mix 2X 12,5 ul 25 uL

Primer Forward 10 pmol/uL 1puL 1,5pL

Primer Reverse 10 pmol/uL 1puL 1,5pL

H.0 8 uL 17 uL

DNA input 2,5 uL 5uL

Volume final 25 uL 50 uL
94° C -4 min 94° C -4 min
94° C—1min 94° C—1min

L ] 35ciclos | 40°C —1 min 35 ciclos | 60° C —1 min

Condic0es de ciclagem 72° C — 2 min 72° C — 2 min
72° C—10 min 72° C —10 min
8°C - 8°C-w

#adaptado de MORIMOTO et al., 2007.

4.3.1.6 HTLV-2 — tax

Os protocolos estabelecidos para a regido tax do genoma proviral do HTLV-2
foram baseados em protocolo previamente descrito (EIRAKU et al., 1996). Com eles
foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 25 isolados, sendo 19 de
Londrina e regido e seis de Sao Paulo. As Tabelas 15, 16 e 17 descrevem 0s
protocolos adaptados para regiao tax do HTLV-2.
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Tabela 15. Primers utilizados nos ensaios de PCR e n-PCR da regido tax para
deteccdo de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de

Londrina e regido (sul) e de S&do Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posicéo?
PCR tax’ pX101 Forward GGC AAT CTC CTAAAATAG TCT (21 pb)  7155-7175
Px106 Reverse GGG CCG TGG TTTCAGTTCCTA (21pb)  8306-8326
n-PCR tax® pX103 Forward TTACAATCCTGT CTC CTC TCA (21 pb) 8306-8326
Px106 Reverse GGG CCGTGG TTTCAG TTCCTA (21pb)  8306-8326

% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo Mo
(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; nimero de acesso no GenBank é M10060). pb:
pares de bases.

® Adaptado de EIRAKU et al., 1996.

Tabela 16. Protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR da regido tax para a deteccgéo
de DNA proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regiao (sul) e de Sao Paulo (sudeste).

Condicg0es da reacao HTLV-2 - tax
PCR n-PCR

Reagentes
GoTaq Colorless Master Mix 2X 12,5 ul 25 uL
Primer Forward 10 pmol/uL lulL 15uL
Primer Reverse 10 pmol/uL 1uL 1,5puL
H,O 8 uL 17 pL
DNA input 2,5uL 5uL
Volume final 25 uL 50 pL

94° C—-5min

94° C — 40 seg
Condicdes de ciclagem 35ciclos | 52,57 C - 30 seg

72° C —40 seg

72° C—10 min

8°C-w

4 Adaptado de EIRAKU et al., 1996.
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Tabela 17. Primers utilizados no sequenciamento da regido tax de DNA proviral do
HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido (sul) e de Sao

Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular  Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posicéo?

Sequenciamento Px103 Forward® TTACAATCC TGT CTC CTC TCA (21 pb) 8306-8326

b
tax Px105 Forward GCT ¥TC CCC ACC CAT GAC ATG (21 pb)  7680-7603
LS1 Forward GAA TAC ACC AAC ATC CCT GTC (21pb)  8140-8160
Px102 Reverse TGT GTG TAG GAA CAT TTT GTA (21pb)  7795-7815

Px106 Reverse* GGG CCGTGG TTT CAG TTC CTA (21 pb) 8306-8326
% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo Mo

(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; numero de acesso no GenBank € M10060). pb:
pares de bases.

® Adaptado de EIRAKU et al., 1996.

¢ Primers utilizados nos ensaios de n-PCR e de sequenciamento.

Em evidéncia as bases degeneradas.

Para a recuperacdo de alguns casos de tax do HTLV-2 que resultaram
positivos na n-PCR, mas que geraram sequéncias ruins onde nao foi possivel a
edicao, foi repetido o sequenciamento com o0s primers descritos na Tabela 17 e

usando trés primers adicionais descritos a seguir (Tabela 18).

Tabela 18. Primers adicionais utilizados no sequenciamento da regido tax de DNA
proviral do HTLV-2 de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido (sul) e

de Sao Paulo (sudeste).

Ensaio Molecular Primer Sequéncia 5’ — 3’ e tamanho do produto Posi¢éo?

Sequenciamento Px107 Forward ACC CCATGT CAT ATT CTG CCA (21pb) ~ 7713-7733
b

tax Px108 Reverse AGC CTT TAC TTG GGA TTG TTT (21 pb) 8265-8285

Px104 Reverse AAG TTC TTC TAATCG TTT TAG (21 ph) 7771-7791
% Posicdo dos nucleotideos dos primers fornecida pelo alinhamento com o protétipo Mo

(linhagem celular infectada pelo HTLV-2; numero de acesso no GenBank ¢ M10060). pb:
pares de bases.
® Adaptado de EIRAKU et al., 1996.
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4.3.2 Tipagem e subtipagem viral por RFLP (polimorfismo de tamanho de
fragmento de restricdo) pararegidao LTR do HTLV-2

Usando um sistema de classificacdo que acomoda sitios de restricdo descrito
por SWITZER e por EIRAKU (SWITZER et al., 1995; EIRAKU et al., 1995), foram
empregadas sete enzimas na andlise da regido LTR do HTLV-2 por RFLP (Dra II,
Ban Il, Ava ll, Sau |, Bgl I, Sac Il, e Sma I). A n-PCR foi usada para amplificar 666pb
da regido LTR (nt. 64-729) (MORIMOTO et al., 2007), e os produtos obtidos foram
submetidos a RFLP (MORIMOTO, 2003) e ao sequenciamento como forma
comparativa.

Para a avaliacdo das sequéncias, mapas de predicdo de endonuclease foram
construidos usando as ferramentas Sequencher 4.7 e NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) e foram comparados com os padrdes de
gel na RFLP, procurando por subgrupos de HTLV-2a e correlacionando com fatores

de risco para transmissao/aquisi¢cao do HTLV.

4.3.3 Deteccéo e purificagcao de produtos da PCR para sequenciamento

ApoOs a realizacdo da n-PCR, os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 1,3% (0,9 gramas de agarose
em 70 mL de tampao TBE (Tris-Borato EDTA) 0,5x concentrado), corado com SYBR
Safe (7 uL) (Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os produtos de
amplificacdo (4 pL) e o padrédo de tamanho molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 4 pL diluido 1:10, foram
misturados ao BlueJuice Gel Loading Buffer (1 pL) (Invitrogen - Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), aplicados no gel de agarose e submetidos a uma corrente
constante de 90V por 45 min. A solugdo-tampé&o eletrolitica para o preparo do gel foi
a mesma que recobriu o gel na cuba de eletroforese (tamp&o de corrida). Os
produtos de amplificacdo de DNA foram visibilizados como bandas no gel de
agarose quando submetidos a luz ultravioleta em transluminador e
fotodocumentados.

Algumas amostras foram submetidas a um processo de purificagcéo utilizando
0 kit EXoSAP-IT® For PCR Product Clean-Up (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA),

qgue utiliza duas enzimas hidroliticas, Exonuclease | (Exo |) para digerir excesso de
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primers e DNA de fita simples estranho, e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para
degradar excesso de dNTPs provenientes da PCR. A ExoSAP-IT foi adicionada
diretamente no produto da n-PCR e incubada a 37°C por 15 min. Apés essa etapa, a
ExoSAP-IT foi inativada pelo aguecimento a 80°C por 15 min. O material purificado
foi novamente quantificado em gel de agarose e sequenciado. As sequéncias de
DNA do material purificado e do ndo purificado apresentaram a mesma qualidade, e

por isso a técnica de purificacdo deixou de ser realizada.

4.3.4 Reacao de sequenciamento

Para a reagcdo de sequenciamento foi utilizado o DNA Sequencing Kit —Big
Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — ABI Prism® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e 15 ng de DNA amplificado da n-PCR. A reacéo
foi realizada utilizando 0,5 pL de Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), 4 uL de tampdo de sequenciamento 2,5x (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA),1,6 uL de primer na concentracdo de 1 pmol/uL e agua ultra
pura (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) para um volume final de reacdo de 10 pL.
Todas as reacgdes de incorporacao de rodaminas foram realizadas em placas de 96
pocos (Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
sob as seguintes condicdes: 25 ciclos de: 96°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 6°C por 4 min.

4.3.5 Purificacédo da reacao de sequenciamento

Apbs a reacdo de sequenciamento, foram realizadas duas técnicas diferentes
de purificacdo para a retirada do excesso de dNTPs, de acordo com o sequenciador
a ser usado:

- Isopropanol 70%: 40 uL de isopropanol a 70% foram adicionados a cada poco da

placa. A placa foi centrifugada a 1.990 x g por 45 min; o isopropanol foi desprezado
por inversdo da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugacédo da placa invertida a
150 x g por 1 min. O sedimento seco foi ressuspenso com 10 L de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as amostras foram sequenciadas em
Sequenciador Automatico ABI 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).
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- Etanol/Acetado de Sodio: a mistura de 1 pL de acetado de sédio 3.0 M, pH 4.6,

mais 25 pL de etanol a 100%, foi adicionada a cada poc¢o da placa. A placa foi
homogeneizada e permaneceu por 10 min no gelo, no escuro. Entdo, a placa foi
centrifugada a 2000 x g por 20 min; o etanol/acetado de sodio foi desprezado por
inversao da placa e seguiu-se uma etapa de centrifugacao da placa invertida a 150 x
g por 1 min. Foi adicionado 75 pL de etanol a 70% e a placa foi centrifugada a 2000
X g por 5 min; o etanol a 70% foi desprezado por inversao da placa e seguiu-se uma
etapa de centrifugacdo da placa invertida a 150 x g por 1 min. O sedimento seco foi
ressuspenso com 15 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e as amostras foram sequenciadas em Sequenciador Automatico ABI 3130

Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.3.6 Anélise molecular: Edicdo, Andlise de subtipos do HTLV e Anédlises
filogenéticas

4.3.6.1 Edicéao

Os arquivos obtidos do sequenciamento, denominados de cromatogramas
contendo as informagBes da sequéncia de acidos nucléicos, foram alinhados e
editados, utilizando o programa Sequencher 4.7 (Gene Codes). As sequéncias finais
obtidas pela edicdo foram salvas em formato fasta.

Os arquivos fasta foram checados para confirmar se todas as sequéncias
eram de HTLV usando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
disponivel no website do NCBI (National Center for Biotecnology Information,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que compara cada sequéncia com todo o
banco de dados do NCBI.

4.3.6.2 Analise de subtipos do HTLV

Os arquivos fasta de HTLV-1 e HTLV-2 gerados apos a edicdo foram
avaliados pela ferramenta Genotyping disponivel no website do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) que realiza a analise
de subtipos através da comparacédo por BLAST da sequéncia genética da amostra
com cada uma das sequéncias de referéncia (ROZANOQV et al., 2004). Para analise
de subtipo do HTLV-1 baseado na regido LTR foi usada também a ferramenta LASP
HTLV-1  Subtyping disponivel no website do REGA ou BioAfrica
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(http://bioafrica.mrc.ac.za/rega-genotype/htmL/subtypinghtlv.ntmL). Com ela o
subtipo do HTLV-1 é determinado por meio da combinac&o de andlises filogenéticas
com métodos de bootscanning (DE OLIVEIRA et al., 2005; ALCANTARA et al.,
2009).

4.3.6.3 Analise filogenética

Para a realizacdo das andlises filogenéticas, os arquivos fasta gerados apoés a
edicdo, foram alinhados com um conjunto de sequéncias de HTLV disponiveis no
banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), usando a
ferramenta ClustalW Multiple-Sequence Alignment do programa BioEdit Sequence
Alignment Editor versdo 7.0.5.3 (HALL, 2001). Os alinhamentos multiplos foram
corrigidos manualmente usando o programa BioEdit.

Os algoritmos de reconstrucdo filogenética Neighbor Joining — NJ
(“aproximacéao de vizinhos”) e Maximum Likelihood - ML (Maxima Verossimilhanca)
foram utilizados para as andlises filogenéticas. O NJ é um método que identifica os
vizinhos e atribue um valor as diferencas existentes entre duas sequéncias; é
considerado eficiente e rapido. E um método de inferéncia filogenética considerado
quantitativo, as diferencas entre as sequéncias sdo tratadas como uma so variavel
(SAITOU & NEI, 1987). Ja o ML usa célculos probabilisticos para encontrar a arvore
gue melhor explica a variagdo dado o conjunto de sequéncias, € considerado o
melhor modelo de um ponto de vista tedrico, porém exige muito esforco
computacional. E um método de inferéncia filogenética considerado qualitativo, as
diferencas entre as sequéncias sdo tratadas considerando inUmeras variaveis
(FELSENSTEIN, 1981). Nao ha como pressupor ser um méetodo melhor do que o
outro, portanto os dois algoritmos foram avaliados. O método de NJ € adequado
para estudar topologia, mas para obter mais precisdo quanto ao tamanho dos ramos
deve-se considerar o ML.

As arvores de NJ e ML foram construidas baseadas em modelos apropriados
de substituicAo de nucleotideos determinados pelo Modeltest v3.7 (POSADA &
CRANDALL, 1998) , usando o programa PAUP versao 4.0.b10 (SWOFFORD, 2002).
O indice de sustentabilidade dos ramos foi testado pelo método de bootstrapping
com 1000 pseudo-réplicas. As arvores filogenéticas foram visualizadas com o
programa TreeView versdo 1.6.6 (PAGE, 1996). Valores de bootstrap acima de 65%
e zero length (usando likelihood ratio test) com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) foram
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destacados nas arvores. As arvores foram enraizadas usando um grupo externo;
para tanto ndo foi escolhido um grupo externo relacionado de forma muito distante
com 0O grupo interno, pois poderia resultar em erros topologicos e, nao foi escolhido
um grupo externo relacionado ao interno de forma muito proxima, pois dessa forma

0 grupo externo ndo seria verdadeiramente representativo.

4.3.6.4 Analise de mutacdes

Para a realizacdo da pesquisa de mutacOes foi utilizado o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor versdo 7.0.5.3, no qual as sequéncias novas e as
sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank foram alinhadas e pesquisada
presenca de mutacdes e sua frequéncia. Ainda, este programa foi utilizado para
transformar nucleotideos em aminoacidos, e para buscar alteracfes de aminoacidos.
O protétipo ATK foi usado como exemplo de subtipo para o HTLV-1a e, ele foi
isolado de células do sangue periférico de um paciente com ATL do Japéao (SEIKI et
al., 1983). Os protétipos Mo e NRA foram usados como exemplos dos subtipos de
HTLV-2a e HTLV-2b, respectivamente; o primeiro foi identificado em uma linhagem
de células T derivadas de uma variante atipica de células leucemicas do paciente
Mo e o segundo a partir de células T CD8+ de um paciente (NRA) com desordem
linfoproliferativa, ambos nos EUA (LEE et al., 1993).

4.3.6.5 Analise de similaridade de nucleotideos
Foi estimada a distancia de nucleotideos utilizando o programa MEGA4 —
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (TAMURA et al.,, 2007), dentro de um

grupo de sequéncias e/ou entre diferentes grupos.
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5 RESULTADOS

Os protocolos adaptados e otimizados estabelecidos para as regides LTR,
env e tax do genoma proviral do HTLV-1 e do HTLV-2 foram apresentados sob a
forma de tabelas na secdo Métodos assim como o numero de amostras que
puderam ser amplificadas com estes protocolos e, os resultados obtidos com as
sequéncias divididos em HTLV-1 (LTR, env e tax) e HTLV-2 (LTR, env e tax), sem

necessariamente terem sido conduzidos nessa ordem.

5.1 HTLV-1

Dezessete amostras de DNA, sendo sete de isolados de Londrina e regido, e
dez de S&o Paulo foram analisadas e designadas: BRLO14-02, BRLO15-02,
BRLO30-02, BRLO34-02, BRLO37-02, BRLO47-02, BRLO48-02, BRSP134-08,
BRSP145-08, BRSP206-08, BRSP232-08, BRSP42-09, BRSP205-09, BRSP320-09,
BRSP414-09, BRSP425-09 e BRSP01-10.

5.1.1 HTLV-1-LTR

Usando os protocolos dos ensaios de PCR e n-PCR adaptados para regiao
LTR do HTLV-1, com base na descricdo de LAURENTINO et al., 2005, foi possivel
amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar os 17 isolados com produtos de 731 pb.

Foram construidas arvores filogenéticas com um segmento de 692 pb (nt. 75-
766 em relacdo ao prototipo internacional ATK) de 59 sequéncias de LTR do HTLV-1
disponiveis na base de dados GenBank, incluindo as 17 novas sequéncias de
Londrina e regido e de S&do Paulo. O melhor modelo evolutivo determinado pelo
Modeltest v3.7 foi 0 GTR+G. As arvores filogenéticas de ML e NJ apresentaram
topologias semelhantes, agrupando os 17 isolados no subtipo cosmopolita HTLV-1a,
com valor de bootstrap de 87% e p<0,001. Além disso, todos os isolados foram
agrupados dentro do subgrupo A Transcontinental (suportado por um p<0,001) em
dois ramos da América Latina (A e B, suportado por um p<0,001 na andlise de ML)
(Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido LTR do

» HTLV-1C

HTLV-1 com

692 pb (posicdo 75-766 em relacdo ao prototipo internacional ATK) de 59 isolados,

incluindo as 17 sequéncias de Londrina e regido e de Sdo Paulo (nimero de acesso
no GenBank JF271836-JF271852) em negrito, construida usando o modelo
evolutivo GTR+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de 70% e

zero length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estao retratados nos ramos. O isolado

mel5 (HTLV-1c) foi usado como grupo externo.
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A andlise molecular das sequéncias de LTR do HTLV-1, usando o programa
MEGA4, mostrou similaridade de nucleotideos de 98,8% entre as sequéncias do
estudo, 97,4% em comparacdo com o0 prototipo internacional ATK, e 90,3% em
comparacao com o protétipo internacional mel5 (HTLV-1c). As quatro sequéncias
(BRLO15-02, BRLO30-02, BRLO34-02 e BRSP320-09) que apresentaram maior
similaridade com o ATK agruparam separadamente na arvore de LTR (p<0,001 e
bootstrap=96%; cluster B), e possuem as substituicbes de nucleotideos C386T e
T594C. Todas, exceto estas quatro sequéncias apresentaram as substituicdes de
nucleotideos T500A, A549G, G676A, T766C e T767G (cluster A), em relacdo ao
ATK, alinhadas usando a ferramenta ClustalW do programa BioEdit (MAGRI et al.,
2011, 2012, Anexos G e H).

Além disso, a presenca de mutagcdes pontuais nos TRE-1 e TRE-2 da regido
LTR do HTLV-1, recentemente descritas na literatura como associadas com o
aumento da carga proviral em individuos assintomaticos (NETO et al., 2011) foi
pesquisada em 10 sequéncias de Sao Paulo do presente estudo (niumero de acesso
no GenBank JF271843-JF271852) e mais 14 sequéncias novas de S&o Paulo
(nimero de acesso no GenBank JX280947- JX280960). Das 24 sequéncias LTR de
HTLV-1, a mutacdo G232A no TRE-1 foi detectada em 16 (66,7%) sequéncias e a
mutacdo A184G no TRE-2 em 13 (54,2%). Além disso, 13 sequéncias (54,2%)
tinham as duas mutacdes, trés (12,5%) apresentaram apenas a mutacdo G232A no
TRE-1, nenhuma tinha a mutacdo A184G no TRE-2 sozinha, e oito (33,3%) néo
tinham mutacdes (MAGRI et al., 2012c, Anexo ).

5.1.2 HTLV-1 - env

Usando os protocolos adaptados para regido env do HTLV-1, com base na
descricdo de CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2000, foi possivel amplificar por PCR e
n-PCR e sequenciar 16 isolados. Produtos de env de 705 pb foram sequenciados
(nt. 5612-6318 em relacdo ao ATK) e os resultados obtidos corroboraram os da
regido LTR, ou seja, presenca do subtipo Cosmopolita HTLV-1la. A Figura 4 é
representativa de uma amostra analisada pela ferramenta Genotyping-NCBI que

mostra seu subtipo na cor vermelha.
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Figura 4. Subtipo do HTLV-1 gerado pela ferramenta Genotyping-NCBI a partir da
sequéncia da regido env da amostra BRLO14-02. A parte superior do grafico mostra
a sequéncia do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A),

definido através da comparagcédo com banco de dados de sequéncias do NCBI.

Foram construidas arvores filogenéticas com um segmento de 705 pb de 44
sequéncias de env do HTLV-1 disponiveis em GenBank, incluindo as 15 novas
sequéncias de Londrina e regido e de Sao Paulo (o isolado BRLO37-02 ndo entrou
nessa analise pois sua sequéncia foi obtida posteriormente). O melhor modelo
evolutivo foi o HKY+i+G. As arvores filogenéticas de ML e NJ apresentaram
topologias semelhantes, agrupando os 15 isolados no subtipo HTLV-1a. Portanto, de
acordo com as ferramentas Genotyping-NCBI e analise filogenética, todos os
isolados do presente estudo, pertencem ao subtipo Cosmopolita HTLV-1a,
apresentando valor de bootstrap de 80% e p<0,001 (Figura 5) (MAGRI et al., 2011,
2012a, Anexos G e H).
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Figura 5. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regi&o env do HTLV-1 com 705

pb (posicdo 5614-6318 em relagdo ao prototipo internacional ATK) de 44 isolados,

incluindo as 15 sequéncias de Londrina e regido e de Sdo Paulo (nUmero de acesso
no GenBank HM770426-HM770440) em negrito, construida usando o modelo

evolutivo HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de 70% e

zero length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estao retratados nos ramos. O isolado

mel5 (HTLV-1c) foi usado como grupo externo.

A analise molecular das sequéncias de env do HTLV-1, usando o programa

MEGA4, revelou similaridade de nucleotideos de 99,5% entre as sequéncias
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brasileiras, 99% em comparagdo com o ATK, e 91,6% em comparagdo com O
prototipo internacional mel5 (HTLV-1c). As trés sequéncias (BRLO15-02, BRLO34-
02 e BRSP320-09) que apresentaram maior similaridade com o ATK agruparam
separadamente na arvore (p<0,001). Todas, exceto estas trés sequéncias
apresentaram as substituicdes de nucleotideos T5637G, T5730C e A6120G, em
relacdo ao ATK, alinhadas usando a ferramenta ClustalW. Seis (40%) sequéncias
apresentaram a troca de aminoacido Valina para Isoleucina, V1981l (Figura 6) e
agruparam juntas na arvore de env (BRLO48-02, BRSP145-08, BRSP205-09,
BRSP232-08, BRSP414-09 e BRSP01-10). (MAGRI et al., 2011, 2012a, Anexos F e
G)
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Figura 6. Alinhamento de aminoacidos da regido env do HTLV-1 (705 pb) usando a
ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando a substituicdo de
Valina para Isoleucina (V-1) na posi¢cdo 1981, em seis amostras do Parana (BRLO) e

de Sao Paulo (BRSP), em relagédo ao prototipo internacional Mo.

5.1.3 HTLV-1 - tax
Usando os protocolos adaptados para regido tax do HTLV-1, com base em
descricdo de FURUKAWA et al., 2000, a n-PCR gerou um fragmento de 1119 pb.
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Foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 13 isolados, sendo cinco de
Londrina e regido e oito de S&ao Paulo.

As sequéncias de tax de 1059 pb (nt. 7324-8382 em relacdo ao protétipo
ATK) quando analisadas pela ferramenta Genotyping-NCBI confirmaram que todas
pertencem ao subtipo Cosmopolita HTLV-1a. A Figura 7 mostra o resultado de uma
amostra representativa do presente estudo.
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Figura 7. Subtipo do HTLV-1 gerado pela ferramenta Genotyping-NCBI a partir da
sequéncia da regido tax da amostra BRLO14-02. A parte superior do grafico mostra
a sequéncia do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A),

definido através da comparacédo com banco de dados de sequéncias do NCBI.

Foram construidas arvores filogenéticas com um segmento de 977 pb de 49
sequéncias de tax do HTLV-1 disponiveis em GenBank, incluindo as 13 novas
sequéncias de Londrina e regido e de Sédo Paulo. O melhor modelo evolutivo foi o
TrN+G. As arvores filogenéticas de ML e NJ (Figura 8) apresentaram topologias
semelhantes, agrupando os 13 isolados no subtipo HTLV-1a. Na arvore filogenética
foi possivel observar que todas os isolados do estudo pertencem ao gendtipo taxA
agrupados em dois clusters diferentes, o cluster A e cluster B da América Latina,
surportados por valores de p<0.05 (MAGRI et al., 2012b, Anexo J).



69

g7 1 BRLO37-02 (Brazil) T N
4'—— BRLO48-02 (Brazil)
—— BRRJa107_97 (Brazil)
ArJ55-2 (Argentina)

BRRJ017_95 (Brazil)
ArJ13-1 (Argentina)
—— ArJ2-1 (Argentina)
BRSP232-08 (Brazil)
ArJ16-1 (Argentina)

—— BRSP414-09 (Brazil)

BRSP145-08 (Brazil) Latin
—— BRSP205-09 (Brazil) American
Cluster A

L BRRP283 (Brazil)

—— BRRP165 (Brazil)

BRSP134-08 (Brazil)

—— BRRJ169_00 (Brazil)

—— BRRP004 (Brazil)

& A BRRP438 (Brazil)
BRSP42-08 (Brazil)

BRLO14-02 (Brazil)

[————— BRRJ3476 (Brazil)

L— BRSP206-08 (Brazil)

ArJ11-5 (Argentina)

o 122/97 (Brazil)
_‘*l 31/98 (Brazil)
é% BRRJa156_971 (Brazil)
'é“?l— AF485380 (Spain)
AF485381 (Spain)
861 WHP (China)
htivtax5 (China)
BOI (France)
ATL150 (Japan)
—— BRLO15-02 (Brazil)
BRSP320-09 (Brazil) Latin

«+ —— BRRP050 (Brazil) American
T BRRP464 (Brazil) ClusterB
BRLO34-02 (Braail)
TSP-1 (Japan)
RKI3-Ger (Germany)
RKI2-Rum (Rumania)
HC34-13 (Japan) o
—— MT-2 (Japan)
— HC139 (Japan)
— ATL-YS (Japan) taxB
« [— HAMSO0 (Japan)
A BRRJc127_97 (Brazil)
ATK (Japan)

taxA

< EL— HTLV-1b

0.01

Figura 8. Arvore filogenética Neighbor Joining da regido tax do HTLV-1 com 977 pb

(posicdo 7378-8354 em relacdo ao protoétipo internacional ATK) de 49 isolados,
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incluindo as 13 sequéncias de Londrina e regido e de Sao Paulo (nUumero de acesso
no GenBank JN887698-JN887710) em negrito, construida usando o modelo
evolutivo TrN+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de 65% e zero
length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estdo retratados nos ramos. O isolado EL

(HTLV-1b) foi usado como grupo externo.

A analise molecular das sequéncias de tax do HTLV-1, usando o programa
MEGAA4, revelou similaridade de nucleotideos de 99,5% entre todas as sequéncias
do estudo, também quando elas foram estratificadas em dois grupos, um de
Londrina e regido e outro de S&o Paulo. A analise das sequéncias em relacdo ao
protétipo internacional ATK mostrou semelhanca de nucleotideos de 99,2%.

Quando as sequéncias da regiao tax do HTLV-1 (1059 pb) foram analisadas
quanto a presenca de mutacdes em comparacdo com o ATK, foram detectadas
substituicdes de nucleotideos nas posi¢cdes C7401T e T7914C com uma frequéncia
de 76,9% (excecdo cluster B da América Latina), e C7920T, C7982T, G8231A e
A8367C com uma frequéncia de 100% (cluster A e B da América Latina). Essas
substituices sdo apresentadas na Tabela 8 e confirmam a presenca da assinatura
molecular encontrada em isolados do Brasil. Duas substituicbes de nucleotideos
resultaram em mutacdo ndo sinbnima e, portanto, geraram mudanc¢a no aminoacido
correspondente. Foram elas as substituicées das posicbes C7982T e G8231A com
as trocas de aminoacido A2661V e S2744N (Tabela 8) (MAGRI et al., 2012b, Anexo
J).

A Tabela com todas as sequéncias de HTLV-1 do presente estudo

depositadas em Genbank encontra-se no Anexo K.
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Tabela 19. Comparacdo das sequéncias da regido tax do HTLV-1, mostrando as
substituicdes de nucleotideos, as trocas de aminoacidos e suas posi¢des nas 13
amostras provenientes das regifes Sul e Sudeste do Brasil, em relacdo ao prototipo

internacional ATK.
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5.2 HTLV-2

Trinta e oito amostras de DNA, sendo 28 de isolados de Londrina e regido, e
dez de S&o Paulo foram analisadas e designadas: BRLOO02-02, BRLOO03-02,
BRLO05-02, BRLOO07-02, BRLO09-02, BRLO10-02, BRLO11-02, BRLO12-02,
BRLO18-02, BRLO19-02, BRLO21-02, BRLO22-02, BRLO23-02, BRL0O24-02,
BRLO25-02, BRLO26-02, BRLO27-02, BRLO28-02, BRLO29-02, BRLO31-02,
BRLO32-02, BRLO35-02, BRLO37-02, BRLO38-02, BRLO39-02, BRLO43-02,
BRLO45-02, BRLO49-02, BRSP91-08, BRSP111-08, BRSP160-08, BRSP171-08,
BRSP172-08, BRSP239-08, BRSP319-08, BRSP348-08, BRSP84-09 e BRSP130-
09.

5.21 HTLV-2-LTR

Os protocolos estabelecidos para a regido LTR do genoma proviral do HTLV-
2 foram baseados em protocolo previamente descrito (MORIMOTO et al.,, 2007).
Com eles foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 23 isolados.

Produtos de 458 pb (nt. 181-638 em relacdo ao protétipo internacional Mo)
foram obtidos e sequenciados. Os 23 isolados foram classificados como subtipo
HTLV-2a. As arvores filogenéticas foram construidas primeiramente com 88
sequéncias de LTR do HTLV-2 disponiveis em GenBank, incluindo 18 novas
sequéncias, sendo 14 de Londrina e regiao (PR) e quatro sequéncias de Sao Paulo
do ano de 1994 (designadas SP17, SP281, SP305 e SP510). O melhor modelo
evolutivo foi o HKY+i+G. As arvores filogenéticas de ML (Figura 9) e NJ
apresentaram topologias semelhantes, agrupando os 18 isolados no subtipo HTLV-
2a (MAGRI et al., 2010, Anexo L).
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Figura 9. Arvore filogenética Neighbor Joining da regido LTR do HTLV-2 com 458 pb
(posicéo 181-638 em relacao ao protoétipo internacional Mo) de 88 isolados, incluindo
as 18 sequéncias de Londrina e regido (numero de acesso no GenBank GU573730-
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GU573743) e antigas de S&o Paulo em negrito, construida usando o modelo evolutivo
HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de 70% e zero length
com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estédo retratados nos ramos. O isolado Efe2 (HTLV-

2d) foi usado como grupo externo.

As similaridades entre as 18 sequéncias de Londrina e regido, e entre as
sequéncias antigas de Sao Paulo foram de 99,2% e 99,0%, respectivamente.
Andlises comparativas entre as sequéncias de nucleotideos de Londrina e regiao e
as antigas de Sao Paulo revelaram que elas estao relacionadas, com similaridade de
98,9%. Essa mesma similaridade (98,9%) foi encontrada quando as sequéncias
obtidas foram comparadas com o protétipo internacional Mo (HTLV-2a) (MAGRI et
al., 2010, Anexo L).

Essas mesmas 18 sequéncias foram analisadas em comparacdo com a
metodologia de RFLP. Os mapas de restricdo de endonucleases dos produtos
amplificados concordaram com os encontrados na RFLP. Houve quatro grupos,
denominados de: a4Br, a5Br, a6Br, e a6Br, com base nas descricbes de
CATERINO-DE-ARAUJO et al., 1997, SWITZER et al., 1995, e EIRAKU et al., 1995.

Os fragmentos encontrados estdo descritos na Tabela 20.

Tabela 20. Fragmentos (expressos em numero de nucleotideos) que resultaram da
clivagem de produto de PCR de 458 pb da regido LTR do HTLV-2 (nt. 181-638) dos

isolados de Londrina e regido (PR) e de Sao Paulo (SP).

Cddigo da Sequéncia

PR18, PR23, PR24, PR7,PR17,SP510 PR9, PR12, PR21, PR26
PR27, PR29, SP305, PR22, PR28, PR31,
PR19 SP281
Enzimas de Subgrupo
restricéo
HTLV-2a4 HTLV-2a5Br HTLV-2a6Br HTLV-2a6Br’
Avall 225/233 225/233 225/233 225/233
Drall 458 458 458 458
Banll 293/165 135/158/165 137/156/165 293/165
Avall 458 458 458 458
Bsu36l 303/155 303/155 303/155 303/155
Bgll 450/8 450/8 450/8 450/8

Smal 340/118 340/118 458 458
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Foi observada boa correlacdo entre os ramos das arvores filogenéticas

(Figura 10), os grupos da RFLP e os mapas de restricdo de endonucleases (Figura

11).
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Figura 10. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regi&o LTR do HTLV-2 com

458 pb, (posicdo 181-638 em relacdo ao prototipo internacional Mo) de 51 isolados,

incluindo as 18 sequéncias de Londrina e regido (numero de acesso no GenBank

GU573730-GU573743) e antigas de Sdo Paulo em negrito, construida usando o

modelo evolutivo HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de zero length com
p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estdo retratados nos ramos. O isolado NRA (HTLV-2b) foi
usado como grupo externo (MAGRI et al., 2010, Anexo L).
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Subgrupo HTLV-2a4Br (Samples: PR18, PR23, PR24, PR27, PR29, SP305, PR19)
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Figura 11. Mapas de restricdo enzimatica da regido LTR do HTLV-2 (nt. 181-638)

das sequéncias estudadas, usando as ferramentas Sequencher e NEBcutter.

Posteriormente, uma nova arvore agora com as sequéncias de 23 isolados foi

construida corroborando os dados preliminares (Figura 12) (MAGRI et al., 2013,

Anexo M).
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Figura 12. Arvore filogenética Neighbor Joining da regido LTR do HTLV-2 com 458
pb (posicdo 181-638 em relacdo ao prototipo internacional Mo) de 77 isolados,
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incluindo as 23 sequéncias de Londrina e regido e de Sao Paulo (nimero de acesso
no GenBank GU573730-GU573743 e JQ435902-JQ435910) em negrito, construida
usando o modelo evolutivo HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap
acima de 65% e zero length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estdo retratados nos
ramos. O isolado Efe2 (HTLV-2d) foi usado como grupo externo (MAGRI et al.,
2013, Anexo M).

5.2.2 HTLV-2 - env

Os protocolos estabelecidos para a regido env do genoma proviral do HTLV-2
foram baseados em protocolos previamente descritos por EGAN et al., 1999,
SHINDO et al., 2002 e MORIMOTO et al., 2007. Com eles foi possivel amplificar por
PCR e n-PCR e sequenciar 37 isolados, sendo 27 de Londrina e regido e 10 de Séo
Paulo.

As sequéncias de env de 1065 pb (nt. 5573-6637 em relacdo ao Mo) quando
analisadas pela ferramenta Genotyping-NCBI confirmaram que todas pertencem ao
subtipo HTLV-2a (provavelmente variante -2c) e apenas um isolado ao subtipo
HTLV-2b (MAGRI et al., 2013, Anexo M). A Figura 13 mostra o resultado de uma

amostra representativa do subtipo -2a do presente estudo.
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Figura 13. Subtipo do HTLV-2 gerado pela ferramenta Genotyping-NCBI a partir da
sequéncia da regido env da amostra BRLO03-02. A parte superior do grafico mostra
a sequéncia do presente estudo, com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A),
definido através da comparacédo com banco de dados de sequéncias do NCBI.

Foram construidas arvores filogenéticas com um segmento de 1065 pb de 50
sequéncias de env do HTLV-2 disponiveis na base de dados GenBank, incluindo 36
novas sequéncias de Londrina e regido e de Sao Paulo. O melhor modelo evolutivo
para a construgao filogenética foi o HKY+i+G. As arvores filogenéticas de ML e NJ
(Figura 14) apresentaram topologias semelhantes, agrupando 36 isolados no
subtipo HTLV-2a (provavelmente variante -2c) e apenas um isolado no subtipo
HTLV-2b (MAGRI et al., 2013, Anexo M).
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Figura 14. Arvore filogenética Neighbor Joining da regido env do HTLV-2 com 1065
pb (posicdo 5573-6637 em relacdo ao protoétipo internacional Mo) de 50 isolados,
incluindo as 37 sequéncias de Londrina e regido e de S&o Paulo (nUmero de acesso
no GenBank HM770390-HM770425 e JQ435911) em negrito, construida usando o
modelo evolutivo HKY+i+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de

70% e zero length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estédo retratados nos ramos. O
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isolado Efe (HTLV-2d) foi usado como grupo externo (MAGRI et al., 2013, Anexo
M).

A analise das sequéncias em relacdo a dados epidemiolégicos mostrou que
existe uma associacao de variantes virais e tipo de exposi¢cao ao virus e o local de
origem do paciente: UDEV (p<0,001) e com isolados de Jundiai em S&o Paulo
(bootstrap>70%, p<0,001).

A andlise molecular das sequéncias parciais de env do HTLV-2, usando o
MEGAA4, revelou uma alta similaridade de nucleotideos entre os isolados brasileiros
(99,6%) e com o protétipo Mo (99,2%), em oposicao ao protétipo NRA (HTLV-2b,
com 95,7% de similaridade).

Quanto a presenca de mutacBes, foram observadas seis trocas de
nucleotideos muito conservadas entre os isolados do estudo nas posicbes T5726C,
A5794G, T6109C, C6226T, C6379T, e A6580G, com uma frequéncia de 100%,
97,2%, 91,6%, 100%, 100% e 100% em relacdo ao protétipo internacional Mo,
respectivamente. Dessas substituicdes de nucleotideos a Unica que era uma
mutacao ndo sinbnima e, portanto, gerou mudanca no aminoacido foi a da posicao
T5726C. Quando as sequéncias foram convertidas em aminoacido observou-se a
troca S1909P (Figura 15).

Mo M100&0D PEYDPLWEITEERFTOPFET SPELVHDSDLEHVLTE 3T AWT TRILRF IQLTLOAT Y 3CMVCVDREALASWHVLY TPNIATPQOT 3SRTILFE SLAL —
BRLOOZ-02 |+ v cevvneannrnnnnnns
BRLOOZ-0Z2 T
BRLOOS-0Z2 T
EBERLOOT-0E T
EBERLOOS-0Z T
ERLO10-0Z e e e
ERLO11-0Z e e e
ERLO1Z-0Z T
EBRLO18-0Z2 T
EBRLO19-0Z2 T
BRLOZ1-02 T
BRLOZZ-02 T
BRLOZ3-02 T
BRLOZ4-02 T
BERLOZ5-0& T
BRLOZ&-0Z T
ERLOZ7-0Z e e e
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BRLO3E-0Z T
BRLO3IS-02 T
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Figura 15. Alinhamento de aminoacidos de regidao env do HTLV-2 com 1065 pb

usando a ferramenta ClustalWW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando a
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substituicdo de Serina para Prolina (S-P) na posicao 1909 em relacdo ao prototipo
internacional Mo, nas amostras de Londrina e regido (BRLO) e de S&o Paulo
(BRSP).

5.2.3 HTLV-2 —tax

Os protocolos estabelecidos para a regidao tax do genoma proviral do HTLV-2
foram baseados em protocolos previamente descritos por EIRAKU et al., 1996. Com
eles foi possivel amplificar por PCR e n-PCR e sequenciar 25 isolados, sendo 19 de
Londrina e regiéo e seis de Séo Paulo.

Sequéncias de 1068 pb (nt. 7213-8280 em relacdo ao protétipo internacional
Mo) foram analisadas com a ferramenta Genotyping-NCBI, e confirmaram que todos
os isolados do presente estudo pertencem ao subtipo HTLV-2a, exceto o isolado
BRLO38-02 que pertence ao subtipo HTLV-2b (MAGRI et al., 2013, Anexo M). A
Figura 16 a-) mostra o resultado gerado pelo Genotyping-NCBI, de uma amostra
representativa de tax do HTLV-2a, e a Figura 16 b-) mostra o resultado do isolado
BRLO38-02 (HTLV-2b).
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Figura 16. Subtipo do HTLV-2 gerado pela ferramenta Genotyping-NCBI a partir da
sequéncia da regido tax definido através da comparacdo com banco de dados de
sequéncias do NCBI. Na parte superior a-) a sequéncia da amostra BRLO02-02,
com a cor vermelha referente ao seu subtipo (A); na parte inferior b-) a amostra

BRLO38-02 com a cor verde referente ao seu subtipo (B).
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Foram construidas arvores filogenéticas com o segmento de 1068 pb de 43
sequéncias de tax do HTLV-2 disponiveis na base de dados GenBank, incluindo 25
novas sequéncias de Londrina e regido e de Sao Paulo. O melhor modelo evolutivo
para a construcao filogenética foi o TrN+G. As arvores filogenéticas de ML (Figura
17) e NJ apresentaram topologias semelhantes, agrupando 24 isolados no subtipo
HTLV-2a (variante -2c) e apenas um isolado no subtipo HTLV-2b (BRLO38-02)
(MAGRI et al., 2013, Anexo M).
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Figura 17. Arvore filogenética Maximum Likelihood da regido tax do HTLV-2 com
1068 pb (posicdo 7213-8280 em relagdo ao protétipo internacional Mo) de 43
isolados, incluindo as 25 sequncias de Londrina e regido e de Sao Paulo (nimero de
acesso no GenBank JN887712-JN887736) em negrito, construida usando o modelo
evolutivo TrN+G, usando o PAUP v4b10. Valores de bootstrap acima de 65% e zero
length com p<0.001 (**) e p<0.05 (*) estdo retratados nos ramos. O isolado Efe2
(HTLV-2d) foi usado como grupo externo. (MAGRI et al., 2013, Anexo M)
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A analise molecular das sequéncias de tax do HTLV-2 subtipo a (todas exceto
a BRLO38-02) usando o programa MEGAA4, revelou similaridade de nucleotideos de
99,9% entre as sequéncias do estudo, também quando elas foram estratificadas em
dois grupos, um de Londrina e regido e outro de S&o Paulo. A anélise das
sequéncias em relacdo ao protétipo internacional Mo mostrou semelhanca de
nucleotideos de 99,3%. A similaridade entre a sequéncia BRLO38-02 em
comparacao com o NRA (HTLV-2b) foi de 99,5%.

Quanto a presenca de mutacles, as principais substituices de nucleotideos
observadas foram A7819G, A7991G, A7798G, G8053C, T8203A, com uma
frequéncia de 100%, C7611T, T7686C e A7825G com uma frequéncia de 96%, 92%
e 36% respectivamente, em relacdo ao protétipo internacional Mo. Dessas
substituicbes de nucleotideos cinco resultaram em mutacdo ndo sinbnima e,
portanto, geraram mudanca no aminodcido. Foram elas as substituicbes das
posicoes A7819G, A7825G, A7991G, G8053C e T8203A. Quando as sequéncias
foram convertidas em aminoacido observaram-se as trocas T2607A, 12609V,
Y2664C, E2685Q e a perda do stop codon 2735Q, 0 que caracteriza a Tax longa
encontrada em isolados do Brasil, com 25 amino&cidos a mais (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Alinhamento de aminoacidos da regido tax do HTLV-2 com 1068 pb,
usando a ferramenta ClustalwW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando as

substituicdes de Treonina para Alanina (T—A) na posigcao 2607 e de Isoleucina para
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Valina (I—V) na posicdo 2609, em 25 e 9, respectivamente, amostras de Londrina e
regido (BRLO) e de Séo Paulo (BRSP), em relacéo ao protétipo internacional Mo.

N |mrrr | TTrr | rrrr terr revr vy R R AR R B R =

=1 2670 2680 2690 ZTDD 2'?10 2'?20 2'?30 2'?40 2'?50 27
Mo (HTLV-Za) [GEYPRAGOPSLYVVOZELLIFERFETRAFHE 3Y¥ LL2HOLIOY 3 2FHNLHLLFDEY THIPVEILFNREEADDNGD * PPEPATOGE S 3TORVRE SHTHNEE*
BRLOOZ-0Z e Q L *
ERLOOZ-0Z2 e i Q L *
ERLOOS-0Z e o] e e it e i e *
BRLOLZ-0Z e e e 2 e e i e e *
ERLO19-02 e i Q L *
BRLOZ1-0% e 2 e i i i e *
BRLOZZ-0Z e e e 2 e e i e e *
ERLOZ6-0Z o Q e e et e e s e *
BRLOZ7-0% e e e 2 e e i e e *
BRLOZE-0Z e e e 2 e e i e e *
ERLOZ1-0Z% o Q e e et e e s e *
BRLO3Z-0Z e e e 2 e e i e e *
BRLO3I5-0Z e e e 2 e e i e e *
ERLOZ7-0Z o Q e e et e e s e *
BRLO39-0% e e e 2 e e i e e *
BRLO4A3-0Z e e e 2 e e i e e *
ERLO45-0Z% e e e e e E.Q e e et e e s e *
BRLO49-0% e e e 2 e e i e e *
BRZP171-08 e Q L *
ERSP17Z-08 e e i Q L *
BREPZ39-08 e Q L *
BREP319-08 e E..Q L *
ERSP348-08 o Q L *
BREP130-09 e Q L *
BRLOZIB-0Z e e e 2 [P A i e e e *
| K | C

Figura 19. Alinhamento de aminoé&cidos da regido tax do HTLV-2, usando a
ferramenta ClustalW do programa BioEdit 7.0.5.3, mostrando as substituicbes de
Tirosina para Cisteina (Y—C) na posi¢cao 2664, de Glutamato para Glutamina (E—Q)
na posicao 2685 e de stop codon para Glutamina (stop codon—Q) na posicéo 2735,
gue gerou um ganho de 25 aminoacidos na posicédo carboxi terminal, em todas as
amostras de Londrina e regido (BRLO) e de Sao Paulo (BRSP), em relacdo ao
protGtipo internacional Mo.

A sequéncia do isolado BRLO38-02 foi também alinhada com o prototipo
internacional NRA que € do subtipo HTLV-2b. Foram observadas algumas trocas de
nucleotideos: T7554C, T7611C, T7902C, T8031C e G8142A. Nao foi observada

nenhuma troca de aminoéacido.

A Tabela com todas as sequéncias de HTLV-2 do presente estudo

depositadas em Genbank encontra-se no Anexo N.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo realizou a caracterizacdo molecular de HTLV-1 e HTLV-2
(regibes LTR, env e tax), de isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de
Londrina e regido e de Séo Paulo (Anexos G, H, I, J, L e M).

Objetivando melhores resultados na amplificacdo por PCR e n-PCR e no
sequenciamento dos isolados de HTLV-1 e HTLV-2 do presente estudo, foram
utilizados alguns primers degenerados. Esta estratégia foi considerada importante
também por outros pesquisadores, que relataram maiores taxas de sucesso na
amplificacdo por PCR de um grande numero de isolados virais, quando utilizados
primers degenerados (LI et al., 2012). Além disso, procurou-se obter sequencias
grandes para a realizacdo de analises filogenéticas robustas, apesar de muitas
sequéncias disponiveis na literatura serem relativamente pequenas. Foram também
feitas alteracbes quanto a temperatura de pareamento dos primers e ciclagem.
Todas estas alteracdes e adaptacfes nao foram suficientes para amplificar 100%
dos segmentos dos isolados de HTLV-1 e HTLV-2 do presente estudo. Uma possivel
explicagéo poderia ser a presencga de mutac¢des ainda néo descritas em literatura no
local de pareamento dos primers. Curiosamente e dando suporte a esta hipétese, a
falha na amplificacdo de segmentos do genoma viral foi mais acentuada para o
HTLV-2 nas regides LTR e tax, cujos protocolos ndo usaram bases degeneradas e 0
namero de sequéncias longas disponiveis em GenBank era pequeno. Mesmo assim,
um grande numero de sequéncias p6de ser obtido no presente trabalho.

O estudo da regido LTR do HTLV-1 mostrou que existe alta similaridade entre
os isolados e agrupamento em dois clusters da América Latina (suportados por
p<0,001 na arvore ML da LTR). A semelhanca de nucleotideos entre as sequéncias
de LTR do HTLV-1 foi de 98,8%. Esse achado corrobora os descritos na literatura
onde semelhancas de 99,2% e 98,9%, respectivamente, foram detectadas em
HTLV-1 isolados de individuos das cidades de Cruz das Almas e de Salvador
(nordeste do Brasil), e de 99,3% e 97,3%, respectivamente, em HTLV-1 isolados de
individuos das cidades de Fortaleza e de Rio Branco (norte do Brasil) (MAGALHAES
et al., 2008; MOTA-MIRANDA et al., 2008).

Ainda, estudos realizados nas regides norte e nordeste do Brasil com isolados
de HTLV-1 de individuos infectados pelo HIV, encontraram o subtipo HTLV-la

Cosmopolita circulando em quatro mulheres de Feira de Santana, estado da Bahia
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(LAURENTINO et al., 2005), e em dois homens de Belém, estado do Para (REGO et
al., 2010).

Corroborando esses dados e os do presente estudo, analises filogenéticas de
isolados de HTLV-1 de varias populacbes no Brasil confirmaram o HTLV-1a,
subgrupo Transcontinental A como o prevalente no pais (KASHIMA et al., 2006;
MAGALHAES et al., 2008; MOTA-MIRANDA et al., 2008), e sugerem que a
introducdo do HTLV-1 na populacdo brasileira se deu na era pés-Colombiana
inicialmente no estado da Bahia através do trafico de escravos africanos entre 0s
seéculos dezesseis e dezessete, e talvez através de outras localidades da América
Latina (ALCANTARA et al., 2006; MAGALHAES et al., 2008; REGO et al., 2008;
REGO et al.,, 2010). De fato, a maioria das sequéncias do presente estudo
agruparam no cluster A da América Latina, apesar de algumas sequéncias
agruparem no cluster B da América Latina, o que pode sugerir diferentes introducdes
do HTLV-1 no Brasil também em individuos coinfectados pelo HIV (tanto da regido
sul quanto da sudeste).

O HTLV-1 foi também detectado em outras regides do Brasil, mas com uma
porcentagem de casos menor do que no nordeste (CATALAN-SOARES et al., 2006).
Apesar dos dados histéricos indicarem que o movimento do trafico de escravos foi
proveniente da Africa Ocidental, onde apenas o subgrupo ocidental Africano (C)
circula (ALCANTARA et al., 2006; MOTA et al., 2007), a caracterizagdo molecular do
HTLV-1 no Brasil mostrou que o subtipo Cosmopolita (a) do subgrupo
transcontinental A € o mais prevalente. Um estudo sobre a base genética de
brasileiros infectados pelo HTLV-1 confirmou a introducdo deste virus por pessoas
da regido sul da Africa (ALCANTARA et al., 2006).

Em vista do Brasil apresentar a maior populacéo japonesa fora do Japéo,
quase 1,5 milhdes, e desses, 1 milhdo viverem em S&o Paulo (GOVERNO DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2012), pode-se supor a introducéo do subgrupo japonés
(B) do HTLV-1 nesta regido geografica. De fato, este subgrupo foi detectado em
alguns individuos do sudeste do Brasil (KASHIMA et al., 2006), mas n&o no presente
estudo, provavelmente por ter sido realizado com populacao infectada pelo HIV que
nao conta com um numero expressivo de orientais infectados.

Em relacdo a presenca de mutacdes pontuais na regido LTR do HTLV-1,
recentemente descritas na literatura como associadas com o aumento da carga

proviral em individuos assintomaticos (NETO et al., 2011), o presente estudo
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encontrou uma elevada frequéncia de sequéncias com mutacdo nos segmentos
TRE-1 e TRE-2 em pacientes com a coinfecgao HIV/HTLV-1 de S&o Paulo (MAGRI
et al., 2012c). Nao se sabe se estas sequéncias mutantes s&o decorrentes de uma
vantagem seletiva do virus durante a infeccdo cronica ou se elas denotam os tipos
de HTLV-1 que circulam nesta regido geogréfica. Curiosamente, quando foram
comparadas as sequéncias LTR do presente estudo e 112 sequéncias de outras
regides geograficas do Brasil e do mundo (disponiveis no GenBank), foi observado
gue as sequéncias com mutacdo nas regibes TRE-1 e TRE-2 foram detectadas
principalmente no Brasil.

Ao contrario do que foi sugerido por NETO et al., 2011, pode-se supor que
essas mutacgfes pontuais na LTR podem ter um efeito protetor, uma vez que
nenhum caso de doenca associada ao HTLV-1 foi detectado nestes pacientes,
embora um estudo longitudinal seja necessario para confirmar esta hipotese. Ainda,
é relevante assinalar que todos os individuos do estudo foram submetidos a terapia
antirretroviral, o que poderia interferir na selecao de retrovirus. Corroborando essa
hip6tese, MONTAGNE et al., 1990, ao estudarem o efeito de mutacdes pontuais nos
dominios A, B e C do TRE-3 na regido LTR do HTLV-1 observaram que a
integridade do dominio B foi absolutamente necessaria para mediar a ativacao da
Taxl do elemento promotor/potenciador (enhancer) de 21 pb, enquanto que
mutacdo dos dominios A e C reduziram o efeito da Taxl, e mutacdo em ambos, nos
dominios A e C, anularam o efeito da Taxl (MONTAGNE et al.,1990). Portanto, a
integridade do TRE € indispensavel para a inducdo do elemento
promotor/potenciador (enhancer) e, consequentemente para a progressdo da
doenca.

Analisando esses dados em conjunto, ndo se sabe se a carga proviral alta
precede o aparecimento dessas sequéncias com mutacdes ou se iSSO € uma
consequéncia da presenca de tais sequéncias mutantes. Somente estudos
longitudinais poderdo ajudar a responder a esta pergunta. Finalmente, é importante
ampliar esses dados para esclarecer o papel das mutagdes pontuais da LTR no
TRE, e identificar marcadores que podem ter valor preditivo para o desenvolvimento
das doencas associadas ao HTLV-1, principalmente em paises onde a infeccdo pelo
HTLV-1 é endémica, como o Brasil.

Dando suporte a analise molecular anterior da regido LTR, foram encontradas

diversas substituices de nucleotideos e algumas trocas de aminoacidos no env do
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HTLV-1, sendo a mais frequente na posi¢cao V1981l. Estes achados caracterizam 0s
isolados como pertencentes ao subtipo HTLV-la Cosmopolita, subgrupo
Transcontinental A, agrupados em dois clusters da América Latina (MAGRI et al.,
2012a), os mesmos clusters foram detectados com a analise filogenética da regiao
tax. Em relacdo as trocas de aminoacidos encontradas da regido env do HTLV-1,
mais especificamente na proteina gp46, estudo que comparou clones de individuos
com HAM/TSP e assintomaticos ndo encontrou associacdo entre mutacbes e
caracteristicas clinicas (MOTA-MIRANDA et al., 2013).

Os protocolos aqui estabelecidos para regido tax permitiram quase que 0O
sequenciamento completo da regido tax do HTLV-1 e do HTLV-2; em ambos os
casos faltaram sequenciar apenas os trés nucleotideos iniciais da tax. Esses trés
nucleotideos caracterizam o start codon da tax (aminoacido Metionina) e fazem
splicing, sendo encontrados no inicio do envelope viral (LAIRMORE et al., 2011).
Devido a esse fato, das sequéncias serem quase que a totalidade do gene da tax, foi
possivel realizar andlises filogenéticas robustas.

Nos HTLV-1 foi encontrada assinatura molecular caracteristica de isolados do
Brasil (KASHIMA et al.,, 2006). Todas as sequéncias do estudo pertencem ao
genatipo taxA e agruparam em dois clusters diferentes dentro desse genotipo.

Esses achados reforcam a hipétese de pelo menos duas entradas desses
virus no Brasil (DOURADO et al., 2003; REGO et al., 2008; MAGALHAES et al.,
2008; ALCANTARA et al., 2006; MOTA et al., 2007; KASHIMA et al., 2006) também
nos individuos coinfectados pelo HIV (MAGRI et al., 2012a, b).

A andlise de nucleotideos das sequéncias de tax do HTLV-1 em relagédo ao
prototipo ATK mostrou semelhanca de nucleotideos de 99,2%. Curiosamente, a
mesma analise de isolados do Chile mostrou 99,6% de similaridade em relacdo ao
ATK (RAMIREZ et al., 2002). Pelos resultados obtidos e pelo fato de que o Brasil e
Chile estdo localizados na América Latina, pode-se expecular uma introducao por
ancestral diferente nos dois paises, ou mais recente do HTLV-1 no Brasil em relacéo
ao Chile. Esse dado esta em parte em consonéancia com a descricdo de Sonoda e
colaboradores que relataram que os HTLV-1 de Amerindios do Chile e de uma
mumia descoberta no deserto de Atacana (norte do Chile) se assemelhavam aos
isolados de Ainu (sul do Jap&o) e aos isolados de mongoloides da Asia, enquanto os
isolados do Brasil se assemelhavam aos isolados de negros africanos (SONODA et
al., 2011).



93

Embora existam poucos estudos de caracterizacdo molecular da tax do
HTLV-1 no Brasil, um estudo com um grande numero de individuos (portadores
sintomaticos e assintomaticos) de Sao Paulo e Rio de Janeiro caracterizou 0 gene
tax inteiro e demonstrou uma assinatura molecular brasileira (cinco substituicées de
nucleétidos em relacdo ao protétipo ATK: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T e
G8231A) caracteristica do gendtipo taxA (KASHIMA et al., 2006). Outro estudo de
Sédo Paulo apresentou o mesmo padrdao de mutacfes e uma falta de associacao
entre o genodtipo da tax e progressdo da doenca (CASSEB et al., 2006).
Corroborando esses dados, o presente estudo encontrou a presenca dessa
assinatura molecular também nos individuos coinfectados pelo HIV de Londrina e
regido e de Sdo Paulo (MAGRI et al., 2012b). Portanto, foi possivel caracterizar os
HTLV-1 que circulam em pacientes com HIV de Sdo Paulo e de Londrina e regido
como sendo do subtipo cosmopolita, subgrupo transcontinental A, clusters A e B da
América Latina.

Quanto a caracterizacdo da regido LTR do HTLV-2, esta classificou as
sequéncias em trés subgrupos principais chamados a4, a5, e a6, de acordo com: * a
RFLP descrita por SWITZER et al., 1995 e EIRAKU et al.,, 1995, « os mapas de
restricdo e < as arvores filogenéticas com sequéncias de 458 pb (MAGRI et al.,
2010). Curiosamente, uma das sequéncias (BRLO23-02), embora classificada como
subgrupo a4 pela RFLP, agrupou separado desse subgrupo na arvore filogenética,
mas perto de outras sequéncias do Brasil; RP329 e K96 isoladas de um doador de
sangue de Ribeirdo Preto e um indio Kayap6é da Amazbnia, respectivamente
(COVAS & KASHIMA, 2003). Ainda, um grupo do HTLV-2 do subgrupo a6 foi quase
gue exclusivamente composto por sequéncias de Londrina e regido. Além disso,
sequéncias de Sdo Paulo do ano de 1994, ndo depositadas no GenBank, agruparam
nos mesmos trés grupos de HTLV-2a de Londrina e regiao.

Quando analisado o compartamento de risco desses pacientes, sequéncias
de LTR de HTLV-2 classificadas como pertencendo ao subgrupo a4 (incluindo o
BRLO23-02) foram encontradas em individuos com comportamento de risco sexual
para adquirir retroviroses, enquanto sequéncias dos subgrupos a5 e a6 foram
detectadas em UDEV.

Em conjunto, esses resultados se assemelham aos obtidos em estudos
anteriores que agruparam o0s virus brasileiros em um Unico clado de HTLV-2a,
embora com consideravel diversidade entre eles (SWITZER et al., 1995; EIRAKU et
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al., 1995; MURPHY et al., 1998; LEWIS et al., 2000; SHINDO et al., 2002; COVAS &
KASHIMA, 2003; NOVOA et al., 2007). Além disso, varios estudos realizados com
sequéncias brasileiras de HTLV-2 apontaram a transmissao do virus dos indios para
os UDEV das areas urbanas (BLACK et al., 1994; SWITZER et al., 1995; EIRAKU et
al., 1995; HALL et al., 1996; MURPHY et al., 1998; ISHAK et al., 2003; LEWIS et al.,
2000; SHINDO et al., 2002; COVAS & KASHIMA, 2003; NOVOA et al., 2007), mas a
descoberta de um grupo quase que exclusivamente de UDEV (subgrupo a6) poderia
representar uma via diferente de transmissdo do virus ou uma taxa evolutiva
diferente, provavelmente menor. De acordo com a ultima hip6tese, maiores taxas
evolutivas e diversidade genética de HTLV-2 foram detectadas em UDEV da Europa
quando comparados a populacdes endémicas de indios (SALEMI et al., 1999a).
Portanto, pode-se especular que o mesmo ocorra em UDEV de Londrina e regiao.
Além disso, o presente estudo confirma a RFLP como método alternativo para a
realizacdo de estudos epidemioldgicos de HTLV-2 em paises com um cenario de
poucos recursos financeiros.

Foram encontradas diversas substituicdes de nucleotideos e algumas trocas
de aminoéacidos no env, de HTLV-2, sendo a mais frequente na posicdo S1909P. A
caracterizacdo molecular feita com a regido env de HTLV-2 concordou com o0s
resultados obtidos com a LTR, encontrando o subtipo 2a na maioria das amostras. O
subtipo HTLV-2b foi encontrado em uma das amostras (BRLO38-02) do presente
estudo, e esse fato se justifica, pois pertencia a individuo proveniente do Paraguai.
Em consonancia com esse achado, o subtipo HTLV-2b foi encontrado no estado do
Rio Grande do Sul (RENNER et al., 2006) fronteira com paises onde prevalece o
HTLV-2b. H& de se esperar que com a abertura do Mercosul, esse virus passe a
disseminar pelo Brasil e isto justifica uma vigilancia deste subtipo viral no pais.

J& para a regido tax do HTLV-2, houve troca de nucleotideo que resultou na
perda do stop codon na posi¢cdo 2735 e no ganho de 25 aminoacidos, caracteristica
da Tax longa encontrada em isolados do Brasil, chamada de variante molecular
HTLV-2c. A ocorréncia da variante HTLV-2c no Brasil € intrigante e sua origem nao
esta completamente esclarecida. Acredita-se que o HTLV-2 chegou ao Novo Mundo
cerca de 15.000 anos atras pela onda migratoria humana (indios Paleo) que cruzou
o estreito de Bering. Duas diferentes rotas migratérias paralelas, uma pela
Cordilheira dos Andes ao longo da costa do Pacifico e outra pela regido amazbnica

poderiam independentemente resultar no surgimento da variante HTLV-2c, talvez a
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partir do protétipo 2a, ou pela introducdo do 2c exclusivamente pela regido
amazonica (ISHAK et al., 2003).

As arvores filogenéticas do HTLV-2 (LTR, env e tax) mostraram a presenca
de um grupo composto quase exclusivamente de UDEV. Novamente, especula-se
que estes clados poderiam representar a via de transmisséo do virus entre os UDEV
ou uma taxa evolutiva do virus pouco diferente, como descrito em UDEV europeus
(MAGRI et al., 2010, 2013; SALEMI et al., 1999a). Além disso, o clado na arvore
filogenética da regido env, que contém isolados virais de uma regido geogréfica
especifica (cidade de Jundiai distante 60 quilometros da cidade de S&o Paulo), e os
clados das mesmas sequéncias nas arvores filogenéticas da LTR e tax, junto ao
clado dos UDEV, nos permitem supor que o0 comportamento de risco para a
aquisicdo de retrovirus nos pacientes de Jundiai foi o uso de drogas injetaveis.
Ainda, um unico sub-clado monofilético proximo aos UDEV sugere a disseminacao
in situ de um clado local.

Em relacdo a taxa evolutiva do HTLV-2, Salemi e colaboradores calibraram
um relégio molecular da regido LTR do HTLV-2 e estimaram uma taxa de fixacao
entre 1,08 x 10 e 2,7 x 107° de substituicdes de nucleotideos por sitio por ano para
0s subtipos 2a e 2b de UDEV europeus, e concluiram que esta taxa € muito baixa
entre virus RNA (SALEMI et al., 1998b). Por exemplo, o HIV-1 (regido env) foi
medido até 1,6 x 1072 substituicdes por sitio por ano (HAHN et al., 1986).

Prevaléncias elevadas do HTLV-2 tém sido descritas em grupos isolados
geograficamente, esses grupos podem ter uma dinamica viral e evolutiva diferentes
(SALEMI et al., 1998; BIGGAR et al.,, 1996; LEMEY et al., 2005). Curiosamente,
analise filogenética de sequéncias da LTR de indios Kayapd do Brasil, agrupou as
sequéncias em um “filogrupo” denominado A-Il, em que sequéncias de uma
prostituta mexicana e de duas prostitutas de Gana e Camarfes agruparam juntas
(SWITZER et al., 1996). Este achado pode sugerir que o HTLV-2a pode ter evoluido
de um ancestral comum na Africa muito antes dos ancestrais dos Kayapds
infectados com HTLV-2a introduzirem este subtipo nas Américas.

Corroborando essa hipdtese, Maucléere e colaboradores propuseram que 0O
HTLV-2 surgiu na Africa, e ent&o algumas cepas deixaram este continente durante a
migracdo humana e se tornaram 0s ancestrais do HTLV-2a/c ou HTLV-2b. Além
disso, eles também especularam que as popula¢des ancestrais de HTLV-2b podem

ter migrado pela Asia e depois separado em subgrupos: alguns foram para a
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América, e outros voltaram para a Africa. Finalmente, o virus restante tornou-se o
subtipo HTLV-2d (MAUCLERE et al., 2011). Outros estudos concordaram que o
HTLV-2 foi originalmente trazido da Asia para as Américas durante a migracdo das
populacfes asiaticas sobre o estreito Bering (BIGGAR et al., 1996; SUZUKI et al.,
1998; SALEMI et al.,, 1999b). Estes dados e os dados do Mauclére reforcam a
hipotese da entrada do HTLV-2 nas Américas pelo estreito de Bering ha muito tempo
atras.

Na Europa, acredita-se que o subtipo 2a foi introduzido aos UDEV pela
Europa Oriental e 0o 2b pela Europa Ocidental em pelo menos dois periodos
separados (SALEMI et al., 1999b). Na Espanha, por exemplo, o HTLV-2b continua a
ser o0 subtipo prevalente apesar de hoje em dia nhovos casos dessa infec¢ao estarem
diminuindo (ABAD et al.,, 2011). J4 no Brasil, todos os dados apontam para a
presenca da variante molecular HTLV-2c nos indios de tribos nativas, com
disseminacgdo posterior a populacdo urbana durante a sua formacado. Isso ocorreu
pelo contato inter-étnico durante o evento intenso da miscigenacdo, através de
relacbes sexuais, e € mantido nos indios principalmente pela amamentacao
(BIGGAR et al., 1996; EIRAKU et al., 1996; SWITZER et al., 1996; ALCANTARA et
al., 2003; ISHAK et al., 2003).

Uma vez demonstrada a auséncia dos subtipos HTLV-2b e HTLV-2a do
protétipo norte-americano na populacdo do presente estudo, sugere-se que estes
individuos infectados pelo HIV tiveram pouca interacdo com pessoas ou derivados
de sangue de outras areas geogréficas, e também com pessoas coinfectadas com
HIV/HTLV-2 de fora do Brasil. Alem disso, pode-se especular sobre diferentes rotas
e origens do HIV e do HTLV-2 no Brasil, provavelmente infec¢ao anterior pelo HTLV-
2 entre os UDEV e depois pelo HIV (MAGRI et al., 2013).

Quanto as rotas de migracdo dos HTLV-1/2, segundo Gremillion, o HTLV-1
pode ter sido transmitido e disseminado juntamente com o povoamento da Ameérica
do Norte e do Sul que comecou muito antes das migragcbes transiberianas
(GREMILLION, 2008). Curiosamente, Kanzaki e Casseb hipotetizaram sobre a
presenca de outros Deltaretrovirus (HTLV-3 e HTLV-4) entre isolados de amerindios
considerados como populacéo de etnia mista e macacos do Novo Mundo no Brasil,
provavelmente devido a vestigios de migracdes da Australia-Melanésia e da Africa
para o continente Americano (KANZAKI & CASSEB, 2008). Esses autores sugeriram
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a presenca destes retrovirus em virtude do alto numero de soros com padrdo
indeterminado na analise pelo Western Blot.

Andlises de DNA mitocondrial humano, que é passado da méae para os filhos
sem ser combinado com o codigo genético do pai, permitem tracar rotas de
migracdo humana (NATIONAL GEOGRAPHIC SOCIETY). Curiosamente, estas
rotas se assemelham com as possiveis rotas de migragdo dos HTLV-1/2. Os
humanos seguiam para regides onde 0s recursos alimentares eram abundantes. A
teoria predominante e sustentada por evidencias cientificas é a de que os humanos
deixaram a Africa e seguiram pela costa, sendo que a primeira onda de migracéo
cruzou o Oriente Médio, foi para o sul da Asia e, seguiu para a Australia. Outras
ondas sairam do norte em direcdo a Europa, mas seu alcance foi limitado por uma
placa de gelo que se estendia na parte norte da Europa continental. Uma placa de
gelo formou uma ponte entre a Sibéria e o Alasca que foi chamada de estreito de
Bering. Os primeiros humanos andaram, mudando para a costa oeste da América do
Norte. A migracdo humana se espalhou pela América do Sul e seguiu para o que
hoje é o leste dos Estados Unidos e Canada (GRABIANOWSKI, 2007). No Anexo O
encontra-se um mapa ilustrativo da teoria da migragdo humana desenvolvido pelo
MITOMAP (banco de dados de genoma mitocrondrial humano) e o mapa de
disseminacdo do HTLV-1 descrito por Sonoda e colaboradores (SONODA et al.,
2011). Digno de nota, os mapas se completam e corroboram a existéncia e
disseminacdo de HTLV-1/2 em momentos historicos diferentes e em populacbes
diversas. Apesar do presente estudo nédo ter tido o objetivo de estudar rotas de
migracdo de HTLV, a vigilancia de subtipos virais que circulam no Brasil usando
sequéncias de segmentos longos do genoma viral, podera auxiliar no tracado

dessas rotas no futuro.
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7 CONCLUSOES

e As diversas anadlises realizadas no presente estudo corroboraram dados da
literatura do Brasil, nos quais as andlises filogenéticas confirmam como
subtipos prevalentes o HTLV-1a, subgrupo Transcontinental A, e o HTLV-2a
(variante -2c) circulando no pais também nos individuos coinfectados pelo
HIV.

e O uso das ferramentas disponiveis na area da Bioinformatica possibilitou a
aplicacdo robusta de métodos estatisticos na caracterizacdo e monitoramento
dos HTLV-1/2 do presente estudo.

e Os resultados obtidos permitiram especular sobre duas entradas do HTLV-1
no Brasil e sobre a disseminacdo do HTLV-2c em grupos distintos quanto ao
comportamento de risco e regido geogréfica.

e Foram detectadas assinaturas moleculares caracteristicas dos HTLV-1 e
HTLV-2 isolados no Brasil, com destaque para a regido tax. Para o HTLV-1
houve a deteccdo do gendtipo brasileiro taxA e para o HTLV-2 a Tax longa
caracteritica da variante HTLV-2c. Houve também a confirmacado da troca do
aminoacido S—P na posi¢do 1909 no env dos HTLV-2c.

e A auséncia de subtipos de HTLV-2 prevalentes em outros paises nos
individuos coinfectados pelo HIV do presente estudo sugere que a introducéo
desses retrovirus no Brasil ndo ocorreu ao mesmo tempo.

e Finalmente, o estabelecimento e a otimizacdo de métodos laboratoriais
realizado neste estudo possibilitaram uma melhor compreensdo da
diversidade gendmica, filogenia molecular, taxas de mutacao, e idéias sobre a
origem e disseminacdo dos HTLV-1/2 em populagcdes vulneraveis,

coinfectadas pelo HIV.
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ANEXOS

Anexo A - Carta de concordancia em participar da pesquisa e utilizar o material
bioldgico.

Universidade
Estadual de Londrina

Londrina, 10 de agosto de 2007.

DECLARACAO

Declaro a quem possa interessar que eu, Helena Kaminami Morimoto, RG No. 1.418.364/7 -
SSP-PR, Professora do Depto de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas da Umversidade
Estadual de Londrina, Parana, autorizo a Dra Adele Caterino de Araujo, PqC V1 da Secio de
Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo a utilizar amostras de DNA e soro obtidos de
pacientes co-infectados pelo HIV/HTLY-1 e HIV/HTLV-IL do norte.do Parsna; para trabatho em
colaboragdo sobre infecgdo por HTLVs que inclui o sequenciamento e a padronizagio de técnicas
diagnosticas Uteis para serem usadas no Brasil.

Este estudo colaborativo teve micio com minha Disserta¢do de Mestrado defendida em 2003 na
FCF-USP, sob orientagio da Professora Adele Caterino de Araujo Pela impossibilidade de
permanéncia e continuidade do trabalho em Sdo Paulo, autorizo a professora Adele a delegar esta nova
etapa do trabalho a outro aluno de Pos-Graduagio sob sua orientagio.

Esclarego que o material biolégico destes pacientes encontra-se na Secdo de Imunologia do
Instituto Adolfo Lutz e que os consentimentos informados estdo sob minha guarda/responsabilidade,
em Londrina, Parana. A Resolugdo 196/96 e os principios de bioética fundamentados de autonomia
(respeito ao paciente), beneficéncia (fazer o bem), ndo maleficéncia (ndo fazer o mal) e equidade de
justica sio de conhecimento dos profissionais envolvidos na condugdo do projeto. Os matenais
biologicos foram colhidos de acordo com as normas estabelecidas pela Portaria No 59 do Ministerio da
Saude.

A'condu¢do ¢ a divulzacio desse esHids tém como propdsito soliCionar problemas relacionados
ao diagnostico de infecgdo, principalmente por HTLV-II, no Brasil e que fornecera resultados para as

Instituigdes envolvidas (publicagdes em revistas internacionais).

Sem mais,

, 'mo/»
Helena Kaminami Morimoto
Docente da disciplina de Imunologia

o-mmcammmw;um-n-wnnmm-nm-mn—nmx-camlm-nn--umm.-u-
nquvmacn-n-hut-m.lnmw-mo—m-r-wnnmm-!-mmlun.ms-c-nn-lm-cvmuu
I.-ONDIINA - FPARANA - BRASIL

Foem. Codago 11,764 - Farmato A4 (210x297).
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Anexo B - Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO PROJETO

Protocolo CEP n° 494
Parecer CEP n° 07/12012009

Senhora Pesquisadora
Profa. Dra. Adele Caterino de Aradjo,

| - Identificagao — —e
Projeto de Pesquisa: ' Virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos 1
e 2 (HTLV-1 e HTLV-2). Estudo de segmentos do
| genoma proviral obtidos de pacientes com HIV/Aids
- an de Londrina e regido.

Pesquisador Responsavel: Adele Caterino de Araudjo )

Instituigao: | FCF-USP e Instituto Adolfo Lutz

Area Temdtica Especial:

Patrocinadores: CNPq

Il - Sumario Geral do Protocolo

Os pesquisadores pretendem nesta etapa do projeto, sequenciar partes do genoma
proviral de HTLV-1 e HTLV-2 (regiées LTR,pol, env e tax) com vistas a sublipar os virus
que circulam na regido de Londrina, PR, e comparar os resultados com os de outras
localidades. Também pretendem clonar e expressar a rgp46-ll (proteina do HTLV-2)
para uso em testes diagnésticos.

Os autores pretendem utilizar 39 amostras anteriormente (projeto 148 CEP da FCF/USP,
em 2002) coletadas e armazenadas desde entdao com a pesquisadora. A Dra Helena
Kaminami Morimoto (que utilizou as amostras em 2002/2003 no seu mestrado, e &
professora na Universidade Estadual de Londrina), presta declaragdo neste projeto,
informando que mantem os TCLE obtidos dos pacientes na ocasido e que constava no
projeto inicial também esta etapa de trabalho.

Os objetivos do presente estudo sédo:

-confirmar a hipotese de que os resultados indeterminados do WB (produzido com cepas
isoladas de casos japoneses e norte-americanos) se devem a diferengas nos
componentes antigénicos dos virus que circulam Brasil em relagdo aos usados na
composi¢ao dos “kits” diagnosticos.

-sequenciar partes do genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 (regides LTR pol, env e tax)
com vistas a subtipar os virus que circulam na regido de Londrina, PR, compara-los aos
prototipos usados na composi¢ao do WB 2.4, com énfase para a rgp46-1 (MTA) e rgp-ll
(K55).

-Dependendo dos resultados obtidos, propor a clonagem e expressao da rgp46-ll de
isolados brasileiros para ser usada no preparo de tiras de imunoblot (IB) ou dot-ELISA
para serem usadas como teste confirmatorio da infec¢ao por HTLV-2 no Brasil.

Tipo de estudo: Amostragem de casos isolados (retrospectivo)

Av. Prof. Lineu Prestes, n* 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo - SP
Fone / Fax: (11) 3613-5083 - e-mali: ceplci@usp.br

Péginal
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Il = SITUAGAO DO PROTOCOLO: APROVADO
Cabe ao pesquisador:

« Comunicar ao CEP a ocorréncia de efeitos colaterais e ou de reagbes néao
esperadas;

« Comunicar ao CEP eventuais modificagées no projeto aguardando a apreciagédo e
aprovagao do CEP,
Comunicar e justificar a interrupgao do projeto;
Apresentar relatorios: parcial (apos 50% da execugdo do projeto) e final.

Séo Paulo, 6 de abril de 2009.

/ , p / B
. L
/1 G }).f/ ’/'l/) " /(/ }/ LA~
o y P

Profa. Dra. l\ﬁéﬁzgl;a/rquréf

[
Vice-Coor 'er)adora &M exercicio
Comité de Etica em Pesquisa
FCF/USP

|
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Anexo C - Aprovacdo das modificacdes no projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sé&o

Paulo.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa

Oficio CEP/FCF/77/12010

S&o Paulo, 12 de julho de 2010.

limo(a). Sr(a).
Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo
FBC

Seqhor(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido realizada
em 08 de julho de 2010, APROVO_U as alteracdes do projeto intitulado “Virus
linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 .e HTLV-2). Estudo de
segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com HIV/Aids de Londrina e
regido” (Protocolo CEP n° 494) apresentada por Vossa Senhoria.

Atenciosamente,

2SS k‘f e [-i_( o
Profa. Dra I¥ira Maria Guerra Shinohara
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
FCFIUSP

AVWLMPMH'MM‘“A - Cidade Universitaria - CEP 06508-800 - S3o Paulo - SP
Fone: 3091-3622, Fone / Fax: (11) 3091-3677 - - e-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo D - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

PEARLITO PO VOOL

S#o Paulo, 23 de junho de 2010.

Parecer: 035 /2010

Titulo do Projeto: “Virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos 1 e 2
(HTLV 1 e HTLV- 2). Estudo de segmentos do genoma proviral
obtidos de pacientes com HIV/Aids de Londrina e regifio”.

Pesquisador Responsével: Adele Caterino de Araujo
Institui¢do: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL analisou e
deliberou em reunido de 22 de junho de 2010, de acordo com a Resolugdo CNS n° 196,
de 10 de outubro de 1996 e suas resolugdes complementares, o projeto acima na
categoria. APROVADO.

. O projeto de pesquisa foi enquadrado na categoria APROVADO, apds revisdo ética
da inclus@o de amostras de Sdo Paulo e alteragdo de titulo para “Virus linfotrépicos
de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2). Estudo de segmentos do
genoma proviral obtidos de pacientes com HIV/Aids de Sdo Paulo e de Londrina e
regido", com anuéncia do autor.

Em conformidade com o item IX.2 da Resolugdo CNS n° 196/96 - cabe ao
pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar os
relatrios parciais e final ; c) apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; d) manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa,
contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e)
encaminhar os resultados para publicagio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f) justificar, perante o CEP,
interrupgdo do projeto ou a ndo publicagio dos resultados. Os relatérios parciais
deverdio ser encaminhados a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Luz Marina Vrujillo

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL

1* via — coordenador
2* via - CEPIAL
LMT/dvmp
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Anexo E - Aprovagdo do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo

Lutz.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CTC/IAL

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS [[; D@

Conselho Tecnico

Projeto n° 0049D-2010
Virus linfotrépicos de células T humanas do tipo 1 e 2(HTLV-1 e HTLV-2). Estudo de
segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com HIV/AIDS de Londrina e

regiao
Coordenagao: Adele Caterino de Araujo

Senhora Coordenadora,

Comunicamos que o projeto supra citado foi cadastrado no Conselho Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz, apés aprovagdo quanto o mérito cientifico pela CCD/BM e apés aprovagao
quanto aos aspectos éticos pela Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Adolfo Lutz/CEPIAL.

M.

ADRIAN NO
Presidentedo CTC/IAL

Sao Paulo, 18 de Agosto de 2010

1® via: CTC/NIAL
2° via: Coordenador
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Anexo F - Bases degeneradas e seus respectivos simbolos, utilizados para

otimizacao de alguns dos primers do presente estudo.

Bases ,
degeneradas  Simbolos

A+C+G+T N
A+C+G
A+T+G
T+C+G
A+T+C
A+T
C+G
T+G
A+C
C+T
A+G

T < Z X W S I W O
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Anexo G - Resumo publicado em revista internacional: MAGRI et al., Retrovirology,
v.8, n.1, p.A68, 2011. (DOI: 10.1089/AID.2011.0117)

Magri et al. Retrovirology 2011, 8(Suppl 1):A68
http://www.retrovirology.com/content/8/51/A68

MEETING ABSTRACT

RETROVIROLOGY

Open Access

Phylogenetic and similarity analysis of HTLV-1
isolates from HIV-coinfected patients from the
South and Southeast regions of Brazil

Mariana C Magri'?", Helena K Morimoto®, Jodo L P Ferreira', Rosangela Rodrigues', Luis F M Brigido',

Adele Caterino-de-Araujo'

From 15th International Conference on Human Retroviruses: HTLV and Related Viruses

Leuven and Gembloux, Belgium. 5-8 June 2011

Background

HTLV-1 is endemic in Brazil (0.07-15.9%) and HIV/
HTLV-1-coinfection has been detected, mostly in the
North and Northeast regions. This study characterized
HTLV-1 isolates from HIV-coinfected patients from
Southern and Southeastern Brazil.

Material and methods

DNA from 17 HIV/HTLV-1-co-infected patients; 5 from
the South and 12 from Southeast were amplified by
nested-PCR (env and LTR) and sequenced. HTLV sub-
typing was performed by NCBI-Genotyping and REGA-
Subtyping tools websites and by phylogenetic methods
using Paup4 and MEGA4.

Results

Env sequences (705-bp) from 15 isolates and LTR
sequences (731-bp) from 17 isolates were obtained.
Molecular analysis of env and LTR sequences disclosed
respectively, nucleotide similarities of 99.5% and 98.8%
within sequences, 99% and 97.4% with ATK, and 91.6%
and 90.3% with Mel5. Four sequences that showed the
highest similarities with ATK clustered separately in the
trees (p<0.001 for env and LTR, bootstrap=96% for
LTR); they had C386T and T594C nucleotide substitu-
tions in LTR sequences. All except these four sequences
had mutations T5637G, T5730C, A6120G in env and
T500A, A549G, G676A, T766C, T767G in LTR
sequences. Six sequences presented the amino acid
change V1981l and clustered together in the env tree.

* Correspondence: marimagri@ig.com.br
Instituto Adolfo Lutz, S3o Paulo, SP, Brazil
Full list of author information is available at the end of the article

All isolates belonged to Cosmopolitan HTLV-1a
subtype.

Conclusions

These data show that Cosmopolitan HTLV-1a subtype
is also frequent in HIV-coinfected patients from
Southern and Southeastern Brazil, suggesting spreading
of HTLV-1 in the country. The mutations observed
should be monitored in the context of molecular
epidemiology.
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Phylogenetic and Similarity Analysis of HTLV-1 Isolates
from HIV-Coinfected Patients from
the South and Southeast Regions of Brazil

Mariana Cavalheiro Magri)? Luis Fernando de Macedo Brigido! Rosangela Rodrigues;
Helena Kaminami Morimoto,® Joao Leandro de Paula Ferreira! and Adele Caterino-de-Araujo®*

Abstract

HTLV-1 is endemic in Brazil and HIV/HTLV-1 coinfection has been detected, mostly in the northeast region.
Cosmopolitan HTLV-1a is the main subtype that circulates in Brazil. This study characterized 17 HTLV-1 isolates
from HIV coinfected patients of southern (n=7) and southeastern (n=10) Brazil. HTLV-1 provirus DNA was
amplified by nested PCR (env and LTR) and sequenced. Env sequences (705bp) from 15 isolates and LTR
sequences (731bp) from 17 isolates showed 99.5% and 98.8% similarity among sequences, respectively. Com-
paring these sequences with ATK (HTLV-1a) and Mel5 (HTLV-1c) prototypes, similarities of 99% and 97.4%,
respectively, for env and LTR with ATK, and 91.6% and 90.3% with Mel5, were detected. Phylogenetic analysis
showed that all sequences belonged to the transcontinental subgroup A of the Cosmopolitan subtype, clustering

in two Latin American clusters.

HE HUMAN T-LYMPHOTROPIC virus type 1 (HTLV-1) was

first described in 1980, and infects about 10-20 million
people worldwide. Since then several epidemiological, clini-
cal, and laboratory studies have been conducted around the
world." The most frequent subtype circulating in the world is
the HTLV-1a (Cosmopc,\litan).2 In South America, the preva-
lence of HTLV infection ranges from 0.1% to 5% in the general
population.” Brazil emerges as first in the number of HTLV-
infected individuals in the world, estimated at 2.5 million.
HTLV-1 infection is detected mostly in northeastern Brazil,
probably as a consequence of the slave trade during the sev-
enteenth, eighteenth, and nineteenth centuries,” and HIV/
HTLV-1 coinfection in this region is more frequent than HIV/
HTLV-2 coinfection.

The HTLV-1 retrovirus has a conserved genome, with only
0.1% to 6.9% genetic diversity among strains. The env and
long terminal repeat (LTR) regions have the highest vari-
ability,* and are useful for viral subtype characterization.
Mostly individuals remain asymptomatic, but this infection
may cause a wide spectrum of diseases, including leukemia
(adult T cell leukemia/lymphoma, ATL) and neurodegener-
ative disorders (HTLV-l-associated myelopathy/tropical
spastic paraparesis, HAM/TSP).! In Brazil, the majority of

HTLV-1 molecular characterization studies were conducted
in patients presenting ATL and HAM/TSP and in asymp-
tomatic blood donors. Studies of HTLV-1 in HIV-coinfected
patients are limited and are attributed to HTLV-1a, the main
sh'aair:l ;1150 circulating in HIV/HTLV-1-coinfected individu-
als.

The present study was conducted to add information
concerning HTLV-1 strains that circulate in HIV-coinfected
patients from the south and southeast regions of Brazil,
thought to have more cases of HIV/HTLV-2 coinfection.”"
Seventeen HIV/HTLV-1-coinfected patients attending Aids
Reference Centers, seven (one woman and six men) from
Londrina-LO (south), and 10 (seven women and three men)
from Sao Paulo-SP (southeast), were enrolled in this analysis.
HTLV genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes (PBLs). Nested polymerase chain reaction (n-PCR)
was performed to amplify a 763-bp env and 766-bp LTR
region of HTLV-1, using protocols previously described
(Tables 1 and 2)*'" in which some primers have undergone
minor nucleotide modifications and thermal cycling condi-
tions were adjusted. Env and LTR amplified products were
sequenced in an ABI 3100 Genetic Analyser (Applied Bio-
systems, USA), with the same primers used in the n-PCR.

"Laboratério de Retrovirus, Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz, Secretaria de Estado da Satde de Sao Paulo, Sdo Paulo, S.P., Brazil.
*Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, S.P., Brazil.

*Departmento de Patologia, Andlises Clinicas e Toxicol6gicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR., Brazil.

“Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo, Sao Paulo, S.P., Brazil.

110



130

HTLV-1 SUBTYPE IN HIV COINFECTED PATIENTS FROM BRAZIL 11
TaBLE 1. PRIMERS EMPLOYED IN POLYMERASE CHAIN REACTION ASSAYS (env AND LTR)

Molecular assay Primer Sequence 5’3" and product size Position®

PCR env® D498 forward ATG GGT AAG TTT CTB GCC (18bp) 5202-5219
D500 reverse TTA CAG GGA TGA CTB AGG (18bp) 6668-6651

n-PCR eno® LUI 7 forward CCG TCT CCA GYC CMT MCT GGA (21 bp) 5547-5567
LUI 8 reverse CCT CGT CTR TTY TGG GCW GCA (21bp) 6309-6289

PCR LTR® LTR-1.03 forward GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA (20bp) 57-76
LTR-1.02 reverse CGC GGA ATA GGG CTA GCG CT (20bp) 864-845

n-PCR LTR® LTR-1.03 forward GGC TTA GAG CCT CCC AGT GA (20bp) 57-76
LTR-1.04 reverse GCC TAG GGA ATA AAG GGG CG (20bp) 822-803

“Primer nucleotide position is provided as aligned with ATK (HTLV-1-infected cell line; GenBank Accession number J02029). bp, base

pairs; n-PCR, nested polymerase chain reaction.
®Adapted from Caterino-de-Araujo et al."
“Adapted from Laurentino ef al.”

Primers were employed to detect HTLV-1 provirus DNA in peripheral blood leucocytes of HIV coinfected patients from the south

(Londrina-LO) and the southeast (Sao Paulo-SP) regions of Brazil

All sequencing chromatograms obtained were assembled
and manually edited with Sequencher 4.7 software. Multi-
ple alignments were performed using the Clustal W
multiple-sequence alignment tool from BioEdit Sequence
Alignment Editor version 7.0.5.3 software, with a reference
set available in the GenBank database (http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/genbank). HTLV-1 subtyping was primarily
screened by NCBI-Genotyping  (http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/projects/ genotyping /formpage.cgi) and REGA-
Subtyping (http://www .bioafrica.net/rega-genotype/html/
subtypinghtlv.html) tools websites. Neighbor-joining (NJ)
and maximum-likelihood (ML) phylogenetic trees were con-
structed based in appropriate nucleotide substitution models
determined by Modeltest v3.7 (TrN + G model for env and
GTR + G model for LTR), using PAUP v4b10 software.
Bootstrapping was performed using the stepwise addition
algorithm for 1.000 replicates. The Mel5 (HTLV-1c) sequence

was used as the outgroup. MEGA4 software was used to es-
timate nucleotide distances.

Env sequences (705 bp) from 15 isolates and LTR sequences
(731 bp) from 17 isolates were obtained. Molecular analysis of
env and LTR sequences disclosed, respectively, nucleotide
similarities of 99.5% and 98.8% among sequences, 99% and
97.4% with ATK, and 91.6% and 90.3% with Mel5.

Phylogenetic analysis of a segment of 705 bp of 44 HTLV-1
env sequences available in the GenBank database including
the 15 new sequences from the south and southeast regions of
Brazil were used to construct the env phylogenetic tree (Fig. 1).
A segment of 692bp of 59 HTLV-1 LTR sequences availablein
GenBank including the 17 new sequences of this study was
used to construct the LTR phylogenetic tree (Fig. 2).

Four sequences that showed the highest similarities with
ATK clustered separately in the trees (p<0.001 for env and
LTR, bootstrap =96% for LTR); they had C386T, T594C and

TasLE 2. PCR Assays (env AND LTR) ProTOCOL

HTLV-1 env® HTLV-1 LTR®
Reaction conditions PCR n-PCR PCR n-PCR
Reagents
Tris-EDTA Buffer 10 x 5ul 5u 5u 5ul
MgCl, 50mM 1.5u 1.5ul 25u 25u
dNTP 10 mM 1ul 1 1ul 1ul
Taq DNA polymerase 5U/pul 0.5u 05ul 0.5 ul 05u
Primer forwaed 10pmol/ul 1u 1 1pul 1ul
Primer reverse 10 pmol/ ul 1u 1ul 1ul lul
H,O 35ul 35u 34l 34
DNA input S5ul 5u S5ul 5ul
Final volume 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
Thermal cycling conditions 95°C—5min 94°C—5 min
95°C—1 min 4°C—1 min
35 cyclesq 55°C—2 min 35 cycles {§7°C—l min
72°C—3 min 2°C—2 min
72°C—7 min 72°C—7 min
8°C—w= 8°C—wx

“Adapted from Caterino-de-Arauijo ef al."'
"Adapted from Laurentino ef al.®

Protocol for detecting HTLV-1 provirus DNA in peripheral blood leukocytes of HIV co-infected patients from the south (Londrina-LO) and

the southeast (Sao Paulo-SP) regions of Brazil.
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—001

FIG. 1. Phylogenetic tree constructed by the maximum-
likelihood method using the PAUP v4b10 software for the
partial env region of 705bp (position 5614-6318 relative to
the ATK prototype) of HTLV-1 of 44 isolates, including se-
quences from the south and southeast regions of Brazil
(GenBank AN HM770426-HM770440) in bold, generated
with the TrN + G model. Bootstrap values above 70% and
zero length using the likelihood ratio test with p<0.001 (**)
and p<0.05 (*) in key branches are depicted. The HTLV-1
Mel5 isolate was used as the outgroup.

C595T nucleotide substitutions in the LTR region (BRLO14-
02, BRLO30-02, BRLO34-02, and SP320-09). All except these
four sequences had mutations T5637G, T5730C, and A6120G
in env and T500A, A549G, G676A, T766C, and T767G in the
LTR regions. Six sequences presented the amino acid change
V19811 and clustered together in the env tree (BRLO48-02,
BRSP145-08, BRSP205-09, BRSP232-08, BRSP414-09, and
BRSP01-10).

According to the NCBI-Genotyping and the REGA-
Subtyping websites all isolates from the present study be-
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longed to the Cosmopolitan HTLV-la subtype, the same
subtype detected by phylogenetic analysis (bootstrap value of
80% for env and 87% for LTR, and a p<0.001 for both). In
addition, all isolates belonged to the Transcontinental sub-
group A (supported by a p<0.001) and clustered in two Latin
American clusters (A and B) in the LTR tree (supported by a
p<0.001 in ML analyses).

These phylogenetic results are in accordance with the re-
sults obtained in HTLV-1 strains characterized from the north
and northeast regions of Brazil. In fact, nucleotide similarities
in LTR sequences of 99.2% and 98.9%, respectively, were de-
tected in strains isolated from individuals from Cruz das Al-
mas and Salvador cities (southeastern Brazil), and of 99.3%
and 97.3%, respectively, in strains isolated from individuals
from Fortaleza and Rio Branco cities (northern Brazil).'*"?

Molecular analysis of HTLV-1 isolates from HIV-1/HTLV-
1-coinfected individuals from northern Brazil disclosed the
Cosmopolitan HTLV-1a subtype circulating in four women
from Feira de Santana, state of Bahia,” and in two men from
Belém, state of Para.” Corroborating these and the present
study, phylogenetic analysis of HTLV-1 isolates from several
populations in Brazil confirms HTLV-la, Transcontinental
subgroup A as the most prevalent in the country,*'*'* and
suggests a post-Columbian introduction of HTLV-1 into the
Brazilian population in the state of Bahia and maybe in other
places in Latin America.*”'*™

Indeed, the majority of the sequences from this study
clustered into Latin American Cluster A, although some se-
quences clustered in Latin American Cluster B. The well-
divided clusters of Latin American could suggest different
introductions of HTLV-1 in Brazil, and also in HIV/HTLV-1-
coinfected individuals (both from the south and southeast
regions). Still, the high level of similarities among sequences
leads us to speculate on a recent introduction of HTLV-1 in
Brazil.

In conclusion, these data show that the Cosmopolitan
HTLV-1a subtype is also frequent in HIV coinfected patients
from southern and southeastern Brazil, suggesting spreading
of HTLV-1 in the country. The mutations observed should be
monitored in the context of molecular epidemiology. More-
over, this is the first study of the molecular characterization of
HTLV-1 sequences from Londrina, southern Brazil, providing
insight into the HTLV-1 dynamic epidemic in this country.

Sequence Data

The GenBank accession numbers for the HTLV-1 sequences
included in the phylogenetic study are as follows: env: ATK
(J02029), TSP-1 (M86840), MT-2 (M37747), HS35(D13784),
CH (M69044), 2036-A (AY604874), pt3ATL (U81866), ptSATL
(UB1867), pt8ATL (U8B1868), 2306 (AY604896), MZ9-08
(HM770441), EL (M67514), Co-006 (AF405343), Co-007
(AF405344), 2049-A (AY604875), 2050 (AY604876), 2051
(AY604877), 2091-A (AY604885), 2132 (AY604887), BOI
(L36905), ATL-YS (U19949), H5 (M37301), H990 (U81862),
IP60-A (AY604934), PAR (AY604935), RK13-Ger (AF042071),
SP (M69044), Mel5 (L02534), STLV-1-sm (U94516); LTR: ATK
(J02029), pygl9 (L76310), IT IS (Z32527), MWMG (Z31662),
T49 (L76305), GAB7 (L76311), GH78 (D23693), OD (U12805),
BO (U12804), Ni3.Peru (Y16485), H5 (M37299), HTLVO01
(DQO05556), HTLV20 (DQ005564), CH26 (D23690), FNN148
(DQO05548), Nar (AF063820), Me3.Peru (Y16480), FNN155
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(DQO05551), Cam (AF063819), IDUSSA (DQ005555), FNN156
(DQO05552), MAQS (X88876), MASU (X88877), JCP (X88875),
HKN (X88874), FCR (X88873), CMC (X88872), AMA (X88871),
FNN100 (DQO005547), FNN149 (DQ005549), CA253 (EU10
8722), CA423 (EU108724), CA422 (EU108721), HB3120 (DQ
471206), HB3203 (DQ471205), FS157 (GU225732), FS67
(GU225731), VSF842 (EF672337), VSE310 (EF672336), AC042
(EU392160), AC181 (EU392159), Mel5 (L02534).

The GenBank accession numbers of the HTLV-1 fragments
sequenced in our laboratory and included in the phylogenetic
analysis are as follows: env: BRLO14-02 (HM770426), BRLO15-
02 (HM770427), BRLO34402 (HM770428), BRLO47-02
(HM770429), BRLO4802 (HM770430), BRSP01-10 (HM770431),
BRSP134-08 (HM770432), BRSP145-08 (HM770433), BRSP205-09
(HM770434), BRSP206-08 (HM770435), BRSP232-08 (HM77
0436), BRSP320-09 (HM770437), BRSP42-09 (HM770438),
BRSP414-09 (HM770439), BRSP425-09 (HM770440); LTR:
BRLO14-02 (JF271836), BRLO15-02 (JF271837), BRLO30-02
(JF271838), BRLO34-02 (JF271839), BRLO37-02 (JF271840),

BRLO47-02 (JF271841), BRLO48-02 (JF271842), BRSP134-08
(JF271843), BRSP145-08 (JF271844), BRSP206-08 (JF271845),
BRSP232-08 (JF271846), BRSP42-09 (JF271847), BRSP205-09
(JF271848), BRSP320-09 (JF271849), BRSP414-09 (JF271850),
BRSP425-09 (JF271851), BRSP01-10 (JF271852).
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elements of HTLV-1 isolates from
HIV/HTLV-1-coinfected patients

Mariana Cavalheiro Magri'?, Emanuela Avelar Silva Costa' and Adele Caterino-de-Araujo "

Abstract

geographic area has to be determined.
Keywords: HTLV-1, LTR region, Sequencing

Background: In Virology Journal 2011, 8535, Neto et al. described point mutations into Tax-responsive elements
(TRE) of the LTR region of HTLV-1 isolates from asymptomatic carriers from Sao Paulo, Brazil, and hypothesized that
the presence of the G232A mutation in the TRE-1 increase viral proliferation and conseguently the proviral load
(PvL), while the A184G mutation in the TRE-2 do not have such effect.

Findings: We performed the real-time PCR assay (pol) and sequenced LTR region of HTLY-1 isolates from 24
HIV/HTLV-1-coinfected patients without HTLV-1-associated diseases from the same geographic area. These
seguences were classified as belonging to the transcontinental subgroup A of the Cosmopolitan subtype a. The
frequency of G232A mutation (16/24, 66.7%) was high as much as 61.8% reported by Neto's in HTLV-1
asymptomatic cariers with high PvL. High frequency (13/24, 54.2%) of double mutations G232A and A184G was
also detected in HV/HTLV-1-coinfected patients. We did not quantify PvL, but comparative analyses of the cycle
threshold (Ct) median values of the group of isolates presenting the mutated-types sequences (Ct 335, n=16)
versus the group of isolates with the wild-type sequences (Ct 32, n=8) showed no statistical difference (p=04220).
Conclusion: The frequencies of mutated-type sequences in the TRE-1 and TRE-2 motifs were high in

HIV/HTLV-1-coinfected patients from Sao Paulo, Brazil. If these LTR point mutations have predictive value for
the development of HTLV-1-associated diseases or they correspond to the subtype of virus that circulate in this

Findings

In the December 13", 2011 issue of Virology Journal,
Neto and collaborators described point mutations into
21-bp repeat motifs, named Tax-responsive elements
(TRE), present in the 5 LTR region of human T-
lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) isolated among
asymptomatic carriers from Sao Paulo, Brazil, and
hypothesized that the presence of G232A nucleotide
substitution in the A domain of the first TRE (TRE-1)
increase viral proliferation and consequently the proviral
load (PvL), while the A184G mutation in the A domain
of TRE-2 do not have such effect [1]. This hypothesis is

* Correspondence: caterino@usphbr

"Immunology Department, Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Amaldo, 355, 11°
andar, Sao Paulo, SP 01246-902, Brazil

Faculdade de Ciéndas Farmacéuticas, Universidade de 530 Paulo, Av. Prof,
Lineu Prestes 580, Sao Paulo, SP CEP 05508-000, Brazil

( ) BiolMed Central

very interesting, and we decided to add some informa-
tion in regard to the presence of such point mutations
in HIV/HTLV-1-coinfected patients who present no
symptoms of HTLV-1-associated diseases from the same
geographic area.

A previous study conducted by our group working at
the Instituto Adolfo Lutz (a public health laboratory in
Sao Paulo, Brazil) analyzed the best algorithm to be
employed in the diagnosis of HTLV-1 and HTLV-2 in
at-risk individuals of Sao Paulo. We performed con-
firmatory assay by the real-time PCR (at least in dupli-
cate) to detect pol provirus gene segments of HTLV-1
and HTLV-2, and employed the human albumin gene as
an internal control. The real-time PCR (pol)
optimization for HTLV-1 was conducted with the cell
line C91-PL using 10-fold DNA dilutions, and showed
detection limit of 10 ng of DNA input. We did not

© 2012 Magri et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commaons Attribution License (httpy//fcreativecommons.org/licenses/by/2 0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in ary medium, provided the original work is properly cited.
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quantify the proviral load (PvL), and used the PCR as
qualitative assay. The coefficient of variation of the cycle
threshold (Ct) values for the intra- and inter-assays were
less than 1.6% and 1.0%, respectively [2].

At present study, DNA samples of 24 HIV/HTLV-1-
coinfected individuals of which we have Ethnical Board
approval and that scored HTLV-1 positive by the real-
time PCR assay (pol) were also sequenced for partial
LTR region, and by NCBI-Genotyping and REGA-
Subtyping tools websites and phylogeny they were classi-
fied as belonging to the transcontinental subgroup A of
the Cosmopolitan subtype a, the same subgroup A
detected by us in a previous study conducted with HIV/
HTLV-1-coinfected patients [3], and by Neto et al
among asymptomatic carriers [1]. The median age of the
24 individuals was 44 years (ranging from 27 to 65) and
58.3% were female (Table 1). Multiple alignment of the
24 sequences [GenBank:JF271843 to JF271852, and
JX280947 to JX280960] along with the ATK prototype
(wild-type sequence) [GenBank:J02029] and the TRE-1
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and TRE-2 motifs described by Neto et al. were per-
formed using the Clustal W multiple-sequence align-
ment tool from BioEdit Sequence Alignment Editor
version 7.0.5.3 software.

The frequency of the substitution A — G in the second
nucleotide (A domain) of the TRE-1 motif (the TRE-1
G232A mutation) and the substitution G— A in the
third nucleotide (A domain) of the TRE-2 motif (the
TRE-2 A184G mutation) was summarized in Table 1. Of
24 subjects, the TRE-1 G232A mutation was detected in
16 (66.7%) and the TRE-2 A184G mutation in 13
(54.2%). Furthermore, 13 subjects (54.2%) had double
mutations of the TRE-1 G232A and the TRE-2 A184G,
three (12.5%) had the TRE-1 G232A mutation only,
none had the TRE-2 A184G mutation only, and eight
(33.3%) had no mutation in both sites. Thus, all the 13
subjects with the TRE-2 A184G mutation had the TRE-1
G232A mutation together.

The frequency of the TRE-1 G232A mutation (66.7%)
in HIV/HTLV-1-coinfected patients was high as much

Table 1 General features of HIV-HTLV-1-coinfected individuals from Sao Paulo, Brazil

Sample GenBank Gender Age Real-time PCR Sequencing (LTR)
(n=24) (AN) (years)  Lmiva (peh  Albumin TRE-1 motif TRE-2 motif
Ct Cct AAGGCTCTGACGTCTCCCCCC TAGGCCCTGACGTGICCCCC

BR5P134-08 JF271843 M 45 37 35 ~ "
BR5P145-08 JF271844 M 50 36 30 G A
BRSP206-08  JF271845 F 42 34 29 G

BR5P232-08 JF271846 F 56 35 27 A
BR5P42-09 JF271847 F 55 33 28

BRSP205-09 JF271848 F 27 36 27 G A
BRSP320-09 JF271849 F 51 36 31 .

BR5P414-09 JF271850 M 62 40 25 G A
BR5P425-09 JF271851 F 57 32 26

BRSPO1-10 JF271852 F 32 41 32 G A
BRSP30-10 JX280947 F 38 29 24 . .
BRSP37-10 JX280948 M 43 29 24 G A
BRSP38-10 JX280949 M 45 32 25 G

BRSP71-10 JX280950 M 33 28 21 G

BRSPO3-10 JX280051 F 43 27 22 G

BRSPS7-10 JX280952 M 37 33 22 G

BR5P101-10 JX280953 F 40 30 24

BR5P105-10 JX280954 M 41 29 22 G A
BRSP118-10  JX280955 M 65 27 22

BR5P171-10 JX280956 F 30 32 22

BRSP40-11 JX280957 M 46 36 25 G A
BR5P142-11 JX280958 F 57 32 24 G

BRSP194-11  JX280959 F 37 33 24 G

BR5P6£S-12 JX280560 F 50 36 30 G

Legend: AN-Accession Numbers, F-Female, M-Male, Ct- Cycle threshold.
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as 61.8% reported by Neto's in HTLV-1 asymptomatic
carriers with a high PvL [1]. We also found that the fre-
quency of double mutations of the TRE-1 G232A and
the TRE-2 A184G in HIV/HTLV-1-coinfected was high
(54.2%). Unfortunately we did not quantify PvL, thus we
could not compare PvL between patients with and with-
out TRE point mutations. Instead, we compared the Ct
median value of the real-ime PCR assay (pol) between
the two groups. There was no statistical difference in the
median of the Ct values between patients with the any
mutated-types sequences of 33.5 (ranging from 27 to 41,
n=16) and patients with the wild-type sequences of 32
(ranging from 27 to 37, n=8) (Mann-Whitney test,
p=0.4220).

Regardless the limited number of samples of our study
we confirmed the frequency of mutated-type sequences
in the TRE-1 and TRE-2 was high in HIV-HTLV-1-coin-
fected patients. We do not know if these mutated-type
sequences are the result of a selective advantage of such
virus during chronic infection or if they denote the types
of HTLV-1 that circulate in this geographic area. Inter-
estingly, in our ongoing study, when we compare LTR
sequences from Brazil and sequences from elsewhere,
mutated-type sequences in the TRE-1 and TRE-2 regions
are detected mostly in Brazil (data not shown). In oppos-
ition of what is hypothesized by Neto et al., we suggest
that these LTR point mutations could have a protective
effect, since no case of HTLV-1-associated diseases was
detected among such patients, although a longitudinal
study is necessary to confirm this hypothesis. Yet, it is
relevant to point that all the individuals from the present
study were undergoing antiretroviral therapy, which
could interfere in retrovirus selection. Corroborating our
hypothesis, Montagne et al. studying the effect of point
mutations in the A, B and C domains of TRE-3 observed
that the integrity of the B domain was absolutely
required to mediate the Tax1 activation of the 21-bp en-
hancer element, while mutation of the A and C domains
reduced the Tax1 effect, and mutation in both A and C
domains abolished the Tax1 effect [4]. Thus, the integrity
of the TRE is imperative for the induction of the pro-
moter / enhancer element, and consequently disease
progression.

Taking together these data we do not know if the high
PvL precede the emergence of the mutated-type
sequences or is a consequence of the presence of such
mutated strains. Only longitudinal studies could help to
answer this question. Finally, it is important to extend
these data to clarify the role of the LTR point mutations
in TRE, and to identify markers that could have predict-
ive value for the development of HTLV-1-associated dis-
eases, mostly in countries were HTLV-1 is endemic, like
Brazil.
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Abstract

The tax gene of human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) diverges among isolates according to geographic
regions and has been classified into two genotypes: taxA and taxB. In Brazil, taxA is the most prevalent genotype
in symptomatic and asymptomatic carriers. Few studies have been conducted in HIV-infected patients. The
present study characterized the tax gene (1059 bp) in 13 Brazilian HIV-1/HTLV-1-coinfected patients from the
south and southeast regions. The results confirmed the transcontinental HTLV-1 subgroup A of the Cosmo-
politan subtype and showed high nucleotide similarity both among Brazilian sequences and in relation to the
ATK prototype (99.5% and 99.2%, respectively). Six nucleotide substitutions were highly conserved among
isolates, ranging from 76.9% to 100%: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T, G8231A, and A8367C. The presence of
the Brazilian molecular signature of genotype taxA was confirmed in all of the isolates, and they clustered into

two Latin American clusters, which confirms the double introduction of HTLV-1 in Brazil.

UMAN T-LYMPHOTROPIC VIRUS TYPE 1 (HTLV-1) is the

etiological agent of the hematological disorder adult T
cell leukemia/lymphoma (ATLL) and the neurologic syn-
drome HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (HAM/TSP).'” It is estimated that 20 million in-
dividuals are infected by HTLV-1 worldwide, mainly in
southwestern Japan, the Caribbean area, some regions of
Africa, and Central and South America.'? Based on the phy-
logenetic analysis of the long terminal repeat (LTR) and env
regions of the genome of HTLV-1, different subtypes and
subgroups of HTLV-1 have been desaribed around the world,
mostly related to human migratory routes and geographic
areas.'”

HTLV-1 is widespread in the northeast region of Brazil >*
and studies on its origin and dissemination showed that
HTLV-1 was recently introduced in this region, most likely
through the post-Columbian migrations of the African slave
trade between the sixteenth and nineteenth centuries.”®
HTLV-1hasalso been detected in other regions of the country,
but with a smaller percentage of cases than in the northeast.*
The molecular characterization of HTLV-1 in Brazil showed
that the Cosmopolitan subtype (a) of transcontinental sub-
group A was prevalent, although historical data indicated
that the slave trade movement originated from west Africa,

where only the western African subgroup (C) circulates.”®
One study on the genetic background of HTLV-1-infected
individuals from Brazil confirmed the introduction of HTLV-1
by infected individuals from the southern region of Africa.”

Brazil also has the largest Japanese population outside of
Japan, almost 1.5 million, and 1 million live in Sao Paulo
{southeastern Brazil).” Therefore, the introduction of the Jap-
anese HTLV-1 subgroup B in this geographic area could be
hypothesized. In fact, this subgroup was detected in some
individuals from southeastern Brazil.'”

On the basis of the molecular analysis of the fax gene,
HTLV-1 strains were classified into two genotypes, taxA and
taxB, whose association with clinical disease was suggested.

Although there are few studies on fax molecular charac-
terization in Brazil, one study with a large number of indi-
viduals (symptomatic and asymptomatic carriers) from Sao
Paulo and Rio de Janeiro (southeast) characterized the entire
tax gene and demonstrated a Brazilian molecular signature
(five nucleotide substitutions in relation to the ATK proto-
type: C7401T, T7914C, C7920T, C7982T, and G8231A) char-
acteristic of the taxA genotype.'’ Corroborating these data,
another study from Sio Paulo showed the same pattern of
mutations and a lack of association between the tax genotype
and disease pmgncssion.u

"Laboratorio de Retrovirus, Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz, Secretaria de Estado da Saiide de Sao Paulo, Sao Paulo, S.P., Brazil.
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In addition to some regions of Brazil being considered en-
demic for HTLV-1 infection,* Brazil is considered epidemic for
HIV /AIDS, with prevalence rates of 0.3% to 0.6%"; as a re-
sult, HIV/HTLV-1 coinfection has been described in this
country, with prevalence rates varying according to the geo-
graphic area. For example, in the cities of Salvador (north-
eastern Brazil), Santos (southeastern Brazil), and Londrina
(southern Brazil), HTLV-1 prevalence rates of 17.1%, 6.0%,
and 0.8%, respectively, were detected in HIV-coinfected
individuals.'**

To gain further insight into the history of HTLV-1 in Brazil,
especially in the at-risk population infected by HIV-1 in the
south and southeast regions, we conducted the present and
preliminary studies. A few years ago, we determined the
prevalence of HTLV-1 and HTLV-2 in patients with HIV/
AIDS from Londrina and its vicinities in the south of Brazil
and detected HIV /HTLV-1/2 coinfection in 6.4% of cases'®:
subsequently, we characterized HTLV-1 isolates from south-
ern and southeastern Brazil using the LTR and env regions'’
and confirmed the HTLV-la Cosmopolitan subtype, sub-
group A, which clustered into two Latin American clusters.

In the present study, another genomic region (tax) was
analyzed for the molecular signature described in Brazilian
isolates. The study population consisted of 13 patients with
HIV /AIDS who were coinfected with HTLV-1 from Londrina
andits vicinities (BRLO) and Sdo Paulo (BRSP)." Five patients
are from Londrina (five men) and eight are from Sao Paulo
(five women and three men). DNA samples were extracted
from peripheral blood leukocytes, and the tax region was
amplified using a previously described modified protocol,"
in which PCR was optimized using the GoTaq Colorless
Master Mix (Prome ga Corporation, Madison, WI) to impro ve
stability. Fragments of 1119 bp were obtained, and 1059 bp
were sequenced with an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster, CA). All of the sequencing chromato-
grams were assembled and edited with Sequencher 4.7 soft-
ware. Multiple alignments were performed using the Clustal
W multiple-sequence alignment tool from BioEdit Sequence
Alignment Editor, version 7.0.5.3, software with a reference
set available in the GenBank database (http://www .ncbi
nlm.nih.gov/genbank), in which the nucleotide and amino
acid substitutions were searched.

HTLV-1 subtyping was screened with the NCBI Genotyp-
ing  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ projects/ genotyping /
formpage.cgi) tool website. Neighbor-joining (NJ) and maxi-
mum likelihood (ML) phylogenetic trees were constructed
based on an appropriate nudeotide substitution models de-
termined by Modeltest v3.7 (TrN+G model) using PAUP
v4bl0 software. Bootstrapping was performed with the
stepwise addition algorithm for 1000 replicates. The EL
(HTLV-1b) sequence was used as the outgroup. Nucleotide
distances were estimated using MEGA4 software. Sequences
of 1059bp (nt 7324-8382 in relation to the ATK prototype)
were initially analyzed using the NCBI Genotyping tool, and
the presence of the HTLV-1a subtype was found in all of the
study samples. The phylogenetic analysis of a 977-bp segment
of 49 HTLV-1 tax sequences available in the GenBank data-
base, including the 13 new sequences, was used to construct
the tax phylogenetic tree (Fig. 1). The phylogenetic tree con-
firmed that all of the study sequences belong to the HTLV-1a
subtype, genotype taxA. Moreover, the 13 new fax sequences
clustered into two different clusters inside the genotype taxA.
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FIG. 1. Phylogenetic tree constructed by the neighbor-
joining method using the PAUP v4bl0 software for the
partial fax region of 977 bp (position 7378-8354 relative to the
ATK prototype) of human T-lymphotropic virus type 1
(HTLV-1) of 49 isolates, including sequences from the south
and southeast rc%-ions of Brazil (GenBank AN JN887698—
JNB87710) in bold, generated with the TtN+G model
Bootstrap values above 65% and zero length using the like-
lihood ratio test with p<0.001 (**) and p<0.05 (*) in key
branches are depicted. The HTLV-1 EL isolate was used as
the outgroup.

Of note, the previous molecular analysis of the LTR and env
regions of such isolates characterized these strains as be-
longing to the HTLV-1a Cosmopolitan subtype, transconti-
nental subgroup A, clustering into two branches of Latin
America,"” the same branches detected in the present study
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(Fig. 1). These findings strengthen the suggested concept of
the different introduction of HTLV-1 in Brazil>* %7 and
among HIV-coinfected patients.

Nucleotide similarity estimations showed a similarity of
99.5% among all of the study sequences and when they were
stratified into two groups: one from Sao Paulo and the other
from Londrina and its vicinities. The analysis of sequences in
relation to the ATK prototype showed a nucleotide similarity
of 99.2%. Interestingly, the comparative analysis of HTLV-1
isolates from Chile with the ATK prototype showed 99.6%
nucleotide similarity in the tax region.® Because Brazil and
Chile are located in Latin America, these results could suggest
an earlier introduction of HTLV-1 in Brazil.

Six nucleotide substitutions were highly conserved among
the 13 new Brazilian sequences in relation to ATK: C7401T
and T7914C in 76.9% of the sequences (except for Latin
American cluster B) and C7920T, C7982T, G8231A, and
A8367C in 100% of the sequences. These data are presented in
Table 1 and confirm the molecular signature previously de-
scribed in Brazilian sequences of HTLV-1."'* Two of the
nucleotide substitutions at positions C7982T and G8231A re-
sulted in amino acid changes of A2661V and S2744N.

It is important to note that the protocols selected and op-
timized for the PCR, nested PCR, and sequencing in the
present study amplified a large segment of the tax gene, which
only lacks the three initial fax nucleotides. These three nu-
cleotides characterize the start codon of Tax (amino acid
methionine) and are located at the beginning of the viral en-
velope gene.

In conclusion, despite the continental size of Brazil, the
different social habits and risk factors of its population, and
the regional differences in the genetic background of indi-
viduals, the same molecular signature of genotype taxA was
detected in HTLV-1 strains isolated from HIV-1-coinfected
patients from the south and southeast regions. The hypothesis
of multiple introductions of HTLV-1 in Brazil was also con-
firmed in the present study.

Sequence Data

The GenBank accession numbers for the HTLV-1 fax se-
quences induded in the phylogenetic study are as follows: ATK
(702029), TSP-1 (M86840), BRRJ017_95 (D(Q323833), BRR]I69_00
(DQ323845), BRRJc127_97 (DQ323840), BRRJ3476 (DQ323834),
BRRJal07 96 (DQ323835), BRRP388 (DQ323855), BRRP165
(DQ323875), BRRJa156_971 (DQ323836), BRRPOOM (DQ323870),
BRRP438 (DQ323862), BRRPOS0 (DQ323850), BRRP464
(DQ323883), ArJ13-1(DQ227134), ArJ2-1 (DQ227130), ArJl6-1
(DQ227135), Arf11-5 (DQ227158), Arf55-2 (DQ227189), BOI
(L36905), WHP (AF259264), htlvtax5 (AF226593), ATL150
(AB036376), RKI3-Ger (AF042071), RKI2-Rum (AF003012),
HC34-13 (AB045549), MT-2 (AF292000), HC139 (AB045520),
ATL-YS(U19949), HAMS0 (AB045481), (AF485380), (AF485381),
31/98 (AF133525), 122 /97 (AF133524), EL (M67514).

The GenBank accession numbers of the HTLV-1 tax sequences
obtained in our laboratory and included in the phylogenetic
analysis are as follows: BRLO14-02 (JN887698), BRLO15-02
(TNB87699), BRLO34-02 (INS887700), BRLO37-02 (JN887701),
BRLO48-02 (JN887702), BRSP134-08 (JN887703), BRSP145-08
(TN887704), BRSP206-08 (JN887705), BRSP232-08 (JN8S7706),
BRSP42-09 (JN887707), BRSP205-09 (JN887708), BRSP320-09
(TN887709), BRSP414-09 (JN8S7710).
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Anexo K - Numero dos isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e

regido (sul) e de Sdo Paulo (sudeste) no Brasil, e seus respectivos nimeros de

acesso no GenBank para as regides LTR, env e tax do genoma proviral do HTLV-1.

HTLV-1 N° de Acesso no GenBank
Isolado LTR (731pb) env (705pb) tax (1059pb)
BRLO14-02 JF271836 HM770426 JN887698
BRLO15-02 JF271837 HM770427 JN887699
BRLO30-02 JF271838

BRLO34-02 JF271839 HM770428 JN887700
BRLO37-02 JF271840 JQ435912 JN887701
BRLO47-02 JF271841 HM770429

BRLO48-02 JF271842 HM770430 JN887702
BRSP134-08 JF271843 HM770432 JN887703
BRSP145-08 JF271844 HM770433 JN887704
BRSP206-08 JF271845 HM770435 JN887705
BRSP232-08 JF271846 HM770436 JN887706
BRSP42-09 JF271847 HM770438 JN887707
BRSP205-09 JF271848 HM770434 JN887708
BRSP320-09 JF271849 HM770437 JN887709
BRSP414-09 JF271850 HM770439 JN887710
BRSP425-09 JF271851 HM770440

BRSP01-10 JF271852 HM770431

Legenda: N° - nimero; pb - pares de bases
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Long Terminal Repeat Sequence Analysis of HTLV-2
Molecular Variants Identified in Southern Brazil
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Abstract

In Brazil, human T-lymphotropic virus type 2 (HTLV-2) is endemic in Amerindians and epidemic in intravenous
drug users (IDUs). The long terminal repeat (LTR) is the most divergent genomic region of HTLV-2, therefore
useful to characterize subtypes. Nucleotide sequence and restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis of LTR genomic segments of fourteen HTLV-2 strains isolated from HIV-infected patients of Londrina,
Southern Brazil, were carried out. Molecular analysis disclosed that all HTLV-2 strains belonged to 2a subtype,
and RFLP detected the presence of the a4, a5, and a6 subgroups according to Switzer’s nomenclature. RFLP
correlated with nucleotide sequence, and phylogenetic analysis clustered HTLV-2 sequences of IDUs into sub-
groups a5and a6. HTLV-2 sequences from individuals of sexual risk factor clustered into the a4 subgroup. These
results extend the knowledge of the genetic diversity of HTLV-2 circulating in Brazil and provide insights into

HTLV-2 transmission and virus movement in this geographic area.

UMAN T-LYMPHOTROPIC VIRUS TYPE 2 (HTLV-2) appears

to be an endemic infection of ancient people in both
Africa and the Americas, but epidemic among intravenous
drug users (IDUs) in urban areas of North America, Europe,
and Southeast Asia.'” In Brazil, HTLV-2 has long been con-
sidered endemic among indigenous population from the
Amazon region (North)** and recently in the South region.”
HTLV-2 had been detected in low frequencies in the general
population as blood donors,”® and in high frequencies in
HIV/AIDS and IDUs, mostly of the Southeast and South of
Brazil.> " Thus, in Brazil, HTLV-2 infection is endemic in the
North and epidemic in the South.

The routes of HTLV-2 transmission depends on the popu-
lation analyzed, where sexual intercourse and breast-feeding
are the main forms among Amerindians and the general
population of Brazil,*” while blood-born transfusion by
sharing HTLV-infected needles account for transmission/
acquisition among IDUs.** "

Molecular characterization of env, long terminal repeat
(LTR), and tax genomic regions of HTLV-2 has recognized
three HTLV-2 subtypes: HTLV-2a, HTLV-2b, and HTLV-2d.
In Brazil, a unique HTLV-2 subtype was detected among
IDUs and Amerindians; this subtype possesses a long trans-
activating protein Tax similar to HTLV-2b and the env, and

LTR genomic regions similar to HTLV-2a.* Therefore, this
HTLV-2 subtype was tentatively named HTLV-2¢,* albeit
complete nucleotide sequences of several genomes had un-
equivocally demonstrated that the Brazilian HTLV-2 strains
are molecular variants of the HTLV-2a subtype.'*"* Inter-
estingly, molecular analysis of Brazilian HTLV-2a isolates
disclosed that they have originated from two sources: Brazi-
lian Amerindians and European/North American IDUs."®
HTLV-2b subtype, although endemic in Amerindians from
Central America, Colombia, Venezuela, Chile, and Argentina,
was only recently detected in Brazil among blood donors
from the South,'® and in IDUs infected with HIV from the
Southeast."”

Several years ago, we conducted a study on the prevalence
of HTLV-1 and HTLV-2 in HIV/ AIDS patients from Londrina
and vicinities, South of Brazil, and disclosed high frequency of
HIV/HTLV-2 co-infection in these patients.'" Using restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP) analysis of LTR
and env genomic regions, we identified HTLV-2a circulating
in this geographic region.'® At present, we decided to extend
this data searching for HTLV-2a subgroups correlating with
risk factor for HTLV transmission/acquisition. Using a clas-
sification system that accommodate restriction sites described
by Switzer'? and Eiraku,>” we employed seven enzymes in

'Retrovirus Laboratory, Virology Department, and *Immunology Department, Instituto Adolfo Lutz, Secretary of Health of Sao Paulo, Sao

Paulo, S.P., Brazil.

*Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas—Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, S.P., Brazil.
*Pathology, Clinical Analysis and Toxicology Department—Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR., Brazil.
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FIG. 1. Representative Neighbor Joining phylogenetic
tree of partial HTLV-2 LTR region (458bp) generated
with the HKY+i+G model, using Paup 4b10. Bootstrap
values above 70% in key branches are depicted. Se-
quences from Londrina, Southern Brazil are in bold.
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FIG. 2. Representative Maximum Likelihood phyloge-
netic tree of partial HTLV-2a LTR region (458 bp) gener-
ated with the HKY+i+G model, using Paup v4b10. The
analyzed samples are showed in bold.
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RFLP LTR genomic analysis (i.e., Dra 1l, Ban 11, Ava 11, Sau 1, Bgl
I, Sacll, and Sma T). Nested polymerase chain reaction was
used to amplify a 666-bp LTR region (nt. 64 to 729)," and the
products obtained were submitted to RFLP and sequencing
analysis. Predicted endonuclease maps were constructed
using Sequencher 4.7 software and NEBcutter V2.0 (http://
tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) tools and compared
with RFLP gel patterns.

LTR-amplified products were sequenced in a ABI 3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). All
sequencing chromatograms obtained were assembled and
manually edited with Sequencher 4.7 software. Multiple
alignments were performed using ClustalW multiple-
sequence alignment software, with a reference set available in
the GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank). HTLV-2 LTR subtype was screened at NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) using Genotyping and BLAST tools.
Neighbor Joining (N]) and Maximum Likelihood (ML) trees
were constructed based in appropriate nucleotide substitution
models determined by Modeltest v3.7 (HKY+i+G model),

using PAUP (v4b10). Bootstrapping was performed using the
stepwise addition algorithm for 1000 replicates.

Phylogenetic analysis of a segment of 458 bp of 88 HTLV-2
LTR sequences including the fourteen new sequences of
Londrina, Southern Brazil (GenBank accession number
GU573730 to GU573743) were used to construct the phylo-
genetic tree (Fig. 1).

Seventy sequences were obtained in GenBank: 21 se-
quences of Brazilian Amerindians, blood donors, and IDUs
(19 of subtype 2a, and two of subtype 2b), 49 sequences of
endemic and epidemic populations of other countries [15 of
subtype 2a, 33 of subtype 2b, and one of subtype 2d (con-
sidered as the outgroup)] along with four sequences from Sao
Paulo (Southeast Brazil) not published yet (SP17, SP281,
SP305, SP510), were included in the analysis.

As shown in Figure 1, all HTLV-2 sequences from Londrina
clustered into subtype 2a beside other Brazilian sequences.
Figure 2 shows in detail HTLV-2a cluster, grouping the new
sequences into three main subgroups named a4, a5, and a6,
according to RFLP. Table 1 shows the predicted fragments
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TABLE 1. PREDICTED FRAGMENTS OBTAINED BY SEQUENCING AND RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
PoLymorrHISM ANALYSIS OF A PRODUCT OF 458-8P (NT 181 TO 638) oF HTLV-2 LTR REGION OF SEQUENCES
FROM LONDRINA, SOUTHERN BRAZIL

Subgroup a4 Subgroup a5 Subgroup ab Subgroup a6’
Enzymes fragment size fragment size fragment size fragment size
Avall 225/233 225/233 225/233 225/233
Drall 458 458 458 458
Banll 293/165 135/158/165 137/156/165 293/165
Bsu36l 303/155 303/155 303/155 303/155
Sacll 458 458 458 458
Bgll 450/8 450/8 450/8 450/8
Smal 340/118 340/118 458 458

Sequences belonging to each subgroup according to Switzer et al., 1995 classification system:'” HTLV-2 a4: BRLO18, BRLO19, BRLO23,
BRLO24, BRLO27, BRLO29, and SP305; HTLV-2 a5: BRLO7, SP17, and SP510; HTLV-2 aé6: BRLO9, BRLO12, BRLO21, BRLO22, BRLO2S,

BRLO31, and SP281; HTLV-2 a6”: BRLO26.

obtained by RFLP maps, confirming the results obtained by
phylogenetic trees (Figs. 1 and 2) and gel profiles (not shown).
Interestingly, one of sequences (BRLO23-02) although classi-
fied as subgroup a4 by RFLP, clustered apart of this subgroup
on the phylogenetic tree, but near to other Brazilian se-
quences; RP329 and K9 that belong to a blood donor from
Ribeirao Preto and a Kayapo Indian from Amazonia.'* Of
note, one branch of HTLV-2a subgroup a6 was almost ex-
clusively composed of sequences from Londrina. Ad-
ditionally, sequences from Sao Paulo, not yet in the GenBank,
clustered in the same three groups of HTLV-2a from Lon-
drina. Although the limited number of samples analyzed, we
could speculate on the route of virus transmission/acquisi-
tion. In fact, when we searched for risk factors of such pa-
tients, sequences of subgroup a4 (including the BRLO23-02)
were of individuals of sexual risk factor, while sequences of
subgroups a5 and a6 were of IDUs.

These results corroborate the results obtained in previ-
ous studies that clustered Brazilian viruses in a single
HTLV-2a clade, although with considerable diversity
among them > 4171920 Additionally, several studies
conducted with Brazilian HTLV-2 sequences pointed virus
transmission from Indians to IDUs of urban areas,' ™*'*"
14171920 bt the finding of a group almost exclusively of
IDUs (subgroup a6) could represent different route of vi-
rus transmission or different evolutionary rate. In accor-
dance of the last hypotheses, higher evolutionary rate and
genetic diversity of HTLV-2 are detected in European
IDUs than in Indians endemic populations.”’ Therefore,
we could speculate these events to occur among IDUs of
Londrina, Southern Brazil.

Moreover, the present study confirms RFLP as an alterna-
tive method for performing HTLV-2 epidemiological studies
in countries with poor resources setting. In conclusion, this is
the first study on molecular characterization of HTLV-2 se-
quences from Londrina, Southern Brazil, providing insights in
HTLV-2 dynamic epidemic in Brazil.
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Sequence data

The GenBank accession numbers for the sequences in-
cluded in the phylogenetic study are as follows: LTR: SFIFU6
2 (U73022), NOR2N (U10258), ATL18 (U10252), SMH1
(Y05147), SMH2 (Y09148), SFIFU5 5 (U73010), PUEBRB
(U10262), Mo (M10060), LASA (U10256), NAV DS (U10257),
OkInd15 8 (U73015), IVDU ros (AF054272), PH230PCAM
(Z46838), Mexyl7 (L42510), GHKT (L42507), RP329
(AF326583), K96 (AF326584), Kayapo78 (AF139388), Kaya-
po79 (AF1239389), SPWV (AF139382), Kayapo73 (L42509),
BRPOAS5 (DQO028605), BRPOA6 (DQ028606), BRPOA12
(DQO28613), BRPOA9 (DQ028608), BRPOAS (DQ028607),
BRAZA21 (U10253), Belem10 (AF139393), Kayapol39
(L42508), Belem02 (AF139392), BH223 (AY509600), BH315
(AY509601), BH339 (AY509602), Kayapo83 (AF139390), RC
(L77235), SPAN130 (U10266), PortVs (AY622979), SPAN129
(U10265), 130 (L77242), PortH1 (AY622977), PortNn
(AY622978), 1 OG (Y09154), T IT (Y09151), Gu (X89270), I OV
(Y09155), JAN (L77241), JA (L77239), ITA47A (U10254),
NY185 (U10259), 324 (L77243), RVP (L77244), ITA50A
(U10255), SFIFU4 10 (U73016), SFIFU6 4 (U73018), BRPOA10
(DQ 028611), FOR6 (AF054273), NRA (L20734), Okind14 7
(U73009), WYU2 (U12794), SEM1050 (U10263), PYGCAMI1
(Z46888), SEM1051 (U10264), PENN7A (U10260), PUEB AG
(U10261), Pilaga (AF054271), Gab (Y13051), WYU (U12792),
G12 (L11456), BRPOA11 (DQO28612), Efe2 (Y14365).

The GenBank accession numbers of the HTLV-2 fragments
sequenced in our laboratory and included in the phylogenetic
analysis are as follows: LTR: BRLO7-02 (GUS573730),

BRLO9-02  (GU573731),  BRLOI2-02  (GU573732),
BRLOI8-02  (GU573733), BRLO19-02  (GU573734),
BRLO21-02  (GU573735), BRLO22-02  (GUS573736),
BRLO23-02  (GU573737), BRLO24-02  (GU573738),
BRLO26-02  (GU573739), BRLO27-02  (GU573740),
BRLO28-02  (GU573741), BRLO29-02  (GU573742),
BRLO31-02  (GU573743).
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Human T Cell Lymphotropic Virus Type 2a Strains
Among HIV Type 1-Coinfected Patients from Brazil
Have Originated Mostly from Brazilian Amerindians
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Abstract

The human T cell lymphotropic virus type 2 (HTLV-2) is found mainly in Amerindians and in intravenous drug
users (IDUs) from urban areas of the United States, Europe, and Latin America. Worldwide, HTLV-2a and
HTLV-2b subtypes are the most prevalent. Phylogenetic analysis of HTLV-2 isolates from Brazil showed the
HTLV-2a subtype, variant -2¢, which spread from Indians to the general population and IDUs. The present
study searched for the types of HTLV-2 that predominate among HIV-1-coinfected patients from southern and
southeastern Brazil. Molecular characterization of the LTR, env, and fax regions of 38 isolates confirmed the
HTLV-2¢ variant in 37 patients, and one HTLV-2b in a patient from Paraguay. Phylogenetic analysis of se-
quences showed different clades of HTLV-2 associated with risk factors and geographic region. These clades
could represent different routes of virus transmission and/or little diverse evolutionary rates of virus. Taking
into account the results obtained in the present study and the lack of the prototypic North American HTLV-2a
strain and HTLV-2b subtypes commonly detected among HIV-coinfected individuals worldwide, we could
speculate on the introduction of Brazilian HTLV-2 strains in such populations before the introduction of HIV.

Introduction

THE HUMAN T CELL LYMPHOTROPIC Virus type 2 (HTLV-2)
is found mainly in American Indians and in intravenous
drug users (IDUs) in urban areas of the United States, Europe,
and Latin America." In Brazil, considered the country with
the largest number of people infected by HTLVs," HTLV-2 is
considered endemic among indigenous populations of the
Amazon region and among Indians of the south region, and
is present in IDUs of urban areas and in patients with
HIV/AIDS.>™

The HTLV-1/2 are low replicating viruses, thus have little
genetic sequence variation.'"'"> However, the env structural
gene and the long terminal repeat (LTR) region containing the
viral promoter are the most variable regions, thus are useful for
virus subtyping.3 The LTR represents a noncoding region and
consequently is not subject to the same evolutionary con-
straints as coding regions. The regulatory gene tax, which is

engaged in viral transcription, diverges among isolates by
nucleotide differences and size of the encoded Tax regulatory
protein; thus this region is also valuable for molecular and
epidemiological analysis.” ™' Still, the tax region allows us to
discriminate the molecular variant of Brazilian strains named
HTLV-2c, which encodes a long transactivating protein Tax
because of the loss of the stop codon in the fax gene position of
2735 and the gain of 25 amino acids (Fig. 1).2 Interestingly, the
Brazilian HTLV-2 strain has the tax region similar to the HTLV-
2b subtype and the env and LTR genomic regions similar to the
HTLV-2a s.ubtype.zm'15 The occurrence of the HTLV-2¢ variant
in Brazil is intriguing and its origin is not completely clarified.
It is thought that HTLV-2 reached the New World approxi-
mately 15,000 years ago by the human (Paleo Indians) migra-
tory wave that crossed the Bering land bridge. Two different
migratory routes paralleling the Andean Cordillera along the
Pacific Coast and toward the Amazon region could have in-
dependently resulted in the emergence of the HTLV-2c¢ strain,
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FIG. 1. Amino acid alignment of the fax region (A) and schematic Tax protein structure (B) among human T cell lym-
photropic virus (HTLV)-2a (Mo prototype), HTLV-2b (NRA prototype), HTLV-2¢ (BRLO02-02), and HTLV-2d (Efe2) sub-
types, highlighting the stop codon position in each sequence that results in an additional 25 amino acids at the C-terminal end
of the Tax protein of HTLV-2b and HTLV-2c and 13 amino acids in HTLV-2d subtypes in relation to the HTLV-2a subtype.
Note that the first amino acids are encoded in the env region not displayed in these sequence alignments.
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perhaps from a prototype 2a, or in the introduction of 2¢ ex-
clusively into the Amazon region.

Therefore, HTLV-2 molecular characterization worldwide
disclosed four HTLV subtypes: HTLV-2a and HTLV-2b, the
most prevalent among IDUs from urban areas of the Americas
and Europe and in the indigenous population of the Americas,
and with sporadic distribution in Asia and Africa; the HTLV-2¢
variant detected in the indigenous population of the Brazilian
Amazon and in IDUs from urban populations in Brazil; and the
HTLV-2d detected in pygmy tribes in Africa.'3¢2!

In 2010, we started the characterization of HTLV-2 isolates
that circulate in HIV-coinfected individuals from southern
Brazil using nucleotide sequence and restriction fragment
length polymorphism (RFLP) analysis of the LTR region, and
confirmed that all HTLV-2 strains belonging to the 2a sub-
type. Moreover, we observed an association of molecular
variants and sexual risk factor and injecting drug use.” Now,
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in order to expand these findings, confirm the HTLV-2 sub-
type prevalent in HIV-coinfected individuals from the south
and southeast regions, and provide information regarding the
characterization and the origin of HTLV-2 in such popula-
tions, the present study was conducted.

Materials and Methods

The samples analyzed consisted of blood samples obtained
from 38 patients with HIV/AIDS attending the AIDS Re-
ference Centers who were coinfected with HTLV-2: 28 from
Londrina city and vicinities in Parani (PR) state (BRLO,
southern Brazil) of whom we have complete epidemiological
data,”?? and 10 from Sao Paulo and Jundiai cities in Sdo Paulo
(SP) state (BRSP, southeastern Brazil) of whom we have only
data concerning gender and age. The available data on such
patients are described in Table 1 and the map showing the

TaBLE 1. EripEMIOLOGICAL DATA AND HUMAN T CiELL LymMPHOTROPIC VIRUS TYPE 2 SEQUENCES ACCESSION NUMBERS
OBTAINED FROM 38 HIV/HuMAN T CeELL LYMPHOTROPIC VIRUS TYPE 2-COINFECTED PATIENTS ATTENDING
AIDS REFERENCE CENTERS IN PARANA (SouTH) AND SA0 PAULO (SOUTHEAST) STATES OF BRAZIL

Gender/age Locality Risk GenBank AN GenBank AN GenBank AN

Patient code (years) (city—state) factor LTR env tax
BRLO02-02 F/26 Londrina-PR IDU HM770414 JN887712
BRLO03-02 F/39 Londrina-PR Sexual HM770390 JN887713
BRLO05-02 M/56 Londrina-PR IDU HM770391

BRLO07-02 M/41 Londrina-PR IDU GU573730% HM770392

BRLO09-02 M/30 Londrina-PR IDU GU573731° HM770393 JN887714
BRLO10-02 M/45 Londrina—PR Sexual HM770394

BRLO11-02 M/35 Londrina-PR DU HM770395

BRLO12-02 F/33 Londrina-PR IDU GU573732% HM770396 JN887715
BRLO18-02 F/29 Londrina-PR Sexual GU573733* HM770397

BRLO19-02 M/34 Londrina-PR IDU GU573734° HM770398 JN887716
BRLO21-02 F/30 Londrina-PR Sexual GU573735% HM770399 JN887717
BRLO22-02 M/46 Londrina-PR Sexual GU573736% HM770400 JN887718
BRLO23-02 F/39 Londrina-PR Sexual GU573737% HM770401

BRLO24-02 M/37 Londrina-PR Sexual GU573738° HM770402

BRLO25-02 F/33 Londrina-PR IDU HM770415

BRLO26-02 M/37 Londrina-PR IDU GU573739% HM770403 JN887719
BRLO27-02 F/31 Londrina-PR Sexual GU573740* HM770404 JIN887720
BRLO28-02 M/42 Londrina-PR Sex +I1DU GU573741* HM770405 JN887721
BRLO29-02 F/34 Londrina-PR Blood GU573742° HM770406

BRLO31-02 M/29 Londrina-PR DU GU573743% JN8B7722
BRLO32-02 M/34 Londrina-PR IDU HM770407 JN887723
BRLO35-02 M/34 Londrina-PR IDU HM770408 JN887724
BRLO37-02 M/46 Londrina-PR Sex +IDU JQ435902 JQ435911 JN887725
BRLO38-02 F/27 Londrina-PR Sexual HM770409 JN8B7726
BRLO39-02 M/32 Londrina-PR DU HM770410 JN8B7727
BRLO43-02 M/34 Londrina-PR IDU HM770411 JN887728
BRLO45-02 M/45 Londrina-PR Sexual HM770412 JN887729
BRLO49-02 M/35 Londrina-PR Sex +I1DU HM770413 JN887730
BRSP91-08 M/ 47 Sao Paulo-SP unknown JQ435903 HM770416

BRSP111-08 M/42 Sao Paulo-SP unknown HM770417

BRSP160-08 M/46 Sao Paulo-SP unknown JQQ435904 HM770418

BRSP171-08 F/33 Jundiai-SP unknown JQQ435905 HM770423 JN887731
BRSP172-08 M/ 46 Jundiai-SP unknown HM770424 JN887732
BRSP239-08 M/52 Sido Paulo-SP unknown JQ435906 HM770419 JN887733
BRSP319-08 F/47 Sao Paulo-SP unknown 1435907 HM770420 JN887734
BRSP348-08 M/35 Jundiai-SP unknown JQQ435908 HM770425 JN887735
BRSP84-09 M/36 Jundiai-SP unknown JQ435909 HM770421

BRSP130-09 M/29 Jundiai-SP unknown JQ435910 HM770422 JN8B7736

aSequcncef-; published by Magri ef al., 2010.22

M, male; F, female; PR, Parand state; SP, Sao Paulo state; IDU, intravenous drug users; AN, accession numbers; LTR, long terminal repeat.
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location and distances among the cities is presented in Fig. 2.
Signed informed consent was obtained from patients, and the
study was approved by the Ethics Committee of all partici-
pant institutions.

DNA samples were extracted from peripheral blood
leukocytes. The established protocol for amplification and se-
quencing the LTR region was previously published, and for
the env and fax regions were based on protocols previously
described,'***** in which one primer has undergone minor
nucleotide modification and thermal cycling conditions were
adjusted (Supplementary Table S1; Supplementary Data are
available online at www liebertpub.com/aid). Still, in both
protocols the polymerase chain reaction (PCR) and nested PCR
were improved in stability using the GoTag Colorless Master
Mix (Promega Corporation, Madison, W1). In addition, to re-
cover a few cases of HTLV-2-positive tax nested PCR that
generated bad sequences, the sequencing was repeated with
the primers described in Supplementary Table 52 and using
three additional primers: Px107 Forward 5 ACC CCATGT CAT
ATT CTG CCA3’ (nt. 7713-7733), Px108 Reverse 5’AGC CTT
TAC TTG GGA TTG TTT3’ (nt. 8265-8285), and Px104 Reverse
5'AAG TTC TTC TAA TCG TTT TAGY (nt. 7771-7791)."

Sequencing was performed using an ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster, CA). All of the se-
quencing chromatograms were assembled and edited with
Sequencher 4.7 software. Multiple alignments were per-
formed using the Clustal W multiple-sequence alignment tool
from BioEdit Sequence Alignment Editor, version 7.0.5.3,
software with a reference set available in the GenBank data-
base (http://www.ncbinlm.nih.gov/genbank), in which the
nucleotide and amino acid substitutions were searched.
HTLV-2 Mo and HTLV-2 NRA were used as prototypic ex-
amples of HTLV-2a and HTLV-2b subtypes, respectively; the
first was identified in a T cell line derived from an atypical
variant of hairy cell leukemia from patient Mo and the second
from a patient with CD8* T cell lymphoproliferative disorder,
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both in the United States.” HTLV-2 subtyping was screened
with the NCBI Genotyping (www.ncbinlmmnih.gov/
projects/genotyping/formpage.cgi) tool website. Neighbor-
joining (NJ) and maximum likelihood (ML) phylogenetic trees
were constructed based on appropriate nucleotide substitu-
tion models determined by Modeltest v3.7 using PAUP v4b10
software (HKY +i+G model for the LTR and env regions and
TrN+G model for the fax region), and showed similar to-
pologies. Bootstrapping was performed with the stepwise
addition algorithm for 1,000 replicates. The Efe2 (HTLV-2d)
sequence was used as the outgroup. HTLV-1 was not used as
the outgroup because it was previously indicated that the
analysis could decrease the signal-to-noise value, resulting in
serious topological errors.?® MEGA4 software was used to
estimate nucleotide distances.

Results

Although all efforts were made to improve the amplifica-
tion and sequencing of all HTLV-2 isolates, we were not able
to sequence some genomic segments (Table 1). The protocol
established for the LTR allowed us to obtain sequences of
458bp from 23 patients (15 from the southern region, 14
previously published,” and 8 from southeastern Brazil), se-
quences of 1,065bp for env from 37 patients (27 from the
southern region and 10 from southeastern Brazil), and se-
quences of 1,068 bp for fax from 25 patients (19 from the south
and 6 from the southeast regions of Brazil). All GenBank ac-
cession numbers are presented in Table 1 and in the section
Sequence Data.

The sequences were analyzed by the NCBI Genotyping tool
and by phylogeny and all belong to the HTLV-2a subtype
(Figs. 3, 4, and 5), except one (BRLO38-02) that belongs to the
HTLV-2b subtype (Figs. 4 and 5). The variant -2c was con-
firmed in all HTLV-2a isolates by tax sequence analysis using
the Clustal W multiple-sequence alignment tool, which

FIG. 2. Map of Brazil
showing the location of the
Sao Paulo state (highlighting
Sao Paulo and Jundiai cities,
distance 37 miles) and the
Parana state (highlighting
Londrina city, 330 miles from
Sao Paulo city).
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FIG. 3. Dendrogram showing the phylogenetic relationship
between 458 bp of the long terminal repeat (LTR) (nt. 181-
638 in relation to the Mo prototype—AN M10060) region of
the HTLV-2 strains, including sequences from the south
and southeast regions of Brazil (GenBank AN GU573730-
GU573743, and JQ435902-JQ435910) in bold. Bootstrap
values above 65% and zero length using the likelihood
ratio test with p<0.001 (**) and p<0.05 (*) in key branches
are depicted. The HTLV-2d Efe2 isolate was used as the
outgroup.
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FIG. 4. Dendrogram showing the phylogenetic relationship
between 1,065bp of the env (nt. 5573-6637 in relation to the
Mo prototype—AN M10060) region of the HTLV-2 strains,
including sequences from the south and southeast regions of
Brazil (GenBank AN HM770390-HM770425 and JQ435911) in
bold. Bootstrap values above 65% and zero length using the
likelihood ratio test with p<0.001 (**) and p<0.05 (*) in key
branches are depicted. The HTLV-2d Efe2 isolate was used as
the outgroup.
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FIG. 5. Dendrogram showing the phylogenetic relationship
between 1,068 bp of the tax (nt. 7213-8280 in relation to the Mo
prototype—AN M10060) region of the HTLV-2 strains, in-
cluding sequences from the south and southeast regions of
Brazil (GenBank AN JN887712-JN887736) in bold. Bootstrap
values above 65% and zero length using the likelihood ratio test
with p<0.001 (**) and p £0.05 (*) in key branches are depicted.
The HTLV-2d Efe2 isolate was used as the outgroup.

disclosed the loss of the stop codon in the fax gene position of
2735 and an additional 25 amino acids at the C-terminal end of
the Tax protein (Fig. 1).

Phylogenetic sequence analysis of the env tree in relation to
demographic and epidemiological data of patients disclosed
an association between viral variants and type of exposure to
the virus (IDU, p <0.001) and the place of origin of the patient
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(isolates from Jundiai city in Sao Paulo State are present in a
single clade, bootstrap =87%, p<0.001) (Fig. 4). But when the
sequences were analyzed by the LTR and fax phylogenetic
trees, it was observed that the sequences from Jundiai clus-
tered together on the IDU branch, not separately (LTR and fax:
p<0.001) (Figs. 3 and 5, respectively).

Molecular analysis of the LTR, env, and tax sequences of
HTLV-2, using MEGA4, showed high nucleotide similarity
between the Brazilian sequences (99.3%, 99.6%, and 99.9%,
respectively) and in relation to the HTLV-2a Mo prototype
(97.8%, 99.2%, and 99.3%, respectively), in contrast to the
low similarities detected in relation to the HTLV2-b NRA
prototype (similarity of 95.2%, 95.7%, and 96.7%, respective-
ly). When the sequences were stratified into two groups, one
from Londrina and another from Sao Paulo, no differences
were found. The similarities between the BRLO38-02 (HTLV-
2b subtype) sequences and the NRA (HTLV-2b prototype)
were 99.3% for the env and 99.5% for the fax region; unfor-
tunately, the LTR region amplification did not function as
required.

Regarding the presence of nucleotide substitutions in the
LTR region of HTLV-2 in relation to the Mo prototype, in
100% of sequences G214A, T265C, C401T, and C551G sub-
stitutions were detected, while G316C, G317T, A448G, and
T630C nucleotide substitutions were detected at frequencies
of 96.3%, 96.3%, 92.6%, and 85.2%, respectively. The T315G,
(320G, and G522 A nucleotide substitutions were detected in
44.4% of sequences.

Concerning the presence of mutations in the env region, six
nucleotide changes were very conserved among the isolates at
positions T5726C, A5794G, T6109C, C6226T, C6379T, and
A6580G with frequencies of 100%, 97.2%, 91.6%, 100%, 100%,
and 100% relative to the Mo prototype, respectively. Among
these nucleotide substitutions the only one that was a non-
synonymous mutation and thus generating an amino acid
change was the T5726C. When the sequences were converted
into amino acids the change S1909P was observed.

The sequences of the fax region of HTLV-2 were also ana-
lyzed for the presence of mutations in relation to the Mo
prototype. The main nucleotide substitutions observed were
A7819G, A7991G, A7798G, G8053C, and T8203A, with a fre-
quency of 100%. Nucleotide substitutions C7611T, T7686C,
and A7825G were detected at frequencies of 96%, 92%, and
36%, respectively. Amino acid changes of T2607A, Y2664C,
and E2685Q and the loss of the stop codon 2735Q) and the gain
of 25 amino acids were detected in 100% of the sequences (Fig.
1). The tax sequence of the isolated BRLO38-02 was also
aligned with the NRA prototype (HTLV-2b) and few nucle-
otide changes were detected (T7554C, T7611C, T7902C,
T8031C, and G8142A), without amino acid change.

Discussion and Conclusions

The selected and optimized protocols in the present study
proved useful to generate long fragments of env and tax re-
gions of the HTLV-2 proviral genome and enabled robust
phylogenetic analysis, although they still were not be able to
amplify all the study samples. The sequencing of the tax re-
gion was nearly full: only lacking were the three initial nu-
cleotides located at the beginning of the viral ene gene that
characterize the start codon of Tax (amino acid methionine),
and by explicing encodes a protein of 356 amino acids in
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length (Fig. 1). The function of this long transactivator protein
was poorly analyzed. There is only one study that compared
the function of the Tax proteins of HTLV-1 and HTLV-2
subtypes a, b, ¢, and d, in CREB and NF-xB-mediated trans-
activation. Using the full-length HTLV-1 LTR and a 21-bp
repeat reporter in 293T cells, no significant difference in Tax
transactivation was detected, except for some HTLV-2a Tax
isolates, including the Mo prototype. It was suggested that
all HTLV-2 subtypes except the HTLV-2a subtype have a
pathogenic potential equivalent to that of HTLV-1%" Un-
fortunately this study was not designed to address this issue,
but the Brazilian HTLV-2 isolates of the present study could
help us to add information concerning this matter in the
future.

The molecular characterization of the LTR, env, and fax
region of HTLV-2 isolates from southern and southeastern
Brazil corroborated the results obtained in a previous study of
the LTR region” and with data from the literature, in which
Brazilian isolates clustered in the clade of the HTLV-2a
subtype.'****! The phylogenetic tree of the env region showed
the presence of a group almost exclusively of IDUs, also found
in the LTR and fax trees. These clades could represent a dif-
ferent route of virus transmission among IDUs or a little di-
verse evolutionary virus rate, as described in European
IDUs.**?® Furthermore, the clade in the eno phylogenetic tree,
which contains isolates from a specific geographic region
(Jundiaf city 37 miles from Sao Paulo city), and the clades of
the same sequences in the LTR and tax phylogenetic trees
allow us to suggest that the risk factor for acquiring retro-
viruses in patients from Jundiaf was the use of injecting drugs.
In addition, a single local monophyletic subcluster closed to
IDUs suggests in situ dissemination of a local clade.

The HTLV-2b subtype found in one sample (BRLO38-02) of
the present study (the env and tax regions) was associated
with ethnic background; the patient was from Paraguay, a
country endemic for HTLV-2b. Consistent with this finding,
the HTLV-2b subtype has been found in the state of Rio
Grande do Sul in Brazil,® bordering countries where the
HTLV-2b subtype prevails. We could speculate that with the
commercial agreement of Mercosul, the increasing population
flux across borders warrants monitoring this viral subtype in
the country.

When the present sequences were compared with the
HTLV-2 Mo prototype, a high nucleotide similarity of 99.2%
in the env region was observed, and this result is in line with
the results found in IDUs living in Salvador (99%), north-
eastern Brazil.'® Still, the amino acid change S1909P in 100% of
the env sequences was also previously reported in Brazilian
strains, and could represent a molecular signature of HTLV-2a
(variant 2¢) strains from Brazil 2%

In relation to the fax sequences, the present results cor-
roborated the previous reports that characterize the Brazilian
HTLV-2¢ variant (often considered a molecular variant of
-2a), highlighting the long Tax pmtein.7’13'15 In addition, high
similarity in tax was observed among isolates from the present
study (99.9%) and also in relation to the Mo prototype (99.3%).
Therefore, it is necessary to emphasize that HI'LV replication,
unlike other retroviruses, is primarily through the clonal ex-
pansion of cells that are infected via mitosis and not so much
by the use of the reverse transcriptase.m During mitosis the
cellular DNA polymerases are used and the new cells contain
high fidelity copies of the original provirus.'" This fact could
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help to explain why HTLV has high genetic similarity, as
opposed to HIV 3!

Concerning the evolutionary rate of HTLV-2, Salemi and
collaborators calibrated a molecular clock of the LTR region of
HTLV-2 and estimated a fixation rate between 1.08x 10~ * and
2.7% 10~ ° nucleotide substitutions per site per year for the 2a and
2b European IDU strains, and concluded that this rate is very
low among RNA viruses.?® For example, HIV-1 (the env region)
was measured up to 1.6 x 102 substitutions per site per year.32

High prevalences of HTLV-2 have been described in geo-
graphically isolated groups that should have different viral
dynamics and evolution."*** Interestingly, phylogenetic
analysis of LTR sequences from the Kayapo Indians of Brazil
clustered the sequences in a phylogroup named A-II, in which
sequences from one Mexican prostitute and two prostitutes
from Ghana and Cameroon clustered together.* This finding
could suggest that HTLV-2a may have evolved from a
common ancestor long before the HTLV-2a-infected ancestors
of the Kayapo introduced this subtype into the Americas.
Corroborating this hypothesis, Mauclere and collaborators
proposed that HTLV-2 appeared in Africa, and then some of
the strains left this continent during the period of human mi-
gration and became the ancestors of HTLV-2a/c or HTLV-2b.
Additionally they also speculated that the HTLV-2b-bearing
populations may have migrated through Asia and then sep-
arated into subgroups: some went to America and others re-
turned to Africa. Lastly, the remaining virus became the
HTLV-2d subtype.35 Also other studies agreed that HTLV-2
was originally brought from Asia into the Americas during
the migration of the Asian populations over the Bering land
bridge. %37 These data and Mauclére’s data accommodate
the hypothesis of the entrance of HTLV-2 into the Americas by
the Bering land bridge a long time ago.

In Europe it is believed that the -2a subtype was introduced
to IDUs in Eastern Europe and the -2b in Western Europe in at
least two separate periods.* In Spain and Italy, for example,
HTLV-2b remains the most prevalent subtyge, although to-
day new cases of this infection are decreasing.*** In Brazil, all
data point to the HTLV-2¢ molecular variant as formerly
present in Indians native tribes, with posterior dissemination
to the urban population during its formation, through inter-
ethnic contact during the intense event of miscegenation, by
sexual intercourse, and is maintained in Indians mostly by
breast feeding.”1%1%5%34

In conclusion, since we demonstrated the absence of the
HTLV-2b and prototype North American HTLV-2a subtypes
in the present study population, we suggest that these
individuals had little interaction with individuals or blood
products from other geographic areas, and also with individ-
uals coinfected with HIV/HTLV-2 outside Brazil. In addition,
we could speculate that there were different routes and origins
of HIV and HTLV-2 in Brazil, probably through prior infection
by HTLV-2 among IDUs and later on HIV. Because of the
development and recent increase in the population movement
in South American migration in the past years, surveillance of
HTLV-2 infection is required and opportune in Brazil.

Sequence Data

The GenBank accession numbers of the 71 HTLV-2 new
sequences obtained in our laboratory and included in the
phylogenetic analysis are as follows: LTR: BRLO37-02
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(1Q435902), BRSP91-08 (JQ435903), BRSP160-08 (JQ435904),
BRSP171-08 (JQ435905), BRSP239-08 (JQ435906), BRSP319-08
(JQ435907), BRSP348-08 (J(Q435908), BRSP84-09 (JQ435909),
BRSP130-09 (JQ435910); emv: BRLO02-02 (HM770414),
BRLO03-02 (HM770390), BRLOO05-02 (HIM770391), BRLO07-02
(HM770392), BRLO09-02 (HM770393), BRLO10-02 (HM770394),
BRLO11-02 (HM770395), BRLO12-02 (HM770396), BRLO18-02
(HM770397), BRLO19-02 (HM770398), BRLO21-02 (HM770399),
BRLO22-02 (HM770400), BRLO23-02 (HM770401), BRLO24-02
(HM770402), BRLO25-02 (HM770415), BRLO26-02 (HM770403),
BRLO27-02 (HM770404), BRLO28-02 (HM770405), BRLO29-02
(HM770406), BRLO32-02 (HIM770407), BRLO35-02 (HIM770408),
BRLO37-02 (JQ435911), BRLO38-02 (FIM770409), BRLO39-02
(HM770410), BRLO43-02 (HM770411), BRLO45-02 (HM770412),
BRLO49-02 (HM770413), BRSP91-08 (HM770416), BRSP111-08

(HM770417), BRSP160-08 (HM770418), BRSP171-08
(HM770423), BRSP172-08 (FIM770423), BRSP239-08
(HM770419), BRSP319-08 (FIM770420), BRSP348-08

(HM770425), BRSP84-09 (HM770421), BRSP130-09 (HM770422);
tax: BRLO02-02 (JN887712), BRLOO03-02 (JN887713), BRLO09Y-
02 (JN887714), BRLO12-02 (JN887715), BRLO19-02 (JN887716),
BRLO21-02 (JN887717), BRLO22-02 (JN887718), BRLO26-02
(JN887719), BRLO27-02 (JN887720), BRLO28-02 (JN887721),
BRLO31-02 (JN887722), BRLO32-02 (JN887723), BRLO35-02
(JN887724), BRLO37-02 (JN887725), BRLO38-02 (JN887726),
BRLO39-02 (JN887727), BRLO43-02 (JN887728), BRLO45-02
(JN887729), BRLO49-02 (JN887730), BRSP171-08 (JN887731),
BRSP172-08 (JN887732), BRSP239-08 (JN887733), BRSP319-08
(JN887734), BRSP348-08 (JN887735), BRSP130-09 (JN887736).

The GenBank accession numbers of the HTLV-2 reference
sequences included in the phylogenetic study are as follows:
LTR: BRLO7-02 (GU573730), BRLO9-02 (GU573731), BRLO12-
02 (GUS573732), BRLO1802 (GUS573733), BRLO19-02
(GU573734), BRLO21-02 (GU573735), BRLO22-02 (GU573736),
BRLO23-02 (GU573737), BRLO24-02 (GU573738), BRLO26-02
(GU573739), BRLO27-02 (GU573740), BRLO28-02 (GU573741),
BRLO29-02 (GU573742), BRLO31-02 (GU573743), SFIFU6 2
(U73022), NOR2N (U10258), ATL18 (U10252), SMH2 (Y09148),
SFIFU5 5 (U73010), PUEBRB (U10262), Mo (M10060), LASA
(U10256), NAV.DS (U10257), OkInd15 8 (U73015), IVDUros
(AF054272), PH230PCAM (Z46838), Mexy17 (1.42510), GHKT
(L42507), RP329 (AF326583), K9 (AF326584), Kayapo7s
(AF139388), SP-WV (AF139382), Kayapo73 (L42509), BRPOA6
(DQ028606), BRPOAT2 (DQ028613), BRPOAY (DQ028608), Be-
lem10 (AF139393), Belem02 (AF139392), BH223 (AY509600),
BH339 (AY509602), RC (L77235), SPAN130 (U10266), PortVs
(AY622979), PortNn (AY622978), I-IT (Y09151), Gu (X89270), I-
OV (Y09155), ITA47A (U10254), NY185 (U10259), RVP (L77244),
ITAS0A (U10255), SFIFU64 (U73018), BRPOA10 (DQ028611),
FOR6 (AF054273), NRA (L20734), Oklnd14-17 (U73009), WYU2
(U12794), SEM1050 (U10263), PYGCAM1 (Z46888), PENN7A
(U10260), PUEB AG (U10261), Pilaga (AF054271), Gab (Y13051),
WYU1 (U12792), G12 (L11456), BRPOA11 (DQO28612), Efe2
(Y14365); emv: Mo (M10060), MOI5A (K02024), RP329
(AF326583), Gab (Y13051), Gu (X89270), FLW (S67545),
AF412314 (AF412314), SP-WV (AF139382), G2 (AF074965), G12
(L11456), NRA (L20734), k96 (AF326584), Efe2 (Y14365); tax: Mo
(M10060), K96 (AF326584), NRA (L20734), G12 (L11456), RP329
(AF326583), BAIDU2 (AF401496), SP-WV (AF139382), SP2
(U32872), SP1 (U32873), FUC (U32882), PAR (U32880), KAY1
(U32875), KAY2 (U32874), G2 (AF074965), Gab (Y13051), Gu
(X89270), PR-46 (DQO22075), Efe2 (Y14365).
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SUPPLEMENTARY TABLE S1. PRIMERS EMPLOYED IN AMPLIFICATION AND SEQUENCING (env AND fax) oF PROVIRAL DNA

or HumanN T LymrHoTrOPIC VIRUS TYPE 2 IN PATIENTS COINFECTED WITH HIV-1 FROM SOUTHERN

AND SOUTHEASTERN BrRAZIL

Molecular assay Primer Sequence 5'-3" and product size Position®
PCR env® E5 Forward AGC CAA GTG TCC CTIT CGA CTA (21bp) 5603-5623
E2 Reverse CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA (21bp) 6641-6661
n-PCR env®* E3 Forward TTC TCT AAG TGC GGC TCC TC (20bp) 5627-5646
E2 Reverse CTG CAG AAG CTA GCA GGT CTA (21bp) 6641-6661
Sequencing ent® GP21F1 Forward CTG CAA CAA CTC CAT TAT CCT (21 bp) 6031-6051
PCR tax" Px101 Forward GGC AAT CTC CTA AAA TAG TCT (21 bp) 7155-7175
Px106 Reverse GGG CCG TGG TIT CAG TTIC CTA (21bp) 8306-8326
n-PCR fax“¢ Px103 Forward TTA CAA TCC TGT CTC CTC TCA (21bp) 7192-7212
Px106 Reverse GGG CCG TGG TTIT CAG TTC CTA (21bp) 8306-8326
Sequencing fax? Px105 Forward GCT YTC CCC ACC CAT GAC ATG (21bp) 7683-7703
LS1 Forward GAA TAC ACC AAC ATC CCT GTC (21bp) 8140-8160
Px102 Reverse TGT GTG TAG GAA CAT TTT GTA (21 bp) 7795-7815

“Primer nucleotide position is provided as aligned with Mo (HTLV-2-infected cell line; GenBank AN M10060).
®Adapted from Egan et al. (1999)** and Shindo ef al. (2002).*

“Primers employed in n-PCR and sequencing.
dAdapted from Eiraku et al. (1996)."
I, Highlighted degenerate nucleotide.

bp, base pairs; PCR, polymerase chain reaction; n-, nested.

SUPPLEMENTARY TABLE S2. POLYMERASE CHAIN REACTION ASsAYS (env AND tax) PROTOCOLS

FOR DETECTING PrOVIRAL DNA or Human T LymrHOTROPIC VIRUS TYPE 2 IN PATIENTS COINFECTED
wiTH HIV-1 FROM SOUTHERN AND SOUTHEASTERN BRAZIL

HTLV-2 env® HTLV-2 tax”
Reaction conditions PCR n-PCR PCR n-PCR
Reagents
GoTaq Colorless Master Mix 2X 125l 25 ul 125 ul 25 ul
Primer Forward 10 pmol/uL 1ul 1.5ul 1 1.5 ul
Primer Reverse 10 pmol/ uL 1ul 15ul 1 1.5 ul
H,O 8 ul 17 ul 8 ul 17 ud
DNA input 25u 5ul 25ul 5ul
Final volume 25 ul. 50 ul 25ul 50 ul
Thermal cycling conditions 30 cycles 94°C~4 min 35 cycles 95°C-5min
94°C-1 min 95°C—40s
56°C-1 min 52,5°C-30s
72°C—1min 30s 72°C40s
72°C-10min 72°C-10 min
8°C—w 8°C—oo

*Adapted from Egan et al. (1999)* and Shindo et al. (2002).*

Adapted from Eiraku ef al. (1996)."
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Anexo N - Numero dos isolados de pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e
regido (sul) e de Sdo Paulo (sudeste) no Brasil, e seus respectivos nimeros de
acesso no GenBank para as regides LTR, env e tax do genoma proviral do HTLV-2.

HTLV-2 N° de Acesso no GenBank
Isolado LTR (458pb) env (1065pb) tax (1068pb)
BRLOO02-02 HM770414 JN887712
BRLOO03-02 HM770390 JN887713
BRLO05-02 HM770391

BRLOO07-02 GU573730 HM770392

BRLO09-02 GU573731 HM770393 JN887714
BRLO10-02 HM770394

BRLO11-02 HM770395

BRLO12-02 GU573732 HM770396 JN887715
BRLO18-02 GU573733 HM770397

BRLO19-02 GU573734 HM770398 JN887716
BRLO21-02 GU573735 HM770399 JN887717
BRLO22-02 GU573736 HM770400 JN887718
BRL0O23-02 GU573737 HM770401

BRLO24-02 GU573738 HM770402

BRLO25-02 HM770415

BRLO26-02 GU573739 HM770403 JN887719
BRLO27-02 GU573740 HM770404 JN887720
BRLO28-02 GU573741 HM770405 JN887721
BRL0O29-02 GU573742 HM770406

BRLO31-02 GU573743 JN887722
BRLO32-02 HM770407 JN887723
BRLO35-02 HM770408 JN887724
BRLO37-02 JQ435902 JQ435911 JN887725
BRLO38-02 HM770409 JN887726
BRLO39-02 HM770410 JN887727
BRLO43-02 HM770411 JN887728
BRLO45-02 HM770412 JN887729
BRLO49-02 HM770413 JN887730
BRSP91-08 JQ435903 HM770416



BRSP111-08
BRSP160-08
BRSP171-08
BRSP172-08
BRSP239-08
BRSP319-08
BRSP348-08
BRSP84-09

BRSP130-09

JQ435904
JQ435905

JQ435906
JQ435907
JQ435908
JQ435909
JQ435910

HM770417
HM770418
HM770423
HM770424
HM770419
HM770420
HM770425
HM770421
HM770422

JN887731
JN887732
JN887733
JN887734
JN887735

JN887736

Legenda: N° - niumero; pb - pares de bases.
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Anexo O - Mapa das migracbes humanas baseado em andlises de DNA
mitocondrial humano (a) e Mapa da disperao de HTLV-1 pelo mundo (b).

(a)

60,000-

130,000- 70,000

170,000

Fonte: Adaptado de
http://www.mitomap.org/pub/MITOMAP/MitomapFigures/WorldMigrations.pdf

(b)

Fig. 5. Transcontinental dispersal of HTLV-1 out of
Africa to South America. A-E, African Blacks; F,
Melanesians; G, H, lsraeli Jews; |, Asian Indians; J-L,
lapanese; M, Sakhalin; N-P, Amerindians; -5,
CaribbeansSouth American Blacks.

Fonte: Sonoda et al., 2011.



Anexo P - Informagbes para o0s Membros de Bancas Julgadoras

Mestrado/Doutorado.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacédo

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragio
maxima de 30 minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de 30 minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de 30 minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de dialogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo maximo total de arguicdo: 3 horas para o mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou reprovacédo

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicgo.

4.1 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por unanimidade
ou pela maioria da banca.

4.2 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

5. Duavidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S3o Paulo, 26 de maio de 2011.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S3o Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 - e-mail: pgfarma@usp.br
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Anexo Q - Ficha do aluno (historico escolar de pos-graduacao).

Janus - sistema Administrativo da Pos-Graduacdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 5458841/5 - Mariana Cavalheiro Magri

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacéo:

Graduacao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite:

Orientador:
Coorientador:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacao no Exame de
Qualificagao:

Data do Deposito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacgéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

marimagri@usp.br

18/10/1981
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FICHA DO ALUNO

Sigla

MIP5732-2/2

IMT&124-1/1

FBC5803-2/2

SCS5703-2/1

Atividade do
Programa

IMT5123-1/1

Atividade do
Programa

Nome da Disciplina Inicio Término
Introducéo & Metodologia de Pesquisa

(Fa uldade de Medi ina - Universidade 09/04/2012 10/06/2012
de S&o Paulo) (1)

SEMINARIOS SOBRE VIRUS
PERSISTENTES DE IMPORTANCIA
EM SAUDE PUBLICA (Curso
Interunidades: Doencas Tropi ais e
Salde Interna’ional - Universidade de
S&o Paulo)

06/08/2012 18/09/2012

Slstema_s .da Garantla da Qualidade em 07/08/2012 20/08/2012
Laboratérios Analiti os

Metodologia e Divulgacdo do Artigo
Cientifi o (Fa uldade de Salde
Publi"a - Universidade de S&o Paulo)

10/08/2012 07/12/2012

Publi"agéo do trabalho "LTR point
mutations in the Tax-responsive
elements of HTLV-1 isolates from
HIV/HTLV-1- oinfe' ted patients”, no
Virology Journal, v. 9, p. 184-188,
Reino Unido, 2012 (2)

Interacdes entre Endemias em Saude
Interna ional e suas Consequén’ias
Fenotipi' as e Genotipi as em
Populacées Humanas (Curso
Interunidades: Doencas Tropi ais e
Salde Interna ional - Universidade de
Séo Paulo)

04/09/2012 04/09/2012

01/10/2012 14/10/2012

Publi  acdo do trabalho "Tax gene
hara terization of human
T-Lymphotropi  virus type 1 strains
from brazilian HIV “oinfe ted patients", 01/12/2012 01/12/2012
na Revista Aids Resear h and Human
Retroviruses, v. 28, p. 1775-1778,
Estados Unidos, 2012 (3)
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Estagios:

24
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20

24

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacoes:
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Comissdo de Pds-Graduacdo, em Sessdo de 16/01/2013.

Conceito a partir de 02/01/1997:

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.
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Anexo R — Curriculo Lattes
Mariana Cavalheiro Magri
o Endereco para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/5119775719591799
Resumo informado pelo autor

Possui graduagdo em Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas pela Pontificia
Universidade Catdlica de Campinas (2003); Aperfeicoamento em Imunologia no Instituto Adolfo Lutz
(IAL) de S&o Paulo (2004-2006), com bolsa FUNDAP; Mestrado na area de Andlises Clinicas pela
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo - USP, SP (2006-2008), com
bolsa CNPg. E aluno de P6s-Graduagéo, nivel doutorado, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo - USP, SP, recebeu bolsa Capes. Atualmente €& Pesquisadora
Cientifica | no LIM 47 — Laboratério de Hepatologia por Virus do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Desenvolve suas pesquisas no Centro de Imunologia do
IAL, no Laboratério de Retrovirus do IAL e no Laboratério de Hepatologia por Virus do HC-FMUSP.
Tem experiéncia na area de Imunologia, com énfase em Imunologia Aplicada, atuando principalmente
nos seguintes temas: HHV-8 e HTLV-1/2; atualmente na area de Retroviroses Humanas (HIV e
HTLV-1/2) e Hepatites Virais voltadas para Biologia Molecular. Recebeu Prémio de Incentivo em
Ciéncia e Tecnologia para o SUS (1° lugar) - 2006, Mencao Honrosa - Prémio Adolfo Lutz (2° lugar) —
2007, 1° Lugar — Categoria Pdster no Il Simpdsio do Programa de Aprimoramento Profissional do 1AL
-2008 e no VIl Encontro do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da CCD-SES/SP - 2010.
Participou de dois Projetos de Cooperag&o Internacional Pro-Africa (Brasil-Mogambique).

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome Mariana Cavalheiro Magri
Nome em citacdes MAGRI, M. C.;Magri, Mariana Cavalheiro;Magri, Mariana C.;Magri,
bibliograficas Mariana C

Faculdade de Medicina - Universidade de S&o Paulo
Av. Dr. Arnaldo 455, Insitituto de Medicina Tropical Il, 1° andar, LIM47
Laboratério de Hepatologia por Virus, Sala 12
Endereco profissional Cerqueira César - Sao Paulo
01246-903, SP - Brasil
Telefone: 11 30851601
URL da home page: www.lims.fm.usp.br

Endereco eletrdnico E-mail para contato : marimagri@ig.com.br
e-mail alternativo : marimagri@usp.br

Formacédo académicaltitulacao

Doutorado em Farmacia (Analises Clinicas).
Universidade de S&o Paulo, USP, S&o Paulo, Brasil
Titulo: Virus linfotrépico de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 2 HTLV-
2). Estudos de segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com
2012 HIV/Aids de Sao Paulo e de Londrina e regiéo.
Orientador: Adele Caterino de Araujo
Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
Palavras-chave: HTLV-1, HTLV-2, Sequenciamento, Coinfeccdo HIV-1

Mestrado em Farmécia (Andlises Clinicas).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2006 - 2008 Titulo: Prevaléncia de anticorpos anti-herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em
soros de pacientes com insuficiéncia renal crdnica, Ano de obtencéo: 2008
Orientador: Adele Caterino de Araujo



2004 - 2006

2000 - 2003
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Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Palavras-chave: Herpesvirus Humano Tipo 8, Insuficiéncia Renal Crénica,
Soroprevaléncia, Titulo de Anticorpos, Sarcoma de Kaposi

Especializacdo em Aprimoramento Profissional em Imunologia.

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Pesquisa sa Prevaléncia de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em
Dialise e Fila de Transplante Renal

Orientador: Adele Caterino de Aradjo

Bolsista do(a): Fundap

Graduacéo em Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias Biologicas.

Pontificia Universidade Catolica de Campinas, PUC Campinas, Campinas, Brasil
Titulo: Imunobiologia dos Aromas: O MHC
Orientador: Irandaia Ubirajara Garcia

Formagao complementar

2013 - 2013

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2011 - 2011

2011 - 2011

2010 - 2010

2010 - 2010

2010 - 2010

2009 - 2009

2009 - 2009

2009 - 2009

2009 - 2009
2009 - 2009

Curso de curta duragdo em EndNoteWeb - Como gerenciar referéncias
bibliograficas.

Faculdade de Saude Publica - USP, FSP-USP, Brasil

Sistemas da Garantia da Qualidade em Laboratérios.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF-USP, Brasil

Introducdo a Metodologia de Pesquisa (MIP5732-2/2).

Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo, FM/USP, Brasil
Curso de curta duracdo em Patogénese da Infeccéo pelo HIV.

Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo, FM/USP, Brasil
Seminarios Sobre Virus Persistentes de Importancia.

Instituto de Medicina Tropical - Universidade de Séao Paulo, IMT/USP, Brasil
Metodologia e Divulgacdo do Artigo Cientifico.

Faculdade de Saude Publica - USP, FSP-USP, Brasil

InteragBes entre Endemias em Saulde Internacional.

Instituto de Medicina Tropical - Universidade de S&o Paulo, IMT/USP, Brasil
Evolucéo Viral e Epidemiologia Molecular dos Virus.

Faculdade de Medicina - Universidade de S&o Paulo, FM/USP, Brasil
Curso de curta duracdo em Imp.Documentacédo do Sistema de Gestédo da
Qualidade.

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Programa de Aprimoramento de Ensino — PAE.

Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo, FM/USP, Brasil

Uso de Equipamento de Prote¢&o Individual.

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Estruturacdo de Artigos Cientificos.

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Biologia Molecular Aplicada ao Banco de Sangue.

Instituto de Medicina Tropical - Universidade de Sdo Paulo, IMT/USP, Brasil
Genética Béasica - BTC5702.

Interunidades em Biotecnologia - Universidade de S&o Paulo,
BIOTECNOLOGIAUSP, Brasil

Treinamento: Sistema OpenGene de Genotipagem TRUGE.

Siemens -Pirituba, SIEMENS, Sao Paulo, Brasil

Palavras-chave: HIV, Diagndstico, terapia antiretroviral, Resisténcia Viral,
Sequenciamento Genético

Curso de curta duracdo em IV Curso Avancado de Patogénese do HIV.
Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo, FM/USP, Brasil

Bioinformatica na Evolucéo e Filogenia Molecular.



2009 - 2009

2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2005

2005 - 2005

2004 - 2004

2004 - 2004

2004 - 2004
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Instituto de Biociéncias - Universidade de Sao Paulo, IB-USP, Brasil

Pesquisa Aplicada a Infeccdo por HIV/Aids-MIP5734.
Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo, FM/USP, Brasil

Seminérios Avancados - 1° semestre 2008.

Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Palavras-chave: Atualizacdo em Ciéncias

Seminarios Avancados - 2° semestre 2008.
Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Curso de curta duracdo em PCR e PCR em Tempo Real.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Seminérios Avancados - 2° semestre 2007.

Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Palavras-chave: Atualizacdo em Ciéncias

Seminarios Avancados 1° semestre 2007.
Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Seminarios Avancgados 2° semestre 2007.

Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Palavras-chave: Atualizacdo em Ciéncias

Aprimoramento Didatico.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF-USP, Brasil

Seminarios Avancados - 1° semestre 2006.
Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Processos de Invasao Celular.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, FCF-USP, Brasil

Seminarios em Analises Clinicas II.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF-USP, Brasil

Estatistica Nao Paramétrica.
Faculdade de Saude Publica - USP, FSP-USP, Brasil

Bioestatistica Il.
Faculdade de Saude Publica - USP, FSP-USP, Brasil

Bioestatistica I.
Faculdade de Saude Publica - USP, FSP-USP, Brasil

Seminarios Avancados 2° semestre 2006.
Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Diagnostico Laboratorial das Retroviroses Humanas.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF-USP, Brasil

Curso de curta duracdo em Treinamento em Bases de Dados.
Biblioteca do Conjunto das Quimicas - USP (SP), USP, Brasil
Palavras-chave: Artigos cientificos

Curso de curta duracdo em Curso de Capacitacdo em Biosseguranca
Laboratorial.

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Palavras-chave: Biosseguranca

Aspéctos Soroepidemiolégicos- Doengas Infecciosas.
Coordenadoria de Controle de Doencas - Secretaria de Estado da Saude SP,
CCD-SES, Brasil

Curso de curta duracdo em Interpretacédo e Implementacdo Norma NBR/IEC
17025.



2003 - 2003

2003 - 2003

2002 - 2002

2001 - 2001

2001 - 2001

2000 - 2001
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Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil
Palavras-chave: Qualidade, Laboratério

Extensado universitaria em Estagio Supervisionado em Biologia (licenciatura).
Colégio Bardo Geraldo de Rezende, CBGR, Brasil

Extenséo universitaria em Estagio: Instituto de Biologia, Lab. de Imunologia.
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil

Extenséo universitaria em Estagio Supervisionado em Ciéncias (licenciatura).
Colégio Madre Cecilia, CMC, Brasil

Extensado universitaria em Estagio: Instituto de Zoologia, Lab. Primatas.
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil
Palavras-chave: Mamiferos, Primatas, Comportamento animal

Extens&o universitaria em Estagio: Manejo de Animais Marinhos e de Agua
Doce.
Aquario Municipal de Santos, AMS, Brasil

Extensado universitaria em Estagio: Laboratério de Fitopatologia.
Instituto Biolégico de Campinas, IB-CAMPINAS, Brasil
Palavras-chave: Micologia, Fitopatologia

Atuacéo profissional

1. Faculdade de Medicina - Universidade de Sao Paulo - FM/USP

Vinculo
Institucional

2012 - Atual

Atividades
04/2012 - Atual

Vinculo: Servidor publico , Enquadramento funcional: Pesquisador Cientifico I ,
Carga horaria: 40, Regime: Dedicacgéo exclusiva

Pesquisa e Desenvolvimento, Laboratorio de Hepatologia por Virus - LIM 47

Linhas de pesquisa:
Pesquisa e desenvolvimento em biologia molecular em hepatites virais.

2. Centro Universitario Senac - SENAC/SP

Vinculo
institucional

2010 - 2010

Vinculo: Prestacao de Servigo: Docéncia , Enquadramento funcional: Docente ,
Carga horaria: 10, Regime: Parcial

Outras informacdes:

Docente da Disciplina: Agentes Bioldgicos Curso: Pés-Graduacao em Higiene
Ocupacional Senac Jabaquara

3. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2008 - Atual

Vinculo: Aluno de Doutorado , Enquadramento funcional: Aluno de Doutorado,
Regime: Parcial

Outras informacdes:

Aluno de Doutorado da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, na Area de



2006 - 2008

Atividades
03/2006 - 2008

03/2006 - 07/2008
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Analises Clinicas. Tese intitulada: "Virus linfotrépico de células T humanas dos
tipos 1 e 2 (HTLV-1 E HTLV-2). Estudos de segmentos do genoma proviral
obtidos de pacientes com HIV/Aids de S&o Paulo e de Londrina e regiéo"”, sob
orientacdo da Profa Dra Adele Caterino de Araujo.

Vinculo: Aluno de Mestrado , Enquadramento funcional: Aluno de Mestrado,
Regime: Parcial

Outras informacdes:

Aluno de Mestrado da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, na Area de
Andlises Clinicas. Dissertagéo intitulada: "Prevaléncia de anticorpos anti-
herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em soros de pacientes com insuficiéncia
renal crénica”, sob orienta¢@o da Profa Dra Adele Caterino de Araujo.

Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gicas

Linhas de pesquisa:
Identificacéo, caracterizacao e estudo da resposta imune ao Herpesvirus
Humano tipo 8 e (HHV-8) e as Retoviroses Humanas (HIV e HTLV-1/2)

Extensado Universitaria, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicologicas

Especificagdo:

Mestrado

4. Instituto Adolfo Lutz - IAL

Vinculo
institucional

2008 - Atual

2006 - 2008

2004 - 2006

Atividades

03/2004 - Atual

Vinculo: Aluno de Doutorado , Enquadramento funcional: Aluno de Doutorado ,
Carga horaria: 40, Regime: Integral

Outras informacdes:

Desenvolvimento da parte experimental do meu projeto de Doutorado
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, Area de Analises Clinicas)
intitulado "Virus linfotropico de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e
HTLV-2). Estudos de segmentos do genoma proviral obtidos de pacientes com
HIV/Aids de S&o Paulo e de Londrina e regido", sob orientacéo da Profa Dra
Adele Caterino de Araujo. Sendo realizado na Secéao de Imunologia do Servi¢co
de Microbiologia e Imunologia, e no Laboratério de Retrovirus (Genotipagem do
HIV) do Servico de Virologia, IAL.

Vinculo: Aluno , Enquadramento funcional: Aluno de Mestrado , Carga horaria:
40, Regime: Integral

Desenvolvimento da parte experimental do meu projeto de mestrado (Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas - USP, Area de Analises Clinicas) intitulado
"Prevaléncia de anticorpos anti-herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em soros de
pacientes com insuficiéncia renal crénical”, sob orientacdo da Profa Dra Adele
Caterino de Araujo.

Vinculo: Aprimorando , Enquadramento funcional: Bolsista de Aprimoramento
Profissional , Carga horaria: 40, Regime: Integral

Pesquisa e Desenvolvimento, Secretaria do Estado da Saude de Séo Paulo,
Governo do Estado de Sdo Paulo

Linhas de pesquisa:
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Caracterizacdo de microorganismos e desenvolvimento tecnoldégico em Saude
Puablica: Aspectos imunoquimicos, imunobiol6gicos e moleculares

Estagio, Secretaria do Estado da Saude de Séao Paulo, Governo do Estado de
Sé&o Paulo

Estagio:

Aprimoramento tedrico e pratico em Imunologia: énfase em HHV-8 e HTLV

03/2004 - 02/2006

Linhas de pesquisa
Caracterizagdo de microorganismos e desenvolvimento tecnolégico em Saude

L Publica: Aspectos imunoquimicos, imunobiolégicos e moleculares

> Identificac&o, caracterizacéo e estudo da resposta imune ao Herpesvirus
‘ Humano tipo 8 e (HHV-8) e as Retoviroses Humanas (HIV e HTLV-1/2)

3. Pesquisa e desenvolvimento em biologia molecular em hepatites virais.

Areas de atuagéo

1. Genética Molecular e de Microorganismos
2 Epidemiologia

3. Microbiologia Médica

4 Imunologia Aplicada

Projetos
Projetos de pesquisa

Estudo de infecg@o por herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em
Mocambique, Africa (Auxilio a Pesquisa).

Descricao: O presente estudo objetiva determinar a prevaléncia de infeccéo
por HHV-8 em Mog¢ambique, utilizando a pesquisa de anticorpos especificos
em amostras de soro de individuos de trés regides geograficas (norte,
central e sul). Projeto de pesquisa aprovado no Edital do MCTCNP(q
06/2007 Auxilio a Pesquisa PRO-AFRICA, nimero do projeto 490452/2007-
8. Cooperacdo Internacional Brasil/Mogambique. Montante R$ 50.000,00
Situacao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Especializacdo (1); Doutorado (1);

Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de los SantosFortuna;
Adele Caterino de Araujo (Responsavel); Joyce Matie Kinoshita da Silva;
Rosana Del Bianco; Rolanda Carmem Rafael Manuel

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico-CNPq, Centro de Referéncia e Treinamento em DST/AIDS do
Estado de S&o Paulo-CRT-DST/AIDS, Hospital Central de Maputo-HCM,
Instituto Adolfo Lutz-IAL

NUmero de producgdes C, T & A: 7/

2007 - 2010

Estudo de infec¢@o por herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8 )em
Mocambique, Africa (Missdo Exploratoria).

Descric&o: Participacdo em projeto aprovado pelo CNPq Edital Pro-Africa n°
15/2006. Namero do processo CNPq 490179/2006-1. Cooperagéo
internacional Brasil/Mogambique.

Situagcdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Especializacao (1); Mestrado académico (2);
Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de los SantosFortuna;
Adele Caterino de Araujo (Responsavel); Joyce Matie Kinoshita da Silva;
Rosana Del Bianco; Fabricio Jacob; Rolanda Carmem Rafael Manuel
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico-CNPq

2006 - 2007



Projetos de
desenvolvimento
tecnolégico

2007 - Atual

Projeto de extenséo

2008 - Atual

2006 - 2008
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NUmero de produgdes C, T & A: 4/

Avaliacdo de Novo Algoritmo de Testes Laboratoriais a Ser Usado no
Diagnéstico de Infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 no Instituto Adolfo Lutz de
Sao Paulo

Descrigdo: Introducdo da técnica de PCR para pesquisa de segmentos do
genoma dos HTLVs (regifes tax e pol) como teste confirmatério de infec¢édo
por HTLV-1 e HTLV-2 e comparagéo com a técnica de WB.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de desenvolvimento
tecnolégico

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri (Responsavel); Adele Caterino de
Araujo; Costa, Emanuela Avelar Silva

Financiador(es): Instituto Adolfo Lutz-1AL

Numero de producgdes C, T & A: 10/

Tese de Doutorado: Virus linfotropico de células T humanas dos tipos 1 e 2
(HTLV-1 E HTLV-2). Estudos de segmentos do genoma proviral obtidos de
pacientes com HIV/Aids de S&o Paulo e de Londrina e regido.

Descricdo: Realizar estudo de epidemiologia molecular de HTLV-1 e HTLV-
2 em pacientes coinfectados pelo HIV-1 de Londrina e regido e de Sao
Paulo. Sequenciamento das regides LTR, env e tax do genoma proviral do
HTLV-1 e do HTLV-2. Edital Universal, MCT/CNPq Projeto 481040/2007-2,
Montante R$ 16.000,00.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projeto de extensao

Alunos envolvidos: Doutorado (1);

Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Adele Caterino de Araujo
(Responsavel); Luis Fernando de Macedo Brigido; Rosangela Rodrigues;
Helena Kaminami Morimoto

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico-CNPq, Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior-CAPES

Tese de Mestrado: Prevaléncia de anticorpos anti-herpesvirus humano tipo
8 (HHV-8) em pacientes com insuficiéncia renal crénica

Descricao: A infeccdo pelo herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) tem sido
associada ao sarcoma de Kaposi (SK) iatrogénico, que acomete pacientes
imunossuprimidos e/ou transplantados renais. Em populac¢des consideradas
saudaveis, a soroprevaléncia para o HHV-8 varia de 1% a 8%. O presente
trabalho buscou: determinar a prevaléncia e os titulos de anticorpos anti-
HHV-8 em pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC), submetidos ou
ndo a terapia renal substitutiva (TRS) do Hospital do Rim e Hipertenséo e
Casa da Didlise da UNIFESP e da Santa Casa de Misericordia de S&o
Paulo e, comparar os resultados obtidos com outras popula¢gdes da mesma
regido geografica, porém de outras categorias de risco para adquirir
doencas infecciosas. Soros de 805 pacientes: 295 em hemodiélise, 54 em
dialise peritoneal e 456 em acompanhamento ambulatorial, sem TRS, foram
testados quanto a presenca de anticorpos anti-HHV-8, de fase latente e
litica da replicacao viral, por meio de técnicas de imunofluorescéncia
indireta (IFI) LANA e Litico, padronizadas na Secao de Imunologia do
Instituto Adolfo Lutz. Os resultados obtidos foram analisados em relacdo a
dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais usando o teste do qui-
guadrado ou exato de Fisher para as variaveis categoricas e os testes de
Mann Whitney ou Kruskal Wallis para as variaveis continuas. Foi
encontrada soropositividade ao HHV-8 em 18,0% dos pacientes com IRC,
dos quais 18,3% nos pacientes em TRS e 17,7% nos pacientes sem TRS,
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ndo havendo diferenca significante entre os grupos. As variaveis que
estiveram relacionadas a sorologia positiva ao HHV-8 foram: transplante
prévio (p<0,001) e doencas sexualmente transmissiveis (p=0,003), com
destaque para a sifilis (p=0,021). As demais variaveis ndo mostraram
associacgdo estatistica embora tenha havido maior niimero de amostras
HHV-8 soropositivas com o avancar da idade. Em relacdo ao tipo e ao titulo
de anticorpos detectados, houve mais amostras com sorologia positiva para
anticorpos Litico e maiores titu

Situacéo: Concluido Natureza: Projeto de extenséo

Alunos envolvidos: Graduacéo (0); Especializacéo (0); Mestrado académico
(1); Mestrado profissionalizante (0); Doutorado (0);

Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de Los Santos Fortuna;
Pedro Jabur; José Ferraz de Souza; Sergio Antonio Draibe; Maria Eugénia
Fernandes Canziani; Adele Caterino de Araujo (Responsavel)
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico-CNPq, Instituto Adolfo Lutz-IAL

Numero de produgdes C, T & A: 8/

Monografia: Pesquisa da Prevaléncia de Anticorpos Anti-HHV-8 em
Pacientes em Dialise e em Fila de Transplante Renal

Descrigdo: Introducao: Desde a descoberta do herpesvirus humano 8
(HHV-8) como agente etioldgico de todas as formas de Sarcoma de Kaposi
(SK), varios estudos vém sendo conduzidos para determinar populagfes de
risco para adquirir e/ou transmitir esta infec¢éo viral. Até a presente data
nao foi demonstrada transmissdo do HHV-8 pela hemodialise, embora
alguns estudos tenham apontado o sangue como provavel veiculo de
transmissao viral. O SK iatrogénico € uma variante clinico-epidemioldgica
do SK que acomete individuos sob terapia corticosterdide ou
imunossupressora, principalmente pds-transplante renal. Objetivo:
Determinar a presenca de infeccao pelo HHV-8 em Unidade de Didlise de
Sao Paulo. Casuistica e Método: Setenta pacientes em hemodialise na
Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo tiveram seus soros testados
guanto a presenca de anticorpos dirigidos a antigenos de fase litica e
latente da infeccdo por HHV-8, usando a técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFl) padronizada no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo. Foram
avaliados dados demograficos, nimero de transfusfes sangiiineas e de
transplantes renais. A pesquisa foi aprovada pelos Comités de Etica das
Instituicdes envolvidas e obtidos os consentimentos informados dos
pacientes. Resultados: A populagdo compreendeu 40 homens e 30
mulheres com idade variando entre 9 e 82 anos. A sorologia para o HHV-8
resultou reagente em 16 casos (22,9%): 5 soros resultaram positivos para
anticorpos contra antigenos de fase latente viral, 8 para anticorpos contra
antigenos de fase litica viral e 3 para anticorpos de ambas as fases de
replicagéo viral. Comparando-se os resultados obtidos nos 16 casos HHV-8
soropositivos e a populagéo total, foi observado maior nimero de casos de
infec¢éo pelo HHV-8 na raca parda/negra (68,8%), em poli-transfundidos
(75%) e transplantados renais (56,3%). Conclusdes: Os resultados obtidos
mostram percentual elevado de infeccdo por HHV-8 em pacientes em
hemodidlise de S&o Paulo. Ressaltam que transfusdes..

Situacdo: Concluido Natureza: Projeto de extensao

Alunos envolvidos: Especializacao (1);

Integrantes: Mariana Cavalheiro Magri Elizabeth de los SantosFortuna;
Pedro Jabur; J F Souza; Y A S Sens; Adele Caterino de Araujo
(Responsavel)

NUmero de produgdes C, T & A: 6/

Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , Lé Bem
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MAGRI, M. C., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele
Bidloga recebe prémio do Ministério da Saude. O Bidlogo. S&o Paulo, p.4 - 4, 2007.

1. Palavras-chave: Prémio de Incentivo em Ciéncia e Tecnologia 2006, SUS, Herpesvirus Humano
Tipo 8, Soroprevaléncia

Apresentacao de trabalho e palestra

MAGRI, M. C., Costa, Emanuela Avelar Silva, CATERINO-DE-ARAUJO, Adele

First worldwide survey of LTR point mutations in the Tax-responsive elements of HTLV-1
1. isolates from HIV/HTLV-1-coinfected patients, 2012. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

Local: Centro de Convencgdes Rebougas; Cidade: Sdo Paulo; Evento: IX Encontro do Instituto

Adolfo Lutz; | Simpésio Internacional de Vigilancia Epidemioldgica;
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Predictive susceptibility to new generations IP and NNRTI among patients failing ARV
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Local: Anfiteatro do Instituto de Infectologia Emilio Ribas; Cidade: Sao Paulo; Evento: | Simpdsio
Paulista de HTLV e Il Workshop Brasileiro da Sociedade Panamericana de Neurovirologia
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Estabelecimento de Métodos Moleculares para a Amplificacdo de Regido tax do Genoma
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Costa, E.A.S., MAGRI, M. C., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele

Otimizacdo da PCR convencional e em tempo real para o diagnéstico laboratorial de
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Graduacéo em Ciéncias da CCD-SES/SP
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Evaluation Of A New Algorithm For The Diagnosis Of Htlv-1 And Htlv-2 In At-Risk
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Retrovirology: HTLV and Related Retroviruses
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Batista, J.P.G., MAGRI, M. C., RODRIGUES, R., Ferreira, J.L.P., Cavalcanti, J.S., CAMPOS, N.
C., Brigido, L.F.M.

HIV-1 Pol Gene Molecular Evolution From Patients Failling Antiretroviral Therapy At Sao
Paulo — SP, 2009. (Simpdsio,Apresentacao de Trabalho)

Cidade: Rio de Janeiro; Evento: VIII Simpdsio de Pesquisa em AIDS - SIMPAIDS

Batista, J.P.G., Ferreira, J.L.P., SIQUEIRA, A. F. A, MAGRI, M. C., ZAPAROLI, M.,
RODRIGUES, R., Brigido, L.F.M.

Molecular Characterizaton Of GP41 Region From HIV-1 Env Gene, 2009.
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Cidade: Rio de Janeiro; Evento: VIII Simpdsio de Pesquisa em AIDS - SIMPAIDS

MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Batista, J.P.G., Ferreira, J.L.P., SIQUEIRA, A. F. A,
RODRIGUES, R., Brigido, L.F.M., CATERINO-DE-ARAUJO, A

Nucleotide Sequence And Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis Of The
Long Terminal Repeat Of Htlv-2 Isolates From The South And Southeast Regions Of Brazil.,
2009. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

Local: Pestana Hotel; Cidade: Salvador; Evento: 14th International Conference on Human
Retrovirology: HTLV and Related Retroviruses

MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Batista, J.P.G., Ferreira, J.L.P., SIQUEIRA, A. F. A,,
RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele

Nucleotide Sequence and RFLP Analysis of the LTR of HTLV-2 Isolates From the South and
Southeast Regions of Brazil, 2009. (Simpédsio,Apresentacao de Trabalho)

Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sdo Paulo; Cidade: S&o Paulo;
Evento: XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnhologia - USP;

MAGRI, M. C.

Prevaléncia de infeccéo por herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em populac¢ées de risco,
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Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo; Cidade: Sao Paulo;
Evento: | Simpdsio do Programa de Pds-Graduagéo em Farmacia - Area de Andlises Clinicas;

Costa, E.A.S., MAGRI, M. C., SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, CATERINO-DE-ARAUJO,
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Avaliacdo de Novo Algoritimo de Testes Laboratoriais a Ser Usado no Diagndéstico por
HTLV-1 e HTLV-2 no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, 2008. (Simpdsio,Apresentacao de
Trabalho)

Local: Instituto Adolfo Lutz; Cidade: Sao Paulo; Evento: VI Encontro do Programa de Pés-
Graduacédo em Ciéncias; Coordenadoria de Controle de Doencas - Secretaria de Estado da
Saude

MAGRI, M. C., JACOB, F., SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, CATERINO-DE-ARAUJO,
Adele

Avaliacdo do Valor da Densidade Optica/Cut-off nos Ensaios Imunoenzimaéticos para
Infeccdo pelo HTLV-1/2, 2008. (Simposio,Apresentacdo de Trabalho)
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Epidemiologia molecular de HTLV-1 na coinfeccéo HIV. Estudo da regiéo tax., 2001.
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Demais producdes bibliogréaficas

COSTA, L. D. T., BUENO, V. S., MAGRI, M. C., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele
Otimizacdo da reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo de segmento tax do genoma

1. proviral de HTLV-1 e HTLV-2. Boletim Técnico - Bol Inst Adolfo Lutz, 2011; 21(2):12-13. Sédo

Paulo:RS Press, 2011. (Outra producao bibliografica)

Costa, E.A.S., CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, MAGRI, M. C.

" Prémio melhor P6ster apresentado no VIl Encontro da Pés-Graduacéao em Ciéncias da CCD-
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SES/SP- 2010. Otimizacao da PCR convencional e em tempo real para o diagndstico
laboratorial de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2.. Boletim Técnico - Bol Inst Adolfo Lutz, 2010;
20(2):9-10. Séo Paulo, 2010. (Outra producéo bibliogréafica)

Lf MAGRI, M. C.
3 Prevaléncia de anticorpos anti-herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em soros de pacientes
" com insuficiéncia renal crénica. Dissertacao de Mestrado. , 2008. (Outra producao bibliografica)

MAGRI, M. C.
Pesquisa da Prevaléncia de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em Didalise e em Fila de
" Transplante Renal. Monografia. , 2006. (Outra producéo bibliogréfica)

MAGRI, M. C.
Imunobiologia dos Aromas: O MHC. Monografia. , 2003. (Outra produc¢éo bibliogréfica)

5. Trabalho de Conclusdo de Curso para graduac¢do em Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias
Biol6gicas da Pontificia Universidade Catdlica de Campinas apresentado na | Semana Cientifica e
Tecnoldgica da PUC-Campinas em 2003.

Producéo técnica
Produtos tecnolégicos sem registro ou patente

CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C., SILVA, J.
M. K.

" Preparo de laminas de Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8
(antigenos LANA e Litico), 2007

MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Ferreira, J.L.P., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M.,
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele

" Deposito de 18 sequéncias daregido LTR de HTLV-1 para GenBank, 7 de Londrina, 10 de
Séo Paulo e uma de Mogambique. NiUmeros de Acesso JF271836 a JF271853, 2011

MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M., CATERINO-DE-
ARAUJO, Adele
" Deposito de 14 sequéncias de DNA/HTLV-2 regido LTR de isolados de Londrina em
GenBank. Niamero de Acesso GU573730 a GU573743, 2010
MAGRI, M. C., MORIMOTO, H. K., Batista, J.P.G., RODRIGUES, R., BRIGIDO, L. F. M.,
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele
4. Depdsito de 52 sequéncias de envelope de HTLV-1 e HTLV-2 para GenBank. NUmeros de
Acesso HM770390 a HM770441, 2010
Home page: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C.
5. Preparo de laminas de Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8
(antigenos LANA e Litico), 2006
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C.
6. Preparo de laminas de Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8
(antigenos LANA e Litico), 2005
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C.
7. Preparo de laminas de Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8
(antigenos LANA e Litico)., 2004
CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C.
Preparo de tiras de nitrocelulose para serem utilizadas no Western Blot para pesquisa de
“anticorpos anti-HHV-8, 2004

Demais producgdes técnicas

MAGRI, M. C.
1. Aula: HTLV, 2012. (Extensdo, Curso de curta duragdo ministrado)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 2 horas.
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MAGRI, M. C.

Aula: Ferramentas de Bioinformatica aplicadas ao estudo de HTLV-1 e HTLV-2 - Disciplina
2. PLSP-321 Procedimentos imunolégicos e de molecular aplicados ao estudo de infec¢cédo por

HTLV-1 e HTLV-2, 2011. (Extensdo, Curso de curta duracdo ministrado)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 2 horas.

MAGRI, M. C.
Docente da Disciplina: Agentes Biolégicos. Curso: P6s-Graduacdo em Higiene Ocupacional,
* 2010. (Extenséo, Curso de curta duragdo ministrado)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 30 horas.
MAGRI, M. C.
Introducédo a Bioinformatica, 2009. (Extensao, Curso de curta duragdo ministrado)
4. Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 1 hora.
Aula ministrada na Disciplina de Seminéarios Avancados do Programa de P4s-Graduacéo em
Ciéncias da Coordenadoria de Controle de Doengas — CCD/SES-SP. S&o Paulo, SP, 21/09/2009.

Producéo artistica/cultural
Artes Visuais

CATERINO-DE-ARAUJO, Adele, SANTOS-FORTUNA, Elizabeth de Los, MAGRI, M. C.,
SHUELTER-TREVISOL, F, SILVA, Marcos Vinicius da
Evento: BCBL-1 Cell Line Latently Infected by HHV-8. Specific Antibody Reaction on

L Immunofluorescence Assay (IFA-LANA), 2007. Pais: Brasil. Instituicdo promotora: The Brazilian
Journal of Infectious Diseases. Tipo de evento: Outro.
Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgacdo: Impresso
Eventos

Participacdo em eventos

Conferencista no(a) XIV Reunido do Servigo de HTLV; Il Simpdsio Paulista de HTLV; llI
Workshop Brasileiro da Sociedade Panamericana de Neurovirologia (PASNV), 2012.

L (Simpésio)

Coinfecgd@o HIV/HTLV-1 e HIV/HTLV-2: Epidemiologia Molecular.

Apresentacao de Poster / Painel no(a) IX Encontro do Instituto Adolfo Lutz; | Simpdésio
5 Internacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2012. (Encontro)

Phylogenetic and similarity analysis of HTLV-1 isolates from HIV-coinfected patients from the
South and Southeast regions of Brazil.

3. Conferéncia Internacional em Epidemiologia - EPI CVE 2012, 2012. (Congresso)
4. 'l International Theoretical Course on Viral Hepatitis and Human Host, 2012. (Seminério)

Apresentacao Oral no(a) Ill Simpdésio de P6s Graduagao em Andlises Clinicas - FCF-USP,
2011. (Simpésio)

Caracterizagdo molecular do HTLV-1 e do HTLV-2 em pacientes com HIV/Aids de S&o Paulo e
Londrina.

Apresentacado Oral no(a) XIll Reuniéo do Servigo de HTLV, 2011. (Encontro)
Epidemiologia molecular de HTLV-1 na coinfec¢do HIV. Estudo da regido tax.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Xl Simpésio International Sobre HTLV no Brasil, 2011.
(Simpdsio)

Molecular and epidemiological characterization of HTLV-2 isolates from HIV coinfected patients
from Parana and S&o Paulo.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 15th International Conference on Human Retrovirology
— HTLV and Related Viruses, 2011. (Congresso)

Phylogenetic and similarity analysis of HTLV-1 isolates from HIV-coinfected patients from the
South and Southeast regions of Brazil.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 6th IAS Conference on HIV Pathogenesis, Treatment
and Prevention, 2011. (Congresso)

Predictive susceptibility to new generations IP and NNRTI among patients failing ARV therapy in
Brazil.
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| Simposio sa Area Médica do Instituto Adolfo Lutz: Pesquisa, Inovacao e Vigilancia, 2011.
" (Simposio)
. Workshop DNA Sequencing: Tips from the Bench, 2011. (Oficina)
Apresentacado de Poster / Painel no(a) | Simpdésio Paulista de HTLV e Il Workshop Brasileiro
da Sociedade Panamericana de Neurovirologia, 2010. (Simpésio)
Analise Filogenética de HTLV-1 e HTLV-2 em individuos com HIV/AIDS de Regides de Sao Paulo
e Londrina, Brasil.

Apresentacado de Poster / Painel no(a) VIl Encontro da P6s-Graduacédo em Ciéncias da CCD-
SES/SP, 2010. (Encontro)

Otimizagdo da PCR convencional e em tempo real para o diagnéstico laboratorial de infeccéo por
HTLV-1 e HTLV-2.

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) 14th International Congress on Infectious Diseases,
2010. (Congresso)
Risk of an outbreak of Kaposi s sarcoma associated with HIV/AIDS in Mozambique.

Il Simpésio do Programa de P4s-Graduacdo em Analises Clinicas - FCF/USP, 2010.
(Simpésio)

152 Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia e 452 Semana Universitaria Paulista de
Farmécia e Bioquimica (SUPFAB), 2010. (Encontro)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) VIl Simpdsio de Pesquisa em AIDS - SIMPAIDS, 2009.
(Simpésio)

HIV-1 Pol Gene Molecular Evolution From Patients Failling Antiretroviral Therapy At Séo Paulo —
SP.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) 14th International Conference on Human
Retrovirology: HTLV and Related Retroviruses, 2009. (Congresso)

Nucleotide Sequence And Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis Of The Long
Terminal Repeat Of Htlv-2 Isolates From The South And Southeast Regions Of Brazil..

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VIl Encontro do Instituto Adolfo Lutz, S&do Paulo, 2009.
(Encontro)

Nucleotide Sequence and Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis of the Long
Terminal Repeat of HTLV-2 Isolates From the South and Southeast Regions of Brazil.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnhologia -
USP, 2009. (Encontro)

Nucleotide Sequence and RFLP Analysis of the LTR of HTLV-2 Isolates From the South and
Southeast Regions of Brazil.

Apresentacéo Oral no(a) | Simpdsio do Programa de P6s-Graduacg&o em Farmacia - Area de
Anélises Clinicas, 2009. (Simpdsio)

Prevaléncia de infec¢éo por herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em populag6es de risco.

Il Simpésio de HTLV do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias - CCD/SES-SP, 2009.

" (Simpésio)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) VI Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias, 2008. (Encontro) )

Avaliacdo do Valor da Densidade Optica/Cut-off nos Ensaios Imunoenzimaticos para Infeccéo
pelo HTLV-1/2.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VIl Congresso da SBDST e Il Congresso Brasileiro de
AIDS, 2008. (Congresso)

" Diversidade Genética do HIV em Amostras Encaminhadas para Teste de Resisténcia no Instituto
Adolfo Lutz de S&o Paulo.

Apresentacao Oral no(a) X Simpésio Internacional sobre HTLV no Brasil, 2008. (Simpdésio)
Does the high optical density/cutt-off value in enzime immunoassays means HTLV-1/2 truly
infection?.

Apresentacao de Poster / Painel no(a) Il Simpdsio do Programa de Aprimoramento
Profissional do Instituto Adolfo Lutz, 2008. (Simpdsio)

Ensaio de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-herpesvirus humano 8
(HHV-8) usando eluato de sangue colhido em papel de filtro.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 2° Congresso da CPLP sobre DST-AIDS, 2008.

21. (Congresso)
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International cooperation between Brasil and Mozambique first survey on human herpesvirus 8
(HHV-8) infection.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XIX National Meeting of Virology, 2008. (Congresso)
Molecular Characterization of HTLV-2 LTR Genomic Region in Isolates from the South and
Southeast Regions of Brazil.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXXIIl Congress of the Brazilian Society for
Immunology, 2008. (Congresso)

Prevalence of human herpesvirus 8 (HHV-8) antibodies in serum samples from chronic kidney
disease patients, with or without substitutive kidney therapy, compared to others populations.

Apresentacado de Poster / Painel no(a) 13th International Congress on Infectious Diseases,
2008. (Congresso)
Survey for the Presence of Human Herpesvirus 8 (HHV-8) Infection in Mozambique.

| Simpdsio de HTLV do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias, 2008. (Simpésio)
GE Day, 2008. (Encontro)

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia,
2007. (Congresso)
Screening for HHV-8 antibodies in chronic renal failure and transplanted patients from S&o Paulo.

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) VIl Encontro do Instituto Adolfo Lutz, 2007. (Encontro)
Seria a triagem soroldgica para o HHV-8 mais um teste a ser introduzido no pré-transplante
renal?.

Apresentacédo de Poster / Painel no(a) World Congress of Nephrology, 2007. (Congresso)
Serological Screening for HHV-8 Antibodies in Chronic Renal Failure and Transplanted Patients
en Sao Paulo, Brazil.

Seminério Internacional - Inovacdes na Gestdo do Setor Saude / | Amostra SES, 2007.
(Seminario)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) Decit +2: Atuacdo do Ministério da Saude em Ciéncia,
Tecnologia e Inovagéo, 2006. (Encontro)

Pesquisa da Prevaléncia de Anticorpos Anti-HHV-8 em Pacientes em Diélise e em Fila de
Transplante Renal.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VI Encontro do Instituto Adolfo Lutz, 2005. (Encontro)
Pesquisa de Anticorpos Anti-Herpesvirus Humano Tipo 8...; Pesquisa de Infec¢ao por HTLV-I/1I
em Mulheres...; Pesquisa de Anticorpos Anti-Herpesvirus Humano 8 em Pacientes em Didlise....

Conferéncia: Prémio Jovem Cientista - Sangue: Fluido da Vida, 2005. (Outra)

IV Encontro do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias - CCD, 2005. (Encontro)
Curso de Integracdo e Implementacéo da Norma ISO/IEC 17025, 2004. (Outra)
Curso de Capacitacdo em Biosseguranca Laboratorial, 2004. (Outra)

Simpésio: Etica em Pesquisa, 2004. (Simposio)

IV Reunido Da Patologia - Instituto Adolfo Lutz, 2004. (Encontro)

Il Encontro do Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias - CCD, 2004. (Encontro)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) | Semana Cientifica e Tecnolégica - PUCC, 2003.
(Encontro)
Imunologia dos Aromas: O MHC.

322 Semana de Estudos Bioldgicos, 2003. (Encontro)

Xlll Encontro Paulista de Micologia, 2002. (Encontro)

312 Semana de Estudos Bioldgicos, 2002. (Encontro)

13° Encontro de Bidlogos do CRBio-1, 2002. (Encontro)
Seminario de Bioinformatica e Biotecnologia, 2001. (Seminario)
V CAEB, 2001. (Congresso)

CIENTEC, 2001. (Congresso)

Biologia e Ecologia do Boto Cinza, 2000. (Outra)

302 Semana de Estudos Bioldgicos, 2000. (Encontro)



